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Abreviatures

AST: Al-latostatina

AT: Al-latotropina

BR-C: Broad Complex

BrdU: Bromodeoxyuridina

BSA: Albimina sérica bovina

CA: Corpora allata

CC: Corpora cardiaca

CCAP: Peptid cardioactiu de crustacis
cDNA: DNA complementari

CG: Cos gras

COUP-TF: Chicken Ovalbumin Upstream Promoter Transcription Factor
DAPI: 4’,6-diamidino-2-fenilindol
DBD: Domini d’unié a DNA

DDC: Dopa decarboxilasa

dsRNA: RNA de doble cadena

DTT: Ditiotreitol

20E: 20-hidroxiecdisona

E74: Ecdysone induced protein 74
E75: Ecdysone induced protein 75
E78: Ecdysone induced protein 78
EcR: Receptor d’ecdisona

EH: Hormona d’eclosié

EMSA: Assaig de retard de mobilitat electroforetica
ESM: Error estandard de la mitjana
ETH: Hormona d’écdisi

ETS: E twenty-six

FTZ-F1: Fushi Tarazu Factor 1

FPPS: Farnesil difosfat sintasa

GP: Glandula protoracica

HJ: Hormona Juvenil
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HMG-R: 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa
HMG-S: 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintasa
HR3: Hormone nuclear receptor 3

HR38: Hormone nuclear receptor 38

HR4: Hormone nuclear receptor 4

HR78: Hormone nuclear receptor 78

HRE: Element de resposta a I’hormona

InR: Receptor d’insulina

JHE: Esterasa de I’hormona juvenil

LOB: Loongitud oocit basal

LBD: Domini d’unié a lligand

MET: Tolerant al metopré

NGS: Serum normal de cabra

PBS: Tampo fosfat sali

PETH: Hormona de pre-ecdisi

PFA: Paraformaldehid

PTTH: Hormona protoracicotropica

RACE: Amplificacio rapida d’extrems de cDNA
RNAi: RNA de interferéncia

Svp: Seven up

TNT: Transcripcié-Traduccié in vitro

TOR: Target og rapamycin

TRITC: Tetrametil rodamina iso-tiocianat
USP: Ultraespiracle

UTR: Regid no traduida

Vg: Vitel-logenina
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Introduccio

Els insectes sdn el grup d’organismes més divers que ha aparegut en els més de 3000 milions
d’anys en la historia de la vida a la Terra. No només és el més abundant i divers dins del filum
dels artropodes siné que hi ha més especies d’insectes que de totes les altres classes d’animals
junts. Es caracteritzen per tenir un exosquelet de quitina, tres parells de potes i generalment dos

parells d’ales a la regio toracica, tot i que alguns només tenen un parell o fins hi tot no en tenen.

Hi ha registres fossils d’insectes de 400 milions d’anys d’antiguitat tot i que la majoria
d’insectes moderns van apareixer fa 250 milions d’anys. Encara que s’han descrit
aproximadament un milié d’espécies, el nombre total podria estar entre 2,5 i 10 milions. | aixo
ens porta a preguntar-nos perqué els insectes han tingut tant exit evolutiu? El disseny de
I’exosquelet amb segments repetitius, apeéndixs adaptats a la vida terrestre i les ales dissenyades
per millorar la mobilitat, dispersié i escapatoria sén, indubtablement, part d’aquest exit, tot i
gue és una innovacid més recent la auténtica responsable: la aparicid de la metamorfosi.
Coleoptera, Diptera, Hymenoptera i Lepidoptera representen aproximadament el 80% dels
insectes, i tots quatre ordres presenten una metamorfosi completa (Figura 1.1) (Grimaldi i Engel,
2005). Agquest tipus d’insectes, anomenats holometabols, presenten tres estadis de
desenvolupament post-embrionari morfologicament diferenciats: larva, pupa i adult. En aquests
insectes, el creixement es dona a les fases larvaries, mentre que a la pupa té lloc el procés de
metamorfosi, durant el qual es destrueixen els teixits larvaris i es generen els teixits adults a
partir del creixement controlat dels discs imaginals. Segons el tipus de metamorfosi hi ha dos
tipus més d’insectes, els hemimetabols, que presenten una metamorfosis incompleta on les
formes immadures, anomenades nimfes, sdn morfologicament semblants a I'adult i presenten
uns rudiments alars que esdevindran ales funcionals en les formes adultes i la seva genitalia no
és funcional. Per ultim els insectes ametabols, no presenten cap tipus de metamorfosi i no hi ha

canvis entre les formes immadures i I’adult tret de la genitalia funcional.

Malgrat aquesta diversitat d’estrategies en el desenvolupament dels insectes, existeix un
denominador comu entre els tres tipus de desenvolupament, les hormones que el regulen. En
tots els casos, els ecdisteroides i I’'hormona juvenil (HJ) sén les encarregades de controlar tant el
desenvolupament embrionari com post-embrionari dels insectes. Es per aixo que I'estudi de la
funcié i el mecanisme d’accié d’aquestes hormones permetra esbrinar quins canvis en la

endocrinologia del desenvolupament han estat clau per a I'aparicié de la metamorfosi completa.
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Figura 1.1. Diversitat de la classe Insecta. Grafic on es representen els principals ordres dels
insectes en proporcid al seu nombre d’espécies. Segons la seva metamorfosi els holometabols
representen aproximadament el 83% dels insectes, els hemimetabols un 16% i finalment els
ametabols un 1%. Adaptat de Grimaldi i Engel (2005).

1.1. CONTROL HORMONAL DEL DESENVOLUPAMENT DELS INSECTES

1.1.1. Les hormones controlen el desenvolupament dels insectes

Tot i els diferents tipus de desenvolupament post-embrionari descrits anteriorment, el
control d’aquest procés esta en tots els casos en mans de dos hormones lipofiliques: la 20-
hidroxiecdisona (20E) i I’'hormona juvenil (HJ) (Figura 1.2A i B). La 20E és una hormona esteroidal
derivada del colesterol que indueix i controla el procés de la muda. La naturalesa d’aquesta
muda ve determinada per la preséncia o abséncia de I'HJ, hormona de naturalesa
sesquiterpenica. En preséncia d’HJ, el pic de 20E produeix una muda entre estadis juvenils, es a
dir, de larva a larva o de nimfa a nimfa. En canvi, quan desapareix I'HJ, la 20E indueix una muda a
I’estadi adult (Dubrovsky, 2006). Degut a aquest efecte, I'HJ és coneguda com I’"hormona “status

quo”, ja que evita la diferenciacioé dels teixits sense interferir en el seu creixement (Fig. 1.2C).
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Figura 1.2. Estructura quimica de les dues hormones més importants en la regulacié endocrina
dels insectes i marc endocri durant el desenvolupament de Drosophila melanogaster. (A) 20-
hidroxiecdisona (20E) i (B) Hormona juvenil (HJ). (C) Nivells de la 20E i I'HJ durant el
desenvolupament de D. melanogaster. La linia continua indica els nivells de 20E i la puntejada
els de I'HJ. Cada muda entre les diferents etapes esta iniciada per la 20E i I'HJ determina el tipus
de transicid. Adaptat de Dubrovsky (2006).

El control hormonal s’ha estudiat en detall a Drosophila melanogaster com a insecte
model del desenvolupament holometabol; aquests insectes presenten quatre fases durant el seu
cicle de vida: ou, larva, pupa i adult. Els nivells de 20E augmenten durant I'embriogénesi, abans
de cada muda entre fases larvals, abans de formar la pupa i durant la metamorfosi (al final de la
diferenciacid de les estructures adultes), mentre que I'HJ es produeix durant la major part del

cicle excepte durant la pupa (Figura 1.2C). La muda és el procés pel qual els insectes es
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desprenen de la seva cuticula, exosquelet quitinds que tenen tots els artropodes, ja que al ser
rigida els restringeix el creixement durant les fases juvenils. Per tant, per poder seguir creixent
s’han de despendre de la cuticula regularment mitjancant les mudes. Durant aquest procés, la
cuticula es separa de I'epidermis (apolisi), es digereix parcialment i finalment s’allibera (écdisi).
Després de la ecdisi, I'epidermis sintetitza una nova cuticula. D’aquesta manera la larva va
creixent en les successives mudes, mantenint la mateixa forma, fins a obtenir la mida adient
perque tingui lloc la metamorfosi. Aquest procés té lloc quan es produeix un pic de 20E en
abséncia d'HJ, moment en que es produeix un canvi complet en la morfologia de I'insecte. Els
organs larvals sén destruits mitjancant la mort cel-lular programada i substituits per estructures
adultes que creixen a partir de discs imaginals, invaginacions de grups de cel-lules provinents de
I'ectoderm embrional i que han anat creixent sense diferenciar-se durant les fases larvals.
Durant la metamorfosi de D. melanogaster, el model d’insecte holometabol, té lloc la histolisi de
diferents teixits i organs larvals com ara les glandules salivals i el tub digestiu i el creixement i
diferenciacid dels discs imaginals. Els discs parells de la pupa donaran lloc a les ales, potes, cap i

estructures toraciques de I'adult, mentre que el disc terminal donara lloc a la genitalia exterior.

1.2. 'HORMONA DE LA MUDA: LA 20-HIDROXIECDISONA

Tal i com hem descrit, el desenvolupament dels insectes esta controlat per la 20-
hidroxiecdisona (20E), una hormona esteroidal coneguda com I’hormona de la muda. La 20E és
la forma activa dels ecdisteroides i es forma per la hidroxilacid en diferents teixitscde la -
ecdisona (E), produida a la glandula protoracica (GP). En els insectes hemimetabols, la GP consta
de dos eixos musculars envoltats de cel-lules que sintetitzen els ecdisteroides. En els insectes
més modificats, com D. melanogaster, la GP és una porcié de la glandula anular, que també
conté els corpora allata (CA), que sintetitza ’hormona juvenil, i els corpora cardiaca (CC), organs

neurohemals i neurosecretors (Dai i Gilbert, 1991).

1.2.1. Sintesi de la 20E

Les hormones esteroidals sén derivats quimics del colesterol que regulen el
desenvolupament tant en animals com en plantes. Curiosament, els insectes tenen la
particularitat de no poder sintetitzar colesterol a partir de precursors com ara I'acetat. Aixi, han
d’obtenir el colesterol directament de la ingesta. Els insectes que s’alimenten de plantes

incorporen principalment sitosterol i campesterol, que han de ser metabolitzats a I'intesti.
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Tal i com s’ha dit anteriorment, la esteroidogenesi (Figura 1.3.) té lloc a les cél-lules de la
GP. El primer pas és la conversidé del colesterol a 7-dehidrocolesterol (7dC) mitjancant una 7,8
deshidrogenasa, codificada pel gen neverland (nvd) (Huang et al., 2008). A D. melanogaster, Nvd
s’expressa a la GP de I'embrié i de la larva, i en adult només s’expressa a les cel-lules nodridores
de les cambres ovariques, que actuen com a font d’ecdisteroides. Tal i com és d’esperar, els
mutants nuls de Nvd paren el seu desenvolupament a |'estadi prepupal. Confirmant el seu paper
enzimatic, aquest mutants poden ser rescatats amb I'aplicacié de 7dC (Yoshiyama et al., 2006). A
partir del 7dC, les seglients reaccions han estat englobades dins del nom genéric de caixa negra
degut a que no es coneixen els passos metabolics intermedis fins a la formacié de “*-diketol.
Recentment s’han identificat diferents gens que formen part de la caixa negra i que soén
membres de la familia anomenada genéricament com a gens “Halloween”. Els primers gens en
ser identificats van ser spook (spo) i spookier (spok), que codifiquen per citocroms P450, tots dos
actuen en passos posteriors a la formacié del 7dC tot i que no s’ha pogut establir la seva activitat
enzimatica (Ono et al., 2006). Spok s’expressa a la GP en tots els estadis, des de I'embrié fins a
adult, perd no s’expressa als oocits, on en canvi s’expressa Spo. El seglient gen identificat que
també forma part de la caixa negra és shroud (sro). Els mutants de Sro soén letals tant durant
I’'embriogenesi com durant I'estadi de larva i poden ser rescatats aplicant 20E (Niwa et al., 2010).
Finalment, les ultimes quatre hidroxilacions de la via també sén catalitzades per citocroms p450.
Phantom (phm), disembodied (dib) i shadow (sad) catalitzen les tres ultimes reaccions fins a la
formacio de la E (Chavez et al., 2000; Warren et al., 2002; Warren et al., 2004). La ultima reaccid
esta catalitzada per shade (shd), enzim que, al contrari dels altres, no esta present a la GP i

converteix la E a 20E en diferents teixits periferics (Petryk et al., 2003).

1.2.2. L’hormona protoracicotrépica (PTTH)

En aquest eix hormonal que regula el desenvolupament dels insectes hi ha un altra
factor implicat que regula la produccid i alliberament de la ecdisona a la GP. Quan es va
comencar a estudiar el control endocri de la muda, es va demostrar I'existéncia d’un factor
difusible en el cervell necessari per induir la metamorfosi de I'arna Lymantria dispar (Kopec,
1922). Més tard, el Prof. Wigglesworth (1934) va dur a terme experiments amb la xinxa
hematofaga Rhodnius prolixus i va demostrar, un altra cop, que el cervell era important per la

muda de les larves durant certs moments critics del desenvolupament. En aquesta mateixa
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Figura 1.3. Esquema de la biosintesi de la 20-hidroxiecdisona (20E). En aquests procés estan
implicats almenys set gens que codifiquen per enzims de tipus citocrom P450. La part

corresponent a la caixa negra encara té passos intermedis per caracteritzar i es representa amb

multiples fletxes. Adaptat de Huang et al. (2008).
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epoca també es va demostrar que aquest factor produit al cervell no era suficient per estimular
la metamorfosi, i que era necessari un altra factor produit al torax dels insectes (Burtt, 1938;
Fukuda, 1941; Williams, 1947). Després de molts anys de recerca es va identificar el factor
cerebral que era necessari per induir la muda. Aquest era I’hormona protoracicotrépica (PTTH),
que va ser aillada i clonada per primera vegada al cuc de seda Bombyx mori (Kawakami et al.,
1990) i que posteriorment ha estat clonada en varies espéecies de lepidopters (Marchal et al.,
2010a). Es un péptid produit per un parell de cél-lules neurosecretores situades a la regié
dorsomedial del cervell dels insectes i que actua a la GP regulant la produccié i alliberament de
I’'E. Es sintetitza com una pro-hormona i finalment s’allibera com un homodimer més curt i
glicosilat (Henrich et al., 1999). En els lepidopters, les cél-lules neurosecretores que produeixen
la PTTH estan connectades als CA, la glandula que s’encarrega de la sintesi de I'HJ. Tot i aixo,
aquest peptid no exerceix cap efecte en la sintesi de I'HJ, sind que és alliberat a I’'hemolimfa, on
finalment es captada per la GP (Rybczynski et al., 2001; Rybczynski i Gilbert, 2003; Smith i
Gilbert, 1989).

Mitjancant purificacié per cromatografia, a D. melanogaster, es va poder aillar 1 péptid amb una
activitat semblant a la PTTH, tot i que no presentava una alta similitud amb la seqiiencia de la
PTTH de lepidopters (Kim et al., 1997). Malgrat aixo, el péptid obtingut té una mida similar a la
PTTH de lepidopters i manté una alta conservacio en 7 residus de cisteina necessaris per la seva
conformacié tridimensional (Noguti et al., 1995). La PTTH de D. melanogaster també es produida
per un parell de cel-lules neurosecretores bilaterals del cervell pero, a diferencia dels
lepidopters, aquestes neurones innerven directament la GP. Es sorprenent veure que en
eliminar les neurones que secreten la PTTH a D. melanogaster es constata que aquest peptid no
és essencial per la metamorfosi ni per la muda. L'abséncia de PTTH només provoca un retard en
el desenvolupament de la larva i I'aparicid, com a conseqliéncia, de mosques més grans
(McBrayer et al., 2007). Recentment, es va descobrir a D. melanogaster que el receptor de la
PTTH és Torso, un receptor quinasa de tirosina que s’expressa a la GP durant les fases larvals de
D. melanogaster. Confirmant la seva funcid, la pérdua de Torso per RNA d’interferéncia produeix
el mateix fenotip de retard en el desenvolupament que la abséncia del seu lligand (Rewitz et al.,

2009).

1.2.3. Mecanisme d’accié de la 20E. El model d’Ashburner
Un cop identificada la 20E com I'hormona de la muda es va dedicar molt esfor¢ en
caracteritzar el seu mecanisme d’accid. Una de les primeres aproximacions va ser per part del

Prof. Ulrich Clever, que va demostrar que els ecdisteroides podien iniciar una cascada d’activacio
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Figura 1.4. Model de senyalitzacié de la PTTH. Model proposat a partir dels components de la
via de TORSO en I’'embrié de D. melanogaster (Rewitz et al., 2009).

de gens, tal com va observar en els cromosomes politenics del dipter Chironomus tentans
(Thummel, 2002). Els cromosomes de les glandules salivals de D. melanogaster i de C. tentans
sén politenics, ja que han tingut varies fases de replicaci6 de DNA sense divisid cel-lular.
D’aquesta manera es poden identificar facilment gens de manera individual ja que en la Ultima
fase larval poden haver-hi fins a 1000 copies de cada cromosoma en el nucli de les cél-lules de
les glandules salivals. Es interessant que, els gens que es transcriuen activament en aquests
cromosomes politénics es visualitzen sota el microscopi com a bombolles, els anomenats
“puffs”. Estudis posteriors van confirmar aquesta hipotesis, incloent els treballs realitzats amb
cromosomes politenics de D. melanogaster pel Prof. Michel Ashburner. Ell i els seus
col-laboradors van elaborar un model de la regulacié de I'expressié de gens per la 20E, postulant
qgue I’'hormona actuaria directament en el nucli (Ashburner, 1973, 1974). Aquest model, conegut
com a model d’Ashburner, proposava que la 20E unida al seu receptor, induiria de manera
rapida i directa I'expressid d’una série de gens que es van anomenar “primerencs”. Les proteines
resultants d’aquest gens reprimirien la seva propia expressié i activarien un seguit de gens
anomenats “tardans”. Aquests gens tardans serien els efectors que de manera directa o
indirecta donarien lloc a la resposta biologica produida per la 20E (Fig. 1.5.). Durant els seglients
anys, diferents investigadors han confirmat el model d’Ashburner en aillar i caracteritzar tant el
receptor de la 20E com practicament la totalitat dels gens primerencs. Aixi, el receptor de a 20E
és un heterodimer format pel receptor d’ecdisona (EcR), homoleg del receptor de farnesoic de
vertebrats (FXR), i Ultraespiracle (USP), I'homoleg del receptor X de retinoides en vertebrats

(RXR) (Koelle et al., 1991; Yao et al., 1992; Yao et al., 1993). Es important ressenyar que tant EcR

10
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i USP pertanyen a la superfamilia dels receptors nuclears, factors de transcripcié dependents de
lligand. Curiosament, la majoria de gens primerencs també sdn receptors nuclears, com ara HR3,
HR4, HR39, E75, E78 i Fushi Tarazu Transcription Factor 1 (Ftz-F1) encara que també hi ha factors

de transcripcid d’altres families com Broad-Complex (BR-C) i E74.
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Gens primerencs

l

|
®.

Gens tardans

Resposta Biologica

Figura 1.5. Model d’Ashburner. Esquema de la cascada de factors reguladors induits per la 20-
hidroxiecdisona (20E). La unié de la 20E al seu receptor indueix de forma directa I'expressiod
d’una serie de gens primerencs. El producte d’aquests gens indueix I'expressié dels gens tardans,
els quals induiran la resposta biologica. A més, les proteines generades a partir dels gens
primerencs reprimeixen la seva propia expressio.

1.3. ELS RECEPTORS NUCLEARS D’INSECTES
Tal i com s’ha descrit, tant el receptor heterodimeric de la 20E com la majoria dels gens
primerencs formen part de la superfamilia dels receptors nuclears, factors de transcripcié

activats per lligand que regulen diferents processos del desenvolupament, la reproduccid, la

11
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homeostasis i el metabolisme. Els receptors nuclears sén proteines amb la capacitat d’unir un
lligand i d’aquesta manera unir-se a DNA activant o reprimint la transcripcid dels seus gens
diana. En aquesta superfamilia, perd, no hi ha només receptors amb lligand conegut siné que
també hi ha un gran nombre de receptors sense lligand conegut, anomenats per aixo orfes. Els
receptors nuclears s’han trobat en tots els metazous, des de platihelmints i cnidaris fins a
artropodes i vertebrats. No obstant aix0, no s’han trobat receptors nuclears ni en plantes, ni en
fongs, ni en eucariotes unicel-lulars (Laudet i Bonneton, 2005). En els insectes, els receptors
nuclears estan implicats en una gran varietat de processos, des de I'embriogenesi fins al control
del desenvolupament post-embrionari, com les mudes, la metamorfosi i la reproduccié (Kozlova
i Thummel, 2000).

Els receptors nuclears tenen una organitzacié modular, amb tres dominis principals (Fig.
1.6A). L'extrem N-terminal és el més variable i és on trobem el domini de transactivacio
independent de lligand (AF-1), que té una llargada variable i una seqiiéncia diferent entre els
membres de la familia. A continuacié trobem el domini d’unié a DNA (DBD), que és el lloc on es
ddéna la interaccid especifica amb el DNA. El DBD conté una estructura de dos dits de zinc comu
en tots els membres de la familia. El primer dit de zinc déna especificitat a la unié a DNA a través
de 5 aminoacids coneguts com la caixa proximal (caixa-P). D’altra banda, el segon dit de zinc
facilita al receptor una dimeritzacié debil, perd només en el cas que el receptor estigui unit a
DNA. Aquesta dimeritzacié es déna a través dels aminoacids que conformen la caixa distal
(caixa-D) (Figura 1.6B). A la regié C-terminal trobem el domini d’unié al lligand (LBD), separat del
DBD per una regid frontissa molt variable. L'LBD s’organitza en 12 o 13 helixs-a que conformen
una caixa hidrofobica on s’uneixen els diferents lligands de naturalesa lipofilica (Figura 1.6C). A
I’extrem C-terminal de I'LBD trobem el segon domini d’activacid, aquest depenent de Iligand (AF-
2), que és el responsable del reclutament de coactivadors de la transcripcié.

Les analisis filogenetiques permeten classificar els receptors nuclears en set subfamilies
gue comparteixen una alta conservacié de les seqliéncies del DBD i I'LBD (Laudet, 1997; Ruau et
al.,, 2004). Analitzant el repertori complert de receptors nuclears de D. melanogaster es pot
comprovar que conté 21 receptors nuclears, 18 dels quals es poden classificar dins de les sis
subfamilies. Hi ha un grup atipic de 3 receptors nuclears, el grup NO, format per knirps (KN1),
knirps-related (KNRL) i eagle (EG), als qual els manca I'LBD i que juguen un paper important
durant 'embriogénesi i la neurogenesi de la mosca (Nauber et al., 1988; Oro et al., 1988). Per
altra part, quatre receptors nuclears s’han originat per una duplicacié genica que no s’ha donat

en vertebrats. Aquestes parelles sén E75-E78, HR51-HR83, HR39-FTZ-F1 i dissatisfaction (dsf) —
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tailless (tll). Finalment, és interessant remarcar que dos terceres parts dels receptors nuclears de

vertebrats no tenen ortoleg a D. melanogaster (Taula 1.1.) (Laudet i Bonneton, 2005).

i A/B DBD FRN LBD F
® i o N ®
AF-1 Dit Dit AF-2

de Zinc1 de Zinc2

Lligand

Figura 1.6. Organitzacio dels receptors nuclears. (A) Representacid esquematica de
I'organitzacio d’un receptor nuclear. La regid A/B confereix la capacitat d’activar la transcripcid
de manera independent de lligand a través del domini AF-1. El seglient domini és el d’unié a
DNA (DBD), que inclou dos dits de zinc necessaris per la unié a sequiencies especifiques de DNA.
A continuacid, trobem la regié frontissa (FRN) i el domini d’unié a lligand (LBD). L'LBD és
responsable de la unié a lligand i presenta la regié activadora depenent de lligand AF-2.
Finalment, els receptors nuclears presenten la regié F. (B) Esquema tridimensional de la
interaccid entre els DBDs d’un dimer de receptors nuclears i el DNA. Les caixes P del receptor
interaccionen amb seqliéncies especifiques del DNA, mentre que les caixes D faciliten la
dimeritzacié dels receptors nuclears mantenint I'estructura del complex (C) Esquema
tridimensional de I'LBD d’un receptor unit al lligand.

A més, del genoma complet de D. Melanogaster, també s’ha seqiienciat el genoma
d’altres especies com els dipters Anopheles gambiae i Aedes aegypti, el lepidopter B. mori, el
coleopter Tribolium castaneum i I’himenopter Apis mellifera. L'analisi d’aquests genomes ha
demostrat que tots ells presenten tots els membres de la familia de receptors nuclears amb
I’excepcio d’algun membre de la subfamilia NO (Bonneton et al., 2008; Cheng et al., 2008; Cruz et

al., 2009; King-Jones i Thummel, 2005; Velarde et al., 2006).
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Taula 1.1. La familia de receptors nuclears. En aquesta taula es mostren els 21 receptors
nuclears descrits a D. melanogaster, aixi com els seus homolegs a humans. La nomenclatura
utilitzada en la primera columna és la de NURABASE, que els divideix en 7 subfamilies (Ruau et
al.,, 2004). La subfamilia O només s’ha trobat a D. melanogaster i esta formada per receptors
nuclears sense LBD. A la ultima columna es mostra el nimero d’accés a NCBI de les seqliéncies
de D. melanogaster.

Nomenclatura Nom General Ortoleg Huma D.melanogaster

NRGAL HR4 GCMF CGaleonz
MROAL KM1 & Cad7ly
MNROAZ KMRL & Cad7el
MROAZ EG 3 CG7383

14



Introduccio

1.3.1. Mecanisme d’accid dels receptors nuclears

El mecanisme molecular a través del qual els receptors nuclears converteixen un senyal
hormonal en una resposta transcripcional difereix de la via classica de transduccidé de senyals a
través de receptors de membrana. Aixi, quan els receptors nuclears s’uneixen al lligand, entren
al nucli on reconeixen seqiiencies especifiques de DNA, anomenats elements de resposta, que
contenen la seqliencia consens 5-AGGTCA-3’ o derivada en funcid dels aminoacids que
componguin la caixa-P del DBD. Alguns receptors nuclears s’'uneixen a DNA com a monomers
(Figura 1.7A), unint-se a elements de resposta senzills, mentre que d’altres ho fan com a homo o
heterodimers, unint-se a dos elements de resposta situats un al costat de I'altra (Figura 1.7B i C).
En aquest cas, els dos elements de resposta poden ser repeticions directes, invertides o
evertides, i poden estar contiglies o separades per un nombre variable de nucleotids. Aixi, tant la
sequéencia i la orientaci6 com la separacid entre els elements de resposta determina
I'especificitat de I'accié hormonal (Mangelsdorf i Evans, 1995).

En les ultimes dues decades s’ha establert el mecanisme d’accid dels receptors nuclears
a nivell molecular, podent-se dividir en tres grans grups (Figura 1.8). En el primer grup,
representat pel receptor de glucocorticoides (GR), el receptor nuclear es troba inactiu en el
citoplasma unit a xaperones. Quan el receptor uneix el seu lligand es transloca al nucli on
dimeritza formant un homo o heterodimer, s'uneix al seu element de resposta i activa la
transcripcié del gen diana (Figura 1.8A). Un segon grup comprendria homo o heterodimers que
en abséncia de lligand actuen com a repressors reclutant corepressors. Una vegada el dimer
interacciona amb el seu lligand, s’allibera dels corepressors i s'uneix a coactivadors, activant la
transcripcié del gen diana (Figura 1.8B). Exemples d’aquest grup sén el receptor de I'hormona
tiroidal (TR) i el receptor d’acid retinoic (RAR) que formen heterodimers amb el receptor x de
retinoids (RXR). En I'Gltim grup, representat pel receptor esteroidogenic 1 (SF-1), la regulacié de
I’activitat transcripcional esta basada en la capacitat del receptor nuclear de fosforil-lar-se. Aixi,
el receptor actuant com a monomer unit a I'element de resposta, és un activador constitutiu que
és capag d’augmentar la seva capacitat transactivadora quan es fosforil-la (Figura 1.8C).

A més, existeixen altres casos en els que els receptors nuclears poden regular
negativament la transcripcid. Aixi, per exemple, un receptor que no té activitat transactivadora,
degut a la manca del domini AF-2, és capag d’unir-se a un dels dos components de I’heterodimer
activador, evitant que s’activi el gen diana. En un altra cas, un receptor nuclear repressor
competeix amb un homodimer activador per la unié a un element de resposta situat al promotor

del gen diana.
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Figura 1.7. Caracteristiques funcionals dels receptors nuclears. Els receptors nuclears poden
actuar com a (A) monomers o com a (B) heterodimers o (C) homoodimers, unint-se a seqiiéncies
consens en el DNA. (D) Els elements de resposta dels receptors nuclears sdn elements simples o
repeticions directes, invertides o evertides de la seqliéncia consens AGGTCA separades per 0-6
nucleotids.

1.4. 'HORMONA JUVENIL

Juntament amb la 20E, 'hormona clau per regular el desenvolupament dels insectes és I'HJ. En
presencia de I'HJ, la 20E indueix mudes entre fases juvenils, mentre que durant I'dltim estadi
juvenil I'absencia de I'HJ produeix la muda a I'estadi adult. Aquest efecte ha estat comprovat en
diferents ordres d’insectes, com ara Coleoptera, Orthoptera i Lepidoptera. En aquests ordres
I'aplicaci6 d’HJ o d’'un analeg d’aquesta durant la darrera fase juvenil, produeix una larva
supernumeraria (Riddiford et al., 2003). Curiosament, D. melanogaster és una excepcid a
aquesta norma, ja que si s’aplica HJ en la ultima fase larvaria les larves poden pupar sense
problemes i no s’obté una larva supernumeraria. Per contra, si s’aplica I'HJ a la pupa no
s’observa cap efecte en la diferenciacié del cap i torax pero si que es veu efecte en I'epidermis

abdominal (Zhou i Riddiford, 2002). Fins fa poc, a D. melanogaster només s’havia estudiat la
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activitat biologica de I'HJIII, perd en estudis recents s’ha vist que a I'hemolimfa de les larves
també hi ha metil farnesoat (MF) i bisepoxi HIIIl (HJB3) (Richard et al., 1989). Aquests
descobriments plantegen noves incognites sobre quin és el paper en el desenvolupament dels
insectes de cada un dels productes alliberats per la glandula anular. Aquests fets van portar a
realitzar un serie d’assaigs per comprovar quin és I'efecte de cada una de les hormones juvenils,
I"'HJII, el MF i ’HIB3. Aixi, el MF té activitat d’"hormona juvenil en larves pero no en pupa, on en

canvi, si que en té I’HJIIl i 'HIB3 (Harshman et al., 2010).

xaperones
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Figura 1.8. Mecanismes d’accié dels receptors nuclears. (A) El receptor es troba al citoplasma
unit a xaperones, quan el lligand s’uneix al receptor les xaperones es separen i es desplaca al
nucli on activa la transcripcié com a homodimer. (B) El receptor actua com a heterodimer amb
RXR i en absencia de lligand es troba unit a un corepressor que inhibeix I'expressié del gen diana.
En el moment que s'uneix al lligand, el receptor passa a unir-se a un coactivador, fent que
s’expressi el gen diana. (C) En aquest cas el receptor és un mondomer, que té poca capacitat
transactivadora, perdo en el moment que es fosforil-la la seva capacitat transactivadora
augmenta.

17



Caracteritzacid dels factors de transcripcido E74 i Seven up en el desenvolupament...

A més del seu paper en les mudes dels insectes, I’'HJ controla altres processos entre els
gue s’inclouen el polifenisme, la diferenciacioé de castes, el comportament sexual i en la majoria
d’insectes regula els principals processos associats a la reproduccio, com ara la vitel-logenesi i el
desenvolupament dels ovaris. La principal funcié de I’'HJ en la reproduccié és regular I'expressid
del gen de la vitel-logenina (Vg) en el cos gras, que un cop sintetitzada s’allibera a ’hemolimfa i

posteriorment s’incorpora a I'oocit basal (Raikhel et al., 2005).

1.4.1. La sintesi de ’hormona juvenil als insectes

L'HJ es produeix a les cél-lules dels CA, unes glandules neuroendocrines situades en una
posicio retrocerebral. La via de sintesi de I’'HJ (Figura 1.9) es pot dividir en dues parts, la primera
part és des de I'acetil-CoA fins al farnesil difosfat, i es coneguda com la via del mevalonat.
Aquesta part es déna en tots els teixits, ja que es sintetitzen diferents productes intermedis
necessaris pel metabolisme, com ara I'adenina isopentenil o la ubiquinona. La segona part de la
via es déna només en els CA i és la branca en que es sintetitza I'HJ a partir del farnesil difosfat.
Aquesta part de la via és exclusiva dels insectes, ja que en vertebrats el producte final de la via
del mevalonat és el colesterol. Els insectes perdo, com ja hem dit anteriorment, han perdut la

capacitat de sintetitzar colesterol de novo (Bellés et al., 2005).

Durant el desenvolupament dels insectes, els nivells d’HJ a ’lhemolimfa estan regulats a
diferents nivells. En primer lloc, la biosintesi esta regulada per neuropéptids com les
al-latotropines i les al-latostatines, alliberades des del cervell als CA a través de connexions
neuronals. En segon lloc també depen de I'activitat dels enzims de la via de biosintesi i dels
encarregats del catabolisme de I’hormona (Gilbert et al., 2000). En aquest sentit, durant els
darrers anys s’han clonat i caracteritzat diferents enzims de la via. Concretament, de la part
corresponent a la via del mevalonat hi ha tres enzims que han estat especialment estudiats: la 3-
hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintasa (HMG-S), la 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa (HMG-R) i

la farnesil difosfat sintasa (FPPS).

L'HMG-S és el segon enzim de la via i produeix hidroximetilglutaril-CoA a partir
d’acetoacetil-CoA. Ha estat clonat en els coleopters Dendroctonus jeffreyi (Tittiger et al., 2000) i
Ips pini (Bearfield et al., 2006) i en el lepidopter B. mori, on s’expressa especialment en els CA
(Kinjoh et al., 2007). Aquest enzim també ha estat clonat en el dictiopter Blattella germanica, on
s’ha vist que hi ha dues isoformes, BgHMG-S1 i BgHMG-S2, que tenen un 78% de identitat.
BgHMG-S2 és la isoforma que s’expressa principalment en els CA de I'adult (Buesa et al., 1994;

Martinez-Gonzalez et al., 1993a).
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El seglient enzim, responsable de la tercera reaccié de la via és 'THMG-R. Aquest enzim
catalitza la formacié de mevalonat a partir d’hidroximetilglutaril-CoA. Aquest enzim ha estat
clonat a D. melanogaster (Gertler et al., 1988), en els coleopters D. jeffreyi (Tittiger et al., 2003) i
Ips paraconfusus (Tittiger et al., 1999), en el lepidopter B. mori (Kinjoh et al., 2007) i per ultim, a
B. germanica (Martinez-Gonzalez et al., 1993b). A D. melanogaster, 'THMG-R és necessaria per a
la produccié de MF en larva, i la seva interferéncia impedeix la formacié de la pupa (Jones et al.,

2010).

La ultima reaccié de la via del mevalonat és la formacié de farnesil difosfat a partir de
geranil difosfat, sent I'enzim responsable la FPPS. Aquest enzim ha estat clonat en varis
lepidopters, com ara Agrotis ipsilon (Castillo-Gracia i Couillaud, 1999), Choristoneura fumiferana
i Pseudaletia unipuncta (Cusson et al., 2006). També s’ha clonat a B. mori, on s’han descrit tres
isoformes tot i que la FPPS2 és la que s’expressa principalment en els CA i es creu que és la que
actua en la via de produccié de I'HJ (Kinjoh et al., 2007). Per ultim, la FPPS també s’ha clonat a B.

germanica (Martin et al., 2007).

Les reaccions posteriors a la formacié del farnesil difosfat pertanyen a la part de la via de
formacioé de I’'HJ, exclusiva d’insectes. Entre els enzims d’aquesta part de la via els més estudiats
son els dos ultims, I'acid-O-metiltransferasa de I’'HJ (JHAMT) i I'epoxidasa de I'HJ. En el cas dels
lepidopters, on el ultim enzim de la via és la JHAMT, mentre que a ortopters i dictiopters primer
és la JHAMT i després I'HJ epoxidasa. La JHAMT ha estat clonada a B. mori (Shinoda i Itoyama,
2003), D. melanogaster (Niwa et al., 2008) i T.castaneum, on s’han clonat tres isoformes
diferents tot i que la T(JHAMT3 sembla ser la Unica responsable de la produccié d’HJ (Minakuchi
et al., 2008a). Finalment, s’ha clonat una JHAMT a A. aegypti, on també és el penultim enzim de
la via (Mayoral et al., 2009). Per ultim, la epoxidasa de I'HJ és un citocrom P450, que ha estat
clonat al dipter D. melanogaster (Chung et al., 2009), I'ortopter Schistocerca gregaria (Marchal
et al., 2010b) i als dictiopters Diploptera punctata (Helvig et al., 2004) i B. germanica (Maestro et
al., 2010).

1.5.2. Mecanisme d’acci6 de I’'HJ

Tot i que ja han passat 70 anys des de que l'accié anti-metamorfica de I'HJ va ser
descoberta, a nivell molecular encara es coneix molt poc del seu mecanisme d’accid. El principal
repte en aquest camp, pero, és la identificacié del receptor de I’'HJ. El primer candidat va ser
USP, el receptor nuclear que dimeritza amb EcR per formar el receptor d’ecdisona, tal i com s’ha

descrit anteriorment. Aixi, degut a que USP podia unir a I’'HJ formant homodimers, es va
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Figura 1.9.- Via de biosintesi de ’hormona Juvenil. La conversié d’Acetil-CoA fins a Farnesil-PP
forma part de la via del mevalonat, comu en diferents organismes, incloent els vertebrats. En els
CA dels insectes és on té lloc la segona part de la via, el producte final de la qual és I'HJ. Les dues
ultimes reaccions, que converteixen I'acid farnesoic en HJ, varien segons 'ordre d’insectes. Aixi,
a ortopters i dictiopters primer hi ha la metilacié i després la epoxidacid i a lepidopters a
I'inrevés. Figura adaptada de Bellés et al. (2005).
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proposar que USP podria ser el receptor de I’'HJ (Jones i Sharp, 1997). No obstant, més tard es
comprova que USP unia HJIIl amb una afinitat 100 vegades menor del que s’esperaria per un
lligand especific d’un receptor nuclear (Jones et al., 2001), descartant d’aquesta manera que fos
el receptor funcional de I’HJ. Posteriorment, es va comprovar que USP unia metil farnesoat (MF),
I'immediat precursor de I'HJ , i que, en aquest cas, tenia una afinitat de unié 100 vegades més

gran que la que tenia per I'HJIII (Jones et al., 2006).

1.5.2.1. Met com a receptor de I’HJ

Un segon candidat a receptor de I'HJ és el gen methoprene-tolerant (met), que es va
descobrir a D. melanogaster en un estudi per buscar mutants resistents a la accié de I'HJ o als
seus analegs durant la formacié de la pupa (Wilson i Fabian, 1986). Met codifica per una
proteina pertanyent a la familia basic helix-loop-helix (bHLH) amb un domini PAS. Aixi, els
mutants de met de D. melanogaster presenten resisténcia a la accié toxica de I'HJ durant el
periode de prepupa. Sorprenentment, els mutants sén viables, fet que resta pes a la possibilitat
de que sigui el receptor de I’'HJ (Ashok et al., 1998). Malgrat aix0, els mutants adults presenten
retard en la produccié d’ous i una fertilitat reduida (Wilson i Ashok, 1998). A D. melanogaster,
s’ha trobat un paraleg de met anomenat germ cell expressed (gce), que presenta entre un 70 i un
86% d’identitat de seqliencia en regions conservades. La preséncia d’aquest gen podria explicar
la supervivéncia dels mutants de met (Moore et al., 2000). Estudis posteriors han demostrat que
met pot formar homodimers i heterodimers amb gce (Godlewski et al., 2006). En la resta
d’insectes només s’ha trobat un paraleg de met/gce i en tots els casos presenta una identitat
més gran amb gce de D. melanogaster (Wang et al., 2007). A T. castaneum, on només s’ha trobat
un gen met/gce, la interferéncia del mateix mitjancant RNAi a larves produeix una metamorfosi
prematura, indicant el seu paper en la transduccié de el senyal antimetamorfica de I'HJ

(Konopova i Jindra, 2007).

1.5.2.2. Via de senyalitzacié de Met

A més dels dos possibles receptors de I’HJ, han estat identificats dos gens responsables
de la transduccio de el senyal hormonal, Kriippel-homolog 1 (Kr-h1) i Broad complex (BR-C). Kr-
h1 és un factor de transcripcié descobert com un dels gens homolegs al gen de segmentacié
Kriippel, amb un grau alt de semblanga en els motius de dits de zinc i en els aminoacids que

separen aquests dits (Schuh et al., 1986). A D. melanogaster, Kr-h1 juga un paper important en la
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metamorfosi ja que la majoria de mutants moren en el moment de la eversio del cap, procés que
marca I’ inici del desenvolupament pupal (Pecasse et al., 2000). Tant a D. melanogaster com a T.
castaneum, Kr-h1 és un mediador de I'efecte de I'HJ (Minakuchi et al., 2009; Minakuchi et al.,

2008b).

Un segon gen de la cascada de I'HJ és Br-C, un factor de transcripcié que pertany a la
familia Broad-Tramtrack-Bric-a-brac (BTB) i que es caracteritza per tenir un domini N terminal
del tipus BTB i un domini C terminal format per dits de zinc. A D. melanogaster, hi ha 4 isoformes
que varien en el domini dels dits de zinc (Z1 — Z4). Br-C és un dels gens primerencs de la cascada
de la 20E i la seva expressio s’activa per aquesta hormona (Bayer et al., 1996; DiBello et al.,
1991). Br-C és clau en el procés de la metamorfosi i els seus mutants no superen I'estadi de pupa
(Karim et al., 1993). Aquest factor, participa en la via de senyalitzacié de I'HJ a D. melanogaster,
Manduca sexta (Zhou i Riddiford, 2002) i T. castaneum (Suzuki et al., 2008). En aquest ultim
insecte, I'HJ activa I'expressid de Br-C a través de Met (Konopova i Jindra, 2008). A Oncopeltus
fasciatus, insecte hemimetabol, Br-C s’expressa durant les fases nimfals i desapareix a I'adult

(Erezyilmaz et al., 2006).

1.5. BLATTELLA GERMANICA COM A MODEL PER L’ANALISI DEL CONTROL HORMONAL
DEL DESENVOLUPAMENT HEMIMETABOL

La caracteritzacio dels mecanismes moleculars d’accié de la 20E i I'HJ s’ha dut a terme en
insectes holometabols, principalment a D. melanogaster, A. aegypti, M. sexta i T. castaneum. Pel
contrari, fins fa poc no es coneixia practicament res de com actuen la 20E i I'HJ en insectes
filogeneticament més basals, de desenvolupament hemimetabol. Per tal d’aprofundir en el
coneixement del mecanisme d’accid, a nivell molecular, de les hormones que controlen el
desenvolupament en insectes hemimetabols, als laboratoris del Dr. David Martin i del Dr. Xavier
Bellés s’han clonat i caracteritzat els diferents gens implicats en el mecanisme d’accié de la 20E a
I'insecte hemimetabol B. germanica. En ultim terme, el coneixement dels mecanismes implicats
en la metamorfosi d’insectes amb un desenvolupament hemimetabol, pot ajudar a esbrinar
quins han estat els canvis evolutius que han donat lloc a formes amb desenvolupament

holometabol.
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1.5.1. Fisiologia de Blattella germanica
La panerola Blattella germanica és un insecte hemimetabol que pertany al subordre
Blattodea, que juntament amb /soptera (termits) i Mantodea (mantis), formen I'ordre dels

dictiopters, format per unes 6000 especies.

L'embriogenesi de B. germanica dura 17 dies i acaba amb I'eclosié d’'una nimfa, el
creixement de la qual es produeix a través de sis estadis nimfals separats per les mudes. Els
primers estadis nimfals duren 3-4 dies, la 52 fase nimfal dura 6 dies i la 62, i Ultima, fase nimfal
dura 8 dies. Durant la ultima fase nimfal es produeix la maduracid de les ales i la capacitacié dels
organs sexuals, i la fase finalitza amb la muda imaginal, que donara lloc a I'estadi adult. Durant
aquesta fase adulta té lloc la maduracié dels organs necessaris per la reproduccié. En els
mascles, aquesta maduracié dura uns 10 dies durant els quals es produeix el desenvolupament
de les glandules conglobades, les glandules accessories i els testicles. En les femelles s’inicia el
primer cicle gonadotrofic, que dura entre 7 i 8 dies, durant el qual té lloc la vitel-logénesi, la
maduracié dels oocits basals i les glandules col-laterals i finalment I'ovulacid i la formacié de
I'ooteca. Si la femella ha estat fertilitzada es desenvolupen entre 40 i 50 embrions a l'interior de
I'ooteca, que es transportada per la femella durant els 17 dies que dura I'embriogéenesi. Un cop

la femella ha deixat I'ooteca comenga un nou cicle gonadotrofic.

Tots els processos que tenen lloc durant el desenvolupament embrionari i el post-
embrionari de B. germanica estan regulats per fluctuacions en els nivells de la 20E i I'HJ, que han
estat caracteritzades préviament a la panerola (Cruz et al., 2003; Treiblmayr et al., 2006). Aixi,
durant els dos ultims estadis nimfals es produeix un pic de 20E, durant la 52 fase aquest pic és en
preséncia d’HJ i durant la 62 fase en absencia d’HJ. Finalment, després de la muda imaginal, la
20E presenta nivells molt baixos que augmenten lleugerament durant el cicle gonadotrofic. En
canvi, els nivells d’HJ augmenten durant I'estadi adult, arribant al maxim cinc dies després de
mudar; durant aquest pic els nivells d’HJ sén 5 vegades superiors als detectats durant la 52 fase
nimfal. Durant la fase adulta és I’'HJ la que controla els processos associats a la reproduccié, com

ara la vitel-logénesi (Comas et al., 2001) (Figura 1.10).
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Figura 1.10. Marc endocri durant les ultimes fases del desenvolupament postembronari de
Blattella germanica. Nivells de 20E i H) durant els dos ultims estadis nimfals i el primer cicle
gonadotrofic de femelles. Dades obtingudes de Cruz et al. (2003; 2005) i Treiblmayr et al. (2006).
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1.6.2. Anatomia de Blattella germanica

El cos de B. germanica esta cobert d’'un exosquelet de quitina amb peces dures o
esclerites, unides entre si per membranes. Pot dividir-se en tres regions principals: cap,
torax i abdomen. El cap conté els drgans sensorials, dues antenes llargues filiformes, dos
ocels, dos ulls compostos i quatre palps (2 maxil-lars i 2 labials), aixi com un complex
aparell bucal mastegador. El torax és el centre de la locomocié i consta de 3 segments: el
protorax, el mesotorax i el metatorax. Presenta 3 parells de potes, cada parell s’articula
en un dels segments i 2 parells d’ales en la zona dorsal de mesotorax i del metatorax,
respectivament. Les ales mesotoraciques reben el nom de tegmines o elitroides i estan
endurides i pigmentades. La seva funcié és la de protegir les ales metotoraciques, que
son membranoses i amb funcid voladora. Per ultim, 'abdomen esta segmentat i no
presenta apendixs, a excepcid de I'Ultim segment, que té un parell de cercs amb
funcions sensorials.

El sistema nervids esta format per una doble cadena ventral de nervis que connecta una
serie de ganglis dels quals parteixen nervis secundaris que innerven els organs periferics.
Un complex ganglionar forma el cervell, que esta connectat al gangli subesofagic. Aquest
es connecta amb el gangli protoracic i a continuacié hi ha un gangli a cada segment fins

I’dltim segment abdominal, que innerva els cercs.
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El sistema respiratori és de tipus traqueal. Esta format per una xarxa de traquees i
traquéoles d’origen ectodermic que connecten directament els teixits amb els
espiracles, obertures situades als costats de cada segment.

El sistema circulatori és obert i presenta un vas dorsal contractil amb una aorta anterior
que serveix per distribuir I'hemolimfa que envolta els drgans interns. L’'hemolimfa de les
paneroles és transparent i conté hemocits de diferents funcions, com ara transport de
nutrients, defensa i coagulacid entre d’altres. L’'hemolimfa no transporta gasos
respiratoris.

El cos gras és el principal teixit metabolic i és analeg al fetge i el teixit adipds dels
vertebrats. Es troba unit a diferents teixits, epidermis, gonades, tub digestiu, cadenes
nervioses, etc. Serveix com a teixit biosintetic i d’'emmagatzematge.

El sistema digestiu consta d’un tub situat entre la cadena nerviosa central i el vas dorsal
en el que es poden diferenciar tres regions: estomodeu, mesodeu i proctodeu. A
I’estomodeu es tritura I'aliment i es barreja amb saliva. El mesodeu presenta uns cecs
gastrics, on es segreguen enzims digestius, i es on es produeix I'absorcié de nutrients,
presenta cel-lules endocrines que alliberen péptids a I’hemolimfa. Finalment, el
proctodeu es la regid que reabsorbeix I'aigua. Estomodeu i proctodeu estan recoberts
d’una cuticula que es renova a cada muda.

L'aparell excretor esta format pels tubs de Malpighi, tubs cecs que desemboquen entre
el mesodeu i el proctodeu. Les substancies de rebuig travessen selectivament I'epiteli
dels tubs i son dipositades al tub digestiu on se sumen a la composicid de les femtes.

Els principals organs endocrins de la panerola sén la GP i el complex format pels CA i els
CC. El cervell presenta diferents cél-lules neurosecretores especialitzades que alliberen
neuropeéeptids a I’'hemolimfa. La GP consta de dos eixos musculars creuats, units a la part
central i recoberts de cel-lules endocrines especialitzades. Esta situada en el protorax,
entre l'estomodeu i el gangli protoracic. La seva principal funcid és la sintesi
d’ecdisteroides que s’alliberen a I’lhemolimfa (Figura 1.11A). Els CC i els CA estan formats
per parelles de glandules endocrines de tipus ganglionar. Estan associades entre si en un
complex retrocerebral situat sobre el tub digestiu. Els CC sintetitzen I’hormona
adipocineética, la qual estimula la mobilitzacié de carbohidrats i lipids. Els CA sén les
glandules productores de I’'HJ (Figura 1.11B).

L'aparell reproductor de les femelles consta d’un parell d’ovaris panoistics, només
maduren els oocits basals de cada ovariol durant el cicle gonadotrofic, dels que

parteixen oviductes que conflueixen en un de Unic. A I'oviducte comu s’obren les
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glandules col-laterals, que sintetitzen substancies que formen I'ooteca, i les
espermateques, que després de la copula emmagatzemen I'esperma dels mascles per

fecundar els ous a mesura que passen per I'oviducte durant |'ovulacio (Figura 1.11C).

A B

Corpora
cardiaca

Glandula
protoracica

Traquees o Gangli Gangli
protoracic subesofagic Espermateques

Figura 1.11. Anatomia de Blattella germanica. (A) Disseccié ventral del protorax mostrant la
glandula protoracica sota el gangli protoracic i la cadena nerviosa ventral. (B) Complex
retrocerebral dels corpora allata i els corpora cardiaca connectat al cervell. (C) Aparell
reproductor femeni on es mostren els ovaris, les glandules col-laterals i les espermateques.

1.5.3. Mecanisme d’accio de la 20E a Blattella germanica

A B. germanica, el receptor funcional de la 20E esta format per ’homoleg del receptor
de l'ecdisona (BgEcR) i pel del receptor X dels retinoides (BgRXR). En aquesta espécie s’han
clonat dues isoformes d’RXR, BgRXR-L i BgRXR-S, que difereixen en una insercié/delecié de 23
aminoacids, sent la isoforma BgRXR-S la predominant en tots els teixits durant les fases nimfals
(Maestro et al., 2005). Mitjancant experiments d’RNAi in vivo durant els diferents estadis
nimfals, es demostra que BgRXR és necessari per que es dugui a terme de manera correcte la
muda (Martin et al., 2006). Per altra banda, tot i que s’han descrit tres isoformes d’EcR a D.
melanogaster, A. aegypti i T. castaneum (EcR-A, EcR-B1 i EcR-B2), a B. germanica, només s’ha
clonat una, BgEcR-A. De la mateixa manera que BgUSP, BgEcR-A també és necessari per que es

produeixi la muda (Cruz et al., 2006).

Després de la caracteritzacid del receptor heterodimeric de la 20E, es van clonar la
majoria de gens primerencs a B. germanica: tres isoformes d’HR3 (BgHR3-A, BgHR3-B1 i BgHR3-
B2) (Cruz et al.,, 2007), dos de Ftz-F1 (BgFtz-F1A i BgFtz-F1B) (Cruz et al., 2008), cinc d’E75
(BgE75A, B, C, D i E) (Mane-Padros et al., 2008) i una d’HR4 (BgHR4). D’aquesta manera s’ha

pogut descriure bona part de la cascada géenica de la 20E durant la ultima fase nimfal de B.
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germanica. Mentre que BgEcR i BgRXR s’expressen constantment durant tota la sisena fase, la
resta de gens implicats tenen un patré d’expressié determinat per la preséncia/abséncia de 20E i
les interaccions entre ells. Aixi doncs, I’heterodimer BgEcCR/BgUSP activa 'expressid de tots els
gens primerencs pero el seu patré d’expressiéo també depen de les interaccions entre ells. Les
primeres en expressar-se son les diferents isoformes de BgE75. La primera d’elles en expressar-
se és BgE75D, seguida de BgE75C, BgE75A, BgE75B i finalment BgE75E. Les diferents isoformes
de BgE75 inhibeixen I'expressié de BgHR3 i BgHR4. Un cop que els nivells de BgE75 cauen
comencen a augmentar els de BgHR3, que activa BgHR4 i aquest a la seva vegada activa a BgFtz-

F1 (Figura 1.12).

Mitjangant la técnica d’RNAi s’ha estudiat la funcié de cada un d’aquests receptors
nuclears. Aixi, s’"ha demostrat que el receptor de la 20E és necessari pel procés de muda, ja que
si s’interfereix BgEcR (Cruz et al., 2006) o BgRXR (Martin et al., 2006) durant la sisena fase nimfal,
la majoria de femelles no poden completar I'écdisi i moren al presentar dobles estructures i no
poder desprendre’s de I'antiga cuticula. Aquest mateix fenotip també es ddna en interferir els
gens primerencs BgHR3 (Cruz et al., 2007) o BgFtz-F1 (Cruz et al., 2008), demostrant que
participen en el senyalitzacid de la 20E i que sén necessaris per la muda. Per ultim, si
s’interfereix BgE75 durant la sisena fase nimfal es produeix la degeneracié prematura de la GP i
no té lloc el procés de muda, mantenint-se com a nimfes de sisena fase indefinidament.
Aquestes femelles de sisena fase comencen a expressar el programa genetic adult (Mane-Padros

et al., 2010; Mane-Padros et al., 2008).

En aquest punt és on est troba actualment la investigacié del mecanisme d’accié de la
20E en els insectes hemimetabols. Continuar amb la caracteritzaciéd del diferents membres
d’aquesta via és l'objectiu d’aquesta tesis. Es per aixd que l'objectiu principal és clonar i
caracteritzar dos gens implicats en el mecanisme d’accié de la 20E. En primer lloc, el factor de
transcripcié E74, un dels gens primerencs. | en segon lloc el receptor nuclear Seven Up, que es
creu que és un modulador del senyal de la 20E interactuant amb el seu receptor. A continuacié

descriuré de manera resumida les principals caracteristiques d’aquests dos gens.
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Figura 1.12.- Representacio esquematica dels nivells d’expressiéo de varis receptors nuclears
durant les dues ultimes fases nimfals de B. germanica. A la part superior de la figura es
representen els nivells circulants de 20E i d’HJ segons Cruz et al. (2003). L'amplada dels
esquemes d’expressid dels mRNA representen el nivell aproximat d’expressié. Adaptat de Cruz
et al. (2008).

1.6. EL FACTOR DE TRANSCRIPCIO E74

Tal i com hem descrit anteriorment, la 20E exerceix el seu paper regulador mitjangant
I'activacié d’una serie de gens primerencs. A més dels ja descrits a B. germanica, Bge75, BgHR3,
BgHR4 i BgFtz-F1, el factor de transcripcié E74 també forma part dels gens primerencs. Aquest
factor és un membre de la familia de factors de transcripcid de tipus ETS. En totes les espécies
d’insectes on s’ha identificat aquest gen hi ha dues isoformes, E74A i E74B, amb un domini
d’unié a DNA tipus ETS comu i un extrem N-terminal especific de cada isoforma. Aquest gen es

va identificar per primera vegada a D. melanogaster (Burtis et al., 1990). Mitjancant mutants
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nuls es va demostrar que tant DmE74A com DmE74B sén necessaris pel desenvolupament de la
mosca a partir de la pupa (Fletcher et al., 1995; Fletcher i Thummel, 1995). Posteriorment, E74
ha estat caracteritzat al mosquit A. aegypti, on AaE74A i AaE74B regulen la produccié de
vitel-logenina (vg), procés regulat per la 20E en mosquits (Sun et al., 2002; Sun et al., 2004).
Finalment, s’ha clonat a M. sexta (Stilwell et al., 2003) i a B. mori (Sekimoto et al., 2007), tot i
que en cap cas s’han estudiat funcionalment.

La familia ETS esta formada per un gran nombre de factors de transcripcid
evolutivament conservats, molts dels quals estan associats a tumors. Hi ha descrits 25 membres
de la familia ETS en humans i 26 a murins. Els factors de transcripcié d’aquesta familia regulen
I'expressié6 de gens critics en diversos processos, que inclouen proliferacié cel-lular,
desenvolupament de cél-lules limfoides i angiogeénesi (Sementchenko i Watson, 2000). A D.
melanogaster, s’han identificat 8 gens d’aquesta familia, quatre del quals, E74, pointed (pnt),
yan i Ets97D (D-elg), estan caracteritzats geneticament. De la resta es coneixen els patrons

d’expressio perod no hi ha informacio funcional (Hsu i Schulz, 2000).

1.7. EL RECEPTOR NUCLEAR SEVEN UP (Svp)

Seven up (Svp) és un membre de la familia dels receptors nuclears, aillat per primera
vegada a D. melanogaster. A vertebrats, I'homoleg de Svp és COUP-TF (Chicken Ovalbumin
Upstream Promoter Transcription Factor). Dins dels receptors nuclears d’insectes, Svp és el que
té una identitat més gran amb el seu homoleg a vertebrats, arribant a un 90% en I'LBD i el DBD.
A D. melanogaster s’han trobat dues isoformes, DmSvp1 i DmSvp2. DmSvp2 té I'LBD truncat amb
una regié C terminal que no té similitud ni amb COUP-TF ni amb cap altra receptor nuclear.
DmSvp esta implicat en la diferenciacio del tipus cel-lular de I'ommatidi durant el
desenvolupament, evitant que els fotoreceptors R1, R3, R4 i R6 es converteixin en R7 (Mlodzik et
al., 1990). Aixi, I'expressid ectopica de DmSvp després del moment en que el desti cel-lular s’ha
establert, indueix el canvi de cel-lules R7 a un dels altres tipus cel-lulars, R1 a R6 (Hiromi et al.,
1993).

En relacié amb les hormones esteroidals, a D. melanogaster Svp inhibeix la accié de EcR-
USP sobre la induccid transcripcional en cél-lules S2. Aquesta funcié inhibidora de I'accié del
receptor de la 20E s’ha confirmat in vivo mitjangant la sobreexpressié de DmSvp en mosques
transgéniques al final de la tercera fase, induint una alta mortalitat en el periode prepupal. La

sobreexpressidé de Usp durant la prepupa evita la mort associada a Svp (Zelhof et al., 1995).
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DmSvp també té un paper en el desenvolupament i diferenciacié del sistema nervids de
I’embrié de D. melanogaster. Durant la neurogeneési del sistema nervids central de I'embrid
DmSvp s’expressa amb un patro restringit als neuroblasts i és essencial pel canvi de factors de
transcripcié que es déna en aquestes cel-lules per generar la diversitat neuronal necessaria
(Kanai et al., 2005). DmSvp regula la identitat dels cardioblasts de D. melanogaster. Aquesta
mosca, com tots els insectes, té un sistema circulatori obert, que consisteix en un tub lineal
cardiac anomenat vas dorsal, que actua bombejant I’"hemolimfa. Totes les cel-lules cardiaques
expressen inicialment tinman (tin), un factor de transcripcid. En el vas dorsal embrionari madur
I'expressié de tin disminueix en set parells de cel-lules bilaterals, que expressen DmSvp,
necessari per reprimir I'expressié de tin (Lo i Frasch, 2001). L'expressié de DmSvp és important ja
que aquestes cel-lules esdevindran els tractes d’entrada del tub cardiac o ostia (Bryantsev i
Cripps, 2009). Per ultim, durant I'embriogenesi de D. melanogaster, DmSvp regula la divisid
cel-lular, induida a través del receptor del factor de creixement (EGFR), de les cel-lules que
esdevindran els tubs de Malpighi. Aquests tubs, formen un epiteli monocapa excretor que actua
com els ronyons dels vertebrats. Estan formats per dos parells de tubs tancats formats per una
sola capa de cel-lules. DmSvp regula dos components del cicle cel-lular de manera directa o
indirecta aquests son string i la ciclina E (Kerber et al., 1998).

A més de D. melanogaster, Svp s’ha estudiat principalment al mosquit A. aegypti, on s’ha
clonat una isoforma, AaSvp. Aquest factor s’expressa en el cos gras de femelles adultes durant el
primer cicle vitel-logénic. De la mateixa manera que a D. melanogaster, AaSvp reprimeix la
transactivacié a través de AaEcR — AaUSP, fet que suggereix que podria actuar com a regulador
negatiu de la via de la 20E en el cos gras del mosquit (Miura et al., 2002). Per tal d’establir el
mecanisme molecular pel qual AaSvp reprimeix la accid de EcR-USP, s’han realitzat assaigs de
doble hibrid, comprovant que AaSvp interactua amb AaEcR i AaUSP. Mitjancant experiments
d’'immunoprecipitacié de cromatina (Chip) amb extracte de cos gras, s’"ha demostrat que AaSvp
només interactua amb AaUSP al final del cicle gonadotrofic. Aquests resultats confirmen que
AaSvp participa en la regulacié de la accié del receptor de la 20E a través de la formacio
d’heterodimers amb USP/RXR (Zhu et al., 2003). A T. castaneum també s’ha clonat només una
isoforma de Svp, i és necessaria per la metamorfosi (Tan i Palli, 2008) i per la reproduccié (Xu et
al., 2010). Finalment, també s’ha clonat Svp a A. mellifera (Velarde et al., 2006) i B. mori (Togawa
et al., 2001), tot i que en aquests insectes no s’ha estudiat la seva funcio.

COUP-TF és I’'homoleg de Svp a vertebrats. Hi ha dues isoformes descrites, COUP-TF1 és
essencial en neurogenesi i COUP-TF2 és essencial en la diferenciacié de diferents teixits i en el

metabolisme (Tsai i Tsai, 1997). COUP-TF actua principalment com a repressor de varies vies de
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senyalitzacio, i la seva accid és a través de dos mecanismes. Primer, competint amb altres
receptors nuclears per formar heterodimers amb RXR i en segon lloc, competint, com a
homodimer, per unir-se als mateixos elements de resposta d’altres receptors nuclears (Park et

al., 2003).
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2. OBJECTIUS






Obijectius

1.

Identificar els homolegs d’E74 i Seven up a B. germanica, clonar i analitzar les seves
sequencies.

Caracteritzar el patré d’expressié d’E74 i de Seven up de B. germanica durant les
dues ultimes fases nimfals i el primer i segon cicle gonadotrofic.

Realitzar I'estudi funcional d’ E74 i Seven up de B.germanica mitjancant la técnica

d’RNAi in vivo durant els estadis mencionats.
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Material i métodes

3.1. INSECTES

Per realitzar els diferents assajos es van utilitzar femelles de B germanica (L.)
(Dictyoptera, Blattellidae) provinents d’una colonia mantinguda en condiciones constants de
temperatura (30 £ 1 °C), d’ humitat relativa (70-75 %) i en foscor constant. L’ alimentacié que
se’ls subministrava consistia en pinso especial per gossos PANLAB 125 i aigua ad libitum
(Piulachs, 1987).

L'edat de les nimfes de cinquena i sisena fase es determinava cronologicament perque
no es disposava de cap parametre adequat per fixar I'edat fisioldgica. En canvi, per determinar
I'edat de les femelles adultes en el primer cicle gonadotrofic es va utilitzar com a parametre la

longitud dels oocits basals (Piulachs, 1987).

3.2. TECNIQUES QUIRURGIQUES

Les disseccions dels insectes es van realitzar sota una lupa binocular Meiji préevia
anestesia mitjancant CO,. Per a la manipulacié i I'extraccié dels diferents teixits s’utilitzaven
pinces INOX 5 Super Wit i microtisores Diener. Totes les disseccions es van realitzar en solucié

salina Ringer.

Solucid salina Ringer:

NacCl 9,0 g/l
KCl 0,2 g/l
NaHCO; 0,2 g/l
CaCl, 0,2 g/l

3.2.1. Disseccid dels ovaris, cos gras i epidermis

Per extreure els ovaris es realitzava una obertura longitudinal a la part ventral de
I'abdomen de l'insecte, des del segment genital fins el torax. Seguidament, es separaven les
esternites abdominals i es retirava el cos gras fins deixar els dos ovaris visibles, un a cada costat
del tub digestiu. Per obtenir el cos gras, primer es retirava el tub digestiu, els ovaris i les
glandules col-laterals, i a continuacié es recollia amb cura tot el cos gras abdominal amb I'ajuda
de les pinces. L'epidermis dorsal lliure de cos gras es va utilitzar per fer cicles d’expressié en
aquest teixit. Per dissecar el cos gras unit a I'epidermis i a la cuticula es feien dues obertures

longitudinals seguint la linea on s’uneixen les cuticules dorsal i ventral des de I'dltim segment
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abdominal fins al torax. A continuacié es descartaven les esternites abdominals i es retirava el
tub digestiu, i els ovaris. Finalment es separava el torax i I'altim segment abdominal amb les

glandules col-laterals i s’utilitzava la cuticula dorsal on estava adherit el cos gras.

3.2.2. Disseccio de les glandules col-laterals

Per a la disseccid de les glandules col-laterals es va obrir I'insecte per la zona ventral de
la mateixa manera que en les disseccions d’ovaris i cos gras. A continuacié, es va separar la
cuticula de la regié caudal i es va retirar el tub digestiu deixant al descobert les glandules

col-laterals unides a I'oviducte.

3.2.3. Disseccio dels corpora allata (CA)

Les disseccions de CA es van realitzar practicant una obertura a la coberta quitinosa del
cap a nivell de la zona occipital. Un cop realitzada I'obertura, s’inclina el cap endavant i es retira
el teixit muscular i el cos gras que es troba just sota l'orifici occipital, quedant exposat el
complex retrocerebral, format pels corpora cardiaca (CC) i els CA. Aquest complex es troba situat
per sobre l'esofag i el gangli subesofagic, entre dues traquees dorsals disposades
longitudinalment. Degut a la seva reduida mida, els CA s’extreuen juntament amb els CC i

posteriorment es separen.

3.2.4. Dissecci6 de la glandula protoracica (GP)

Les disseccions de GP es van realitzar retirant la cuticula de la regié ventral del coll de
I'insecte. Un cop realitzada I'obertura es van retirar les traguees ventrals deixant exposat el
gangli protoracic i els seus nervis connectius. A continuacié es va tenyir la zona amb blau de
metilé durant un minut i es va extreure el gangli, deixant al descobert la glandula protoracica
sobre el tub digestiu. Finalment, es van tallar les quatre branques de la glandula per la zona més

distal i es va extreure.

3.2.5. Obtencié d’hemolimfa
L’'hemolimfa es va obtenir seccionant un metafémur i, sobre el tall, aplicant una

micropipeta de vidre aforada de 5 pl que va permetre recollir I’'hemolimfa per capil-laritat.
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3.3. EXTRACCIO D’ACIDS RIBONUCLEICS

Les extraccions d’'RNA es van realitzar utilitzant el kit de Sigma “GenElute Mammalian
Total RNA” d’acord amb les instruccions del fabricant. Per a les extraccions d’RNA total del cos
gras amb epidermis i ovari, els teixits préviament congelats en nitrogen liquid es van triturar
amb l'ajuda d’un homogeneitzador mecanic. En el cas dels CA i les GP, les mostres es van
congelar amb el tampd de lisi i se’n va extreure 'RNA directament. L'RNA es va quantificar per
obtenir la seva concentracié i puresa amb I'espectrofotometre ND-1000 UV-Vis (Nanodrop),

llegint 'absorbancia a 260 i 280 nm.

3.4. CLONATGE DELS cDNAs DE BgSvp | BgE74
El clonatge es va realitzar mitjancant les técniques de reaccid en cadena de la
polimerasa (PCR) i I'Gs d’oligonucleotids degenerats. Un cop obtingut un primer fragment, es

completava amb les tecniques de 5’- i 3’-RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends).

3.4.1 PCR

Per clonar un primer fragment dels diferents factors de transcripcié es van dissenyar
oligonucleotids degenerats basats en el DBD, en el cas de Svp, i en el domini d’'unié a DNA de
tipus ETS, en els cas d’E74. En ambdds casos, la regid escollida per dissenyar els oligonucleotids
és la més conservada entre els diferents homolegs. Com a motlle per a la PCR es va utilitzar un
cDNA obtingut a partir de cos gras d’ultima fase nimfal de B. germanica. Les reaccions de PCR es
van realitzar amb GoTaq (Promega) seguint les especificacions del fabricant, excepte en la
concentracié d’oligonucleotids a utilitzar: en tractar-se d’oligonucleotids degenerats, aquests es

posaven a una concentracio cinc vegades superior a la indicada.

Els oligonucleotids degenerats utilitzats pel clonatge de BgE74 i de BgSvp van ser:

Grandaria del
Molécula | Oligonucleotid Seqiiéncia
fragment amplificat

BgSvp SVPFwd1 5’-AUHGARTGYGTNGTNTGY-3’ 120 pb

SVPRvd1 5’NCCNVMYCANSRYTANGT-3’

BgE74 E74Fwd1 5’-TTYATHAARTGGACNAAY-3’ 149 pb

E74Rvd1l 5’-YCCYCKYTGRTARTARTA-3’
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Les condicions de PCR en tots dos casos van ser:

94°C 2 min

94°C 30seg

4x| 40°C 30seg
74°C  1min

94°C 30seg
34x{ 44°C 1min

74°C 30seg
74°C  5min

3.4.2. Amplificacié rapida dels extrems 5’ i 3’ dels cDNAs

Les seqliencies es van completar mitjangant les teécniques de 5’- i 3’-RACE. Aquesta
tecnica va ser descrita inicialment per Frohman et al. (1988) i la varem portar a terme seguint les
instruccions del “5’RACE for Rapid Amplification of cDNA Ends, Versié 2.0” (Invitrogen), o bé les
instruccions del “3’RACE for Rapid Amplification of cDNA Ends, Versidé 2.0” (Invitrogen), a partir
d’RNA total obtingut de cos gras d’ultima fase nimfal de B. germanica.

Els oligonucleotids especifics que es van utilitzar en aquestes técniques es van dissenyar
sobre el primer fragment de BgSvp i BgE74 que s’havia obtingut o sobre la seqiiencia obtinguda

en fer el primer RACE.

Els oligonucleotids utilitzats van ser:

Molécula | Tecnica | Oligonucleotid Sequiéncia

BgSvp 5’RACE SVPR7 5-TGAGATTTCTCCTGACACTCCTCT-3’

3’'RACE FWSPA1 5-AGAGGAGTGTCAGGAGAAATCTCA-3’

BgE74 5'RACE E74F1 5’-GACCAATCGGGAGAAAGGAGTCTT-3’

3’RACE E74R2 5 -TCCTCTCTGGTAGTAATACCTAAGT-3’

Les reaccions de PCR es van realitzar a partir de 5 pul de dC-Tailed DNA o de 1 ul de 3’
cDNA originats mitjancant la tecnica del 5- o del 3’-RACE, respectivament. En totes les
amplificacions s’utilitzava la DNA-polimerasa Go-Taq (Promega), seguint les especificacions del

fabricant.
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Les condicions de les PCR van ser:

BgSvp BgE74
5’RACE 5’RACE

94°C 2 min 94°C 2 min

94°C  30seg 94°C  30seg

39x] 55°C 30seg 44x] 56°C 30seg

74°C 1 min 74°C 90 seg

74°C  5min 74°C 5 min
3’RACE 3’RACE

94°C 2 min 94°C 2 min

94°C 30seg 94°C 30seg

39x] 60°C 30seg 39x] 64°C 30seg

74°C 90 seg 74°C 90 seg

74°C  5min 74°C 5 min

3.5. ELECTROFORESI DE DNA

Les electroforesi de DNA es van realitzar en gels d’agarosa de I'1 a I’1,5% (p/v), preparats
en tampo TBE 0,5X. A cada carril es carregava la quantitat adient de DNA Sambrook et al. (1989).
Les electroforesi es duien a terme a un voltatge constant (100-130V) i després el gel es tenyia
amb una solucié de Bromur d’etidi de 0,2 pug/ml en aigua. La visualitzacié del DNA es realitzava

amb un transil-luminador de llum ultraviolada.

Tampo d’electroforesi TBE 0,5X:

Tris base 44,5 mM

Acid boric 44,5 mM

EDTA (pH 8.0) 1,0 mM
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3.6. LLIGACIO D’INSERTS EN PLASMIDS

Totes les lligacions de fragments de DNA generats per PCR es van fer en el vector
pSTBlue-l seguint les instruccions del pAcceptor Vector Kit (Novagen). Les transformacions de
DNA plasmidic es feien en cél-lules competents Novablue d’E. coli (Novagen), seguint el

procediment descrit per Sambrook et al. (1989).

3.7. PURIFICACIO DE PLASMIDS
L'obtencié del DNA plasmidic es va realitzar seguint les instruccions del GenElute
Plasmid Miniprep KIT (Sigma), a partir de cultius liquids incubats tota la nit a 37°C en agitacio

constant (250 rpm).

3.8. SEQUENCIACIO DE DNA

La seqlienciacid del DNA es va realitzar mitjancant el metode de terminacié de la cadena
per dideoxinucleotids. Els diferents clons es seqlienciaven en ambdds sentits utilitzant els
oligonucleotids especifics interns del propi insert, en el sistema ABI de seqlienciacié automatica
per fluorescéncia. Les seqlienciacions es realitzaven en el Servei de Seqiienciacié de DNA de I’

Institut de Biologia Molecular de Barcelona, del CSIC.

3.9. OBTENCIO DE PROTEINES SINTETIQUES

La sintesi de les proteines utilitzades en I'assaig d’unid a DNA es va realitzar mitjangant
un sistema de transcripcié — traducciod in vitro. Es va utilitzar el kit TNT Coupled Reticulocite
Lysate System (Promega), seguint les indicacions del fabricant. Com a motlle es va utilitzar 1 pg

de DNA plasmidic que incloia la seqiieéncia de cDNA a expressar sota el control del promotor T7.

3.10. ASSAIG D’UNIO A DNA

Els experiments d’unié de proteines a DNA es van realitzar mitjancant el retard de
mobilitat electroforética (EMSA). Aquesta técnica permet la deteccié i I'analisi de les
interaccions proteina — DNA, per la qual cosa resulta molt atil en I'estudi de factors de
transcripcié. L'assaig es va realitzar mitjancant la incubacié d’'una sonda de DNA marcada
radioactivament amb proteina sintéetica, seguida d’una electroforesi en un gel de poliacrilamida
no desnaturalitzant. Els complexes DNA — proteina tindran una mobilitat electroforética

retardada respecte el DNA lliure i apareixeran com a bandes discretes en una autoradiografia.
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3.10.1 Sintesi de la sonda de DNA

Es van dissenyar oligonucleotids per tal de sintetitzar les sondes de DNA. Aquests
hibridaven parcialment reproduint els elements de resposta i deixaven extrems 5’ protuberants
necessaris pel seu marcatge. En els assaigs duts a terme es va utilitzar 'element de resposta a

ecdisteroides (EcRE):

EcRE:
5-GAGACAAGGGTTCAATGCACTTGTCCAAT-3’

Els oligonucleotids utilitzats van ser:

Element | Oligonucleotid Seqiiéncia
EcRE EcRE-D 5’-AGAGAAGAGACAAGGGTTCAATGCACTTGTCCAAT-3’
EcRE-R 5'-ATTGGATTGGACAAGTGCATTGAACCCTTGTCTCT-3’

Les parelles d’oligonucleotids es van hibridar mitjancant el procediment seglient:
1. Barrejar 1 nmol de cada oligonucleotid en 100 pl de H,0.
2. Escalfar durant 10 min a 95°C.
3. Deixar refredar lentament fins a temperatura ambient per permetre la hibridacid.

4. Guardar a-80°C.

Un cop hibridats els oligonucleotids, es va procedir al seu marcatge radioactiu mitjangant el
metode “end-filling”. Aquest métode es basa en la capacitat de la polimerasa Klenow de reparar
els extrems 5’ protuberants. S’aconsegueix el marcatge del DNA afegint un dels nucleotids
marcats radioactivament, en aquest cas la dCTP.

1. Enun tub de microcentrifuga afegir:

100 ng d’oligonucleotids hibridats

2,5 ul de Tampo BIB 10x

2 ul d’una barreja de dATP, dGTP i dTTP (33 mM cada un; Roche)
H,0 fins a 25 pl.

1 pl d’ Exonuclease Free Klenow (5u/pl; Amersham)

2 ul de o®’P-dCTP (3000 Ci/mmol; 10 mCi/ml; Amersham)

2. Centrifugar breument iincubar 30 min a 37°C.
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3. Purificar mitjancant I'Gis d’una microcolumna Sephadex™ G-50 (GE Healthcare), seguint
les instruccions del fabricant.

4. Quantificar el marcatge mitjangant un comptador d’escintil-lacié LS 6000 SC (Beckman).

Solucions:

Tampd BIB 10x

Tris-HCI pH 7,5 100 mM
NacCl 500 mM
MgCl, 100 mM
Espermidina 15 mM
B-mercaptoetanol 50 mM

3.10.2 Reacci6 d'unié

Un cop sintetitzades les sondes es van realitzar les reaccions d’unié de les proteines al
DNA. En les reaccions d’unidé a proteines sintetitzades in vitro es va utilitzar 1 ul de cada reaccio
de TNT. Les reaccions es van realitzar en tubs de microcentrifuga en un volum de 20 a 75 pl de

tampd d’unié 1x. Addicionalment es va afegir:

1 ul de poli-didC (oligonucleotid inespecific de cadena doble; Sigma).

1 ul d’un oligonucleotid inespecific de cadena senzilla (seqliéncia del promotor SP6).
50 pg d’albdmina serica bovina (BSA; Sigma).

4000 cpm de sonda.

Les reaccions es van incubar durant 30 min en un bany de gel. Pels assaigs de
competicid, abans d’incorporar la sonda es va afegir la quantitat senyalada d’oligonucleodtids
sense marcar i es va incubar 10 min en un bany de gel. Després es va afegir la sonda i es va

continuar amb la incubacié de 30 min.

Tampo d’unié 5x:

Tris base 50 nM EDTA (pH 8,0) 2,5 mM
MgCl, 5mM Glicerol 20%
Ditiotreitol (DTT) 2,5 mM NaCl 0,25 M
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3.10.3 Electroforesi, tractament del gel i revelat
L’electroforesi dels assaigs d’'unié a DNA es van realitzar en gels de poliacrilamida no
desnaturalitzants. D’aquesta manera es manté la estructura secundaria de les proteines i les
possibles interaccions entre elles i les sondes de DNA. El procediment va ser el seglient:
1. Preparar el gel de poliacrilamida no desnaturalitzant:
6,7 ml d’acrilamida/bisacrilamida (30:0,8).
2 ml TBE 10x.
300 ul de Persulfat amonic 10%
15 pl de TEMED
32,7 ml H,0
Correr les mostres en TBE 0,5x a 120V a 4 °C durant 3,5 h.
Submergir el gel en acid acetic 10% durant 10 min.

Assecar el gel a 80°C durant 1,5 h.

oA W N

Exposar el gel a una pel-licula fotografica Kodak a -70 °C i revelar-la.

3.11. RT-PCR SEMIQUANTITATIVA

La reaccidé en cadena de la polimerasa (PCR) és una tecnica que permet I'amplificacid
exponencial de petites quantitats de DNA in vitro utilitzant dos oligonucleotids flanquejant la
regiod que es vol amplificar i que hibriden en les cadenes oposades d’aquesta regié de DNA. Per a
la reaccié d’amplificacié s’utilitza una DNA polimerasa termostable que permet realitzar un
procés ciclic de desnaturalitzacio, hibridacio i extensio dels oligonucleotids (Saiki et al., 1988).
Aquesta técnica es basa en la retrotranscripcid d’una quantitat constant d’'RNA que s’utilitzara
posteriorment per realitzar PCRs amb encebadors especifics de 'mRNA d’interés. Préviament a
la retrotranscripcié es tractava I'RNA amb DNAsa per eliminar el DNA genomic. La metodologia

seguida es descriu a continuacio:

3.11.1. Tractament amb DNAsa
Totes les mostres d’RNA es tractaven amb DNAsa, ja que en una extraccié d’'RNA sempre
existeix una petita contaminaci6 amb DNA genoOmic que pot interferir en la posterior
amplificacid dels diferents transcrits.
Procediment:
1. Enunvolum final de 10 ul afegir els components seglients:

300 ng — 1 pug d’'RNA
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1 ul Reaction Buffer (Promega)
1 ul RQ1 RNase-Free DNase (Promega)
2. Incubar30mina37°C
3. Afegir 1 pl de Stop Solution (Promega) i incubar 5 min a 75 °C per aturar la reaccio.

4. Posar en gel per evitar hibridacions entre les cadenes d’RNA.

3.11.2. Retrotranscripcio
Procediment:
1. Afegir els reactius seglients:
4 ul de First Strand Buffer 5 x (Invitrogen)
0,5 pul de Random Primers (0,5 mg/ml) (Promega)
0,5 pl de dNTP Master Mix 100 mM (Ecogen)
2 ul de DTT 0,1 M (Invitrogen)
1 ul d’'RNAsin Ribonuclease Inhibitor 40 u/ul (Promega)
2. Equilibrar la reaccid durant 10 min a temperatura ambient.
3. Afegir 1 pl de SuperScriptTM Il RNase H* Reverse Transcriptase (200 u/pl, Invitrogen) o
1 ul de H,0 en els controls.
4. Equilibrar la reaccié 10 min a temperatura ambient.
5. Incubar 50 min a 42 °C per fer la transcripcié reversa.
6. Incubar durant 10 min a 75 °C per acabar la reaccid.
7. Equilibrar 10 min a temperatura ambient.

8. Afegir 20 ul de TE pH 8.0.

3.11.3. PCR
La determinacié de les quantitats relatives dels mRNA d’interés es va realitzar mitjangant
la técnica de RT-PCR semiquantitativa. Les condicions de PCR eren dins la zona d’amplificacid

lineal per cadascun dels diferents transcrits.
Reaccio de PCR:

En un tub Eppendorf de 0,2 ml afegirem els reactius segiients fins a una concentracié

final i un volum final de 25 pl:
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GoTagq Buffer (Promega) 1x
dNTP Master Mix (Ecogen) 800 uM
encebador directe 200 nM
encebador revers 200 nM
cDNA 1ul
GoTaq DNA polimerasa (Ecogen) 1 unitat

Oligonucleotids utilitzats:

Grandaria fragment
Molécula | Oligonucleotid Seqiiéncia
amplificat
BgSvpA FSV3 5-GTCGAGGTATGGACAATGCATGCA-3’ 509 pb
RSV3 5-TGCGTTAGAGAACAAGTAGCTCCAGT-3’
BgSvpB FSV3 5-GTCGAGGTATGGACAATGCATGCA-3’ 526 pb
RSVB1 5’-AGATGGTAAACGGAGCAAGAGCTT-3’
BgE74A E74AF1 5’-TAATCCTCTACTTGCAGAGAAGCTT-3’ 253 pb
E74R8 5 -ATTGTGGAGCAGCGCTTTGTGCT-3’
BgE74B E74BF2 5’-CCTTTACACACTTATTTACTTGTGTTA-3’ 453 pb
E74BR2 5’-ATATCGTCGCATGAGGGATTTCTTG-3’
BgActina5C ActinaF 5’-TCGTTCGTGACATCAAGGAGAAGCT-3’ 308 pb
ActinaR 5'-TGTCGGCAATTCCAGGGTACATGGT-3’
BgDDC DDCF1 5’-TTCCTTCAACTTCAACCCACATAA-3’ 205 pb
DDCR1 5’-TTAGCACGAACCACAGCTTCAGT-3’

3.12. PCR EN TEMPS REAL

La tecnica de la PCR quantitativa en temps real o Q-PCR permet quantificar |’ expressid
d’un gen d’interés relativa a un gen control. Aquesta técnica es basa en la unié a la doble cadena
de I'acid nucleic del fluorocrom SYBRGreen present en la mix de la PCR i la monitoritzacié del
seguiment al llarg del temps de la fluorescéncia emesa per aquest compost. La fluorescéncia
detectada descriu una corba sigmoidal. En els cicles inicials de la Q-PCR el senyal és molt fluixa i
indistingible del soroll de fons. A mesura que el producte s’acumula, la identificacié del senyal
creix exponencialment fins assolir la fase de saturacid. En la part lineal de la fase exponencial
(corba representada en eixos logaritmics), la fluorescéncia és proporcional a la quantitat de DNA
amplificat i aquest, al seu torn, es proporcional al nimero de copies de cDNA inicial en la mostra.
Per tal de quantificar les molécules presents en la mostra inicial del gen d’estudi, cal determinar
el nimero de cicle a partir del qual el senyal és superior al soroll de fons, indicat com a Ct (Cycle
Treshold). Seguidament s’indica la formula de la corba que s’obté de la monitoritzacié de

fluorescencia:
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N=No(1+E)“
N=Nombre de copies
No=Nombre de copies inicials
E=Eficiencia de la reaccid

Ct= Cycle Treshold

El numero de copies representades com valor del Ct del gen d’interés, es corregeix

respecte el gen usat com a referéncia i s'obté ACt.

Les PCRs en temps real es van fer en plaques de 96 pouets. Cada placa conté triplicats de
les mostres pel gen d’estudi i pel gen control, un control negatiu sense cDNA per duplicat i un
control negatiu de la sintesi de la retrotranscripcié sense I'enzim retrotranscriptasa. A cada

pouet es van col-locar 2 pl de la dilucié adient del cDNA i es van afegir 18 ul de la Master mix

seglent:
Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) 1x
Oligonucleotid directe 100 nM
Oligonucleotid revers 100 nM

La reaccid de PCR és la seglient:

95°C 10 min

95°C 5seg
40x(

60°C 1 min

Al final de la PCR es va aplicar un gradient creixent de temperatures (de 60 a 95 °C) per
monitoritzar la cinética de dissociacid dels fragments amplificats. D’aquesta manera es va

comprovar I'especificitat de 'amplicé.

Els resultats es van analitzar mitjancant el hardware i el software de BIORAD.
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Oligonucleotids utilitzats:

Grandaria fragment
Molécula | Oligonucleotid Seqliéncia
amplificat
BgSvpA SVPA F1 5’-GTAAGTGTGACAAACAGCAGTCT-3’ 120 pb
RSV3 5’-TGCGTTAGAGAACAAGTAGCTCCAGT-3’
BgSvpB SVPB F1 5’-ACATCGAAAGTCTCCAAGAGAAATC-3’ 110 pb
RSVB1 5’-AGATGGTAAACGGAGCAAGAGCTT-3’
BgHMG-S | HMGS1-RT F1 5’-CTTCGCTTTACGGAGGTTTGGTC-3’ 200 pb
HMGS1-RT R1 5’-GCTGCGGCTTGATGTGCGAGAG-3’
BgHMG-R | HMGR-RT F1 5’-TTGTAGCTGATGGAATGACTCGT-3’ 200 pb
HMGR-RT R1 5’-AGCAATGAAGCGTATAAACAAATG-3’
BgFPPS FPPS F1 5’-CCTGGCTCGACAAGTTCCTACAAG-3’ 200 pb
FPPS R1 5’-AAACAACAGCAAGTCCCCGATTCT-3’
BgVg Vg RTF1 5’- CTACATTGGAAGTGAGGACAGC-3’ 200 pb
Vg RT R1 5’-CCAAAGTTTTAGGATCAGTAGGTG-3’
BgFtz-F1 Ftz-F1 1146 F 5’-TTCGAACTCTTGCAGAACCAGAC-3’ 120 pb
Ftz-F1 1246 R 5’-CAGTCGACCTGAGAGAACAAATTC-3’

3.13. INTERFERENCIA D’RNA IN VIVO

Una aproximacid actual a la determinacio de la funcié de proteines en organismes que

no es poden modificar geneticament de forma estable, com és el cas de B. germanica, consisteix

en el silenciament transitori dels transcrits que les codifiquen. Aquest procediment es basa en el

tractament amb una doble cadena d’'RNA (dsRNA) idéntica a un fragment del missatger que es

pretén silenciar, el qual, en penetrar dins les cél-lules es processa en fragments de 21-23

nucleotids que desencadenen la degradacié del missatger endogen diana (Plasterk, 2002;

Schutze, 2004).

3.13.1 Obtencio de ’'RNA de doble cadena (dsRNA)

La metodologia per a I'obtencid del dsRNA es detalla a continuacio.
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3.13.1.1. Clonatge del fragment diana

En primer lloc s’amplificava i clonava una regié del receptor nuclear per poder sintetitzar
el corresponent dsRNA i silenciar-ne I'expressié. En el cas de BgSvp es van sintetitzar dsRNA
especifics per a cadascuna de les isoformes i un fragment comu a les dues isoformes en I'LBD. En
el cas de BgE74 també es va dissenyar un fragment comu en la regié del domini ETS. En aquesta
tesi també es va dur a terme la interferéncia de la dopa decarboxilasa (DDC). Per als controls
dels experiments d’interferéncia es va utilitzar un fragment d’RNA de doble cadena inespecific d’
aproximadament 100 parells de base, que es va obtenir del vector pSTBlue-I.
Les reaccions de PCR es feien a partir de 50 ng del plasmid que portava insertat el cDNA
complert de la molecula d’interes. En totes les amplificacions s’utilitzava la polimerasa Gotaq
(Promega), seguint les especificacions del fabricant. Els fragments amplificats es lligaven entre

els promotors T7 i SP6 del vector pSTBlue-I.

Els oligonucleotids utilitzats van ser:

Grandaria fragment
Molecula | Oligonucleotid Seqiiéncia
amplificat
dsBgSvp FSV3 5-GTCGAGGTATGGACAATGCATGCA-3’ 356 pb
RSV1 5’- TATACTCCGCAGAGTCTACGTGAAG -3’
dsBgSvpA SVPA F1 5’- GTAAGTGTGACAAACAGCAGTCT-3’ 247 pb
SVPAR1 5’- TAGGAGTTTAAAAGTAAAGTGACA -3’
dsBgSvpB SVPB F1 5’- ACATCGAAAGTCTCCAAGAGAAATCA-3’ 388 pb
SVPB R2 5’- AGCATTGATGTGCATACAAGCCTT-3’
dsBgE74 E74 F1 5’-GACCAATCGGGAGAAAGGAGTCTT-3’ 578 pb
E74 RO 5’-TGGAGCATAATTGGACCACAGTTC-3’
dsBgDDC DDCF1 5’-TTCCTTCAACTTCAACCCACATAA-3’ 205 pb
DDCR1 5’-TTAGCACGAACCACAGCTTCAGT-3’

3.13.1.2. Linearitzacié del DNA plasmidic
Per sintetitzar el dsRNA calia partir de dos fragments lineals de DNA. Un que contingués
el promotor T7 i un extrem 5’ protuberant al costat, i un altra amb el promotor SP6 i un extrem
5’ protuberant a I’extrem oposat. Per obtenir aquests cDNAs es preparaven dues digestions amb
I’enzim de restriccié adequat per cada cas i 15 pg del plasmid amb l'insert. Les digestions es

feien durant tota la nit a 37 °C.
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Un cop efectuada la digestid, els fragments es concentraven mitjangant una precipitacio
amb fenol-cloroform/etanol. El precipitat es resuspenia en 23,5 ul H,Odepc i s’utilitzava com a

motlle per sintetitzar les cadenes senzilles d’'RNA (ssRNA), sentit i antisentit.

3.13.1.3. Sintesi del dsRNA
Procediment:

1. Les reaccions de sintesi de ssRNA es realitzaven de forma independent.

23,5 ug fragment lineal de DNA

10 pl Promega Buffer 5 x (Promega)

4 pul DTT (100 mM; Promega)

1l RNAsin Ribonuclease Inhibitor (40 u/ul; Promega)
10l 10mM cada rNTP (Amersham)

1,5 ul SP6 RNA polymerase (17 u/ pl; Promega)

T7 RNA polymerase (18 u/ pul; Promega)
2. Incubar2ha37°C
3. Verificar el correcte funcionament d’ambdues reaccions mitjangant electroforesi en
gel d’agarosa d’1 pl de cada reaccid.
4. Ajuntar les dues reaccions de ssRNA
5. Incubar en un bany a 95 °C durant 10 min.
6. Deixar disminuir la temperatura del bany fins a temperatura ambient durant unes sis
hores aproximadament per permetre que les dues cadenes de ssRNA hibridin.
7. Concentrar el dsRNA obtingut mitjancant precipitacié amb fenol-cloroform/etanol.
Resuspendre el precipitat en 39,5 ul H,Odpec.
8. Realitzar un tractament amb DNAsa i RNAsa a la vegada per eliminar el DNA
plasmidic i el ssRNA que no hagi hibridat correctament:
En un volum final de 50 pl:
5ul Tampo de la DNAsa (10x; Promega)
5 ul DNAse/RNAse-free (1 u/ul; Promega)
0,5 ul  RNAse A Solution (10 pg/ul; Sigma)
Incubar 15 min a 37 °C.
9. Netejar i concentrar el dsRNA mitjangant precipitacié amb fenol-cloroform/etanol.

Resuspendre el precipitat en 40 pl en H,Odpec.

53



Caracteritzacid dels factors de transcripcido E74 i Seven up en el desenvolupament...

3.14.2. Preparacio i injeccié del dsRNA

La concentracid del dsRNA es determinava llegint la densitat Optica en un biofotometre
(Eppendorf). El dsRNA es diluia en Ringer filtrat amb filtre millex de 0,22 um, fins obtenir la
concentracié desitjada per poder injectar 1 pl de dsRNA a femelles de sisena fase nimfal o
adultes. A les femelles de cinquena fase nimfal se’ls injectava un volum de 0,5 pl. EI dsRNA
s’injectava directament entre els segments abdominals de I'insecte a la part ventral, utilitzant

una xeringa Microlitter de 5 ul (Hamilton).

3.14. TINCIO AMB FALOIDINA-TRITC | DAPI
La fal-loidina és la toxina produida pel fong Amanita phalloides i actua unint-se a la

actina i impedint la seva despolimeritzacid. Aquesta propietat s’ha fet servir en microscopia
unint la fal-loidina a moléecules fluorescents com el tetrametil rodamina iso-tiocianat (TRITC).
Aquest colorant emet un color vermell intens. Per la seva banda, el DAPI (4',6-diamidino-2-
fenilindol) és un colorant fluorescent que s’uneix al DNA i que emet fluorescencia en color blau.
El protocol realitzat és el seglient:

1. Incubar el teixit durant 30 min en paraformaldehid (PF) 4%, per fixar-lo.

2. Rentar dues vegades durant 10 min amb PBS 0,2 N pH 6,8.

3. Permeabilitzar el teixit incubant-lo durant 10 min, a temperatura ambient, en una
solucié Tritd-X100 al 0,1% en PBS 0,2N pH 6,8 (PBST).
Rentar amb PBS 0,2N pH 6,8.
Incubar durant 20 min amb fal-loidina-TRITC diluida amb PBS 0,2N pH 6,8 a 300 ng/ml.
Rentar dues vegades durant 5 min amb PBS 0,2 N pH 6,8.
Incubar durant 10 min amb una soluci6 d’1 pg de DAPI (Sigma)/ml PBST.

Eliminar I'excés de marcatge mitjangant dos rentats de 5 min amb PBS 0,2N.

L 0 N o U A

Muntar les diferents preparacions en medi de muntatge Mowiol 4-88 (Calbiochem).

En cas de fer una tincié només amb DAPI es va passar del pas 3 al 7.

3.15. TUNEL de CA

Els assajos de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin Nick End
Labeling) marquen DNA fragmentat, caracteristic de cél-lules apoptotiques. Aquests assajos es
van dur a terme amb |'ajuda de la Dra. Lluisa Vilaplana, utilitzant el kit de deteccié de mort
cel-lular mitjancant marcatge amb fluoresceina (Roche). El protocol que vam seguir és

essencialment l'indicat pel fabricant:
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S A o

Incubar els CA durant 30 min en PF 4% per, fixar-los.

Rentar amb PBT.

Permeabilitzar 30 min a temperatura ambient en 0,1% citrat sodic - 0,1% Trit6-PBS.
Rentar dues vegades durant 5 min amb PBS 0,2 N pH 6,8.

Aplicar els components de la reaccié TUNEL a les mostres i mantenir-les 1h a 37 °C.

Muntar les diferents preparacions en medi de muntatge Mowiol 4-88 (Calbiochem).

3.16. MARCATGE AMB BrdU

Per tal de detectar la divisid cel-lular es va fer servir la técnica de marcatge amb

anticossos contra la bromodeoxyuridina (BrdU). La BrdU s’incorpora a les cél-lules en fase S, en

substitucio de la timidina, i pot ser detectada utilitzant anticossos especifics.

Procediment:

1.

2
3
4
5
6.
7
8
9

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

18.
19.
20.

Injeccié a la cavitat abdominal de I'insecte 1 pl solucié BrdU.

Disseccio del teixit.

Fixar el teixit amb Carnoy’s Fixative 30 min.

Rentar dos vegades amb PBS 0,2M.

Incubar amb 70% metanol (MeOH) en Ringer 10 min.

Incubar amb MeOH 30% H,0, 45 min.

Incubar amb 70% MeOH en Ringer 10 min.

Rentar dues vegades amb PBS 0,2M.

Incubar amb PBST-BSA 1 h.

Incubar HCI 0,2M 30 min.

Rentar tres vegades amb PBS 0,2M 10 min.

Rentar dues vegades amb PBST-BSA 10 min.

Incubar amb PBST-BSA-NSG 30 min.

Incubar amb I'anticos primari en PBS-BSA-NSG 4 °C tota la nit (dilucié 1:1000).
Rentar tres vegades amb PBST-BSA 10 min.

Incubar amb PBST-BSA-NSG 30 min.

Incubar amb I'anticds secundari en PBS-BSA-NSG 2 h a temperatura ambient o 4 °C tota
la nit (dilucié 1:100).

Rentar tres vegades amb PBS 20 min.

Incubar amb la solucié de revelat.

Rentar tres vegades amb PBS per aturar la reaccio.
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Solucions:

Tampo fosfat sali (PBS) 0,2M pH6,8: PBST-BSA:

NaCl 130 mM PBST 1X

KCI 2,7 mM BSA 0,2%
Na,HPO, 10 mM PBST-BSA-NGS:
KH,PO, 1,8 mM PBST-BSA 1X
Ajustar el pHa 6,8 NGS 5%
PBST: Carnoy’s fixative:
PBS 0,2 M pH 6,8 1X Etanol 60%
Tween 0,3% Acid acétic 20%

H,0 20%

3.17. OBSERVACIONS MICROSCOPIQUES
Les diferents preparacions microscopiques es van examinar utilitzant un microscopi Zeiss
Axiophot. Les imatges es van captar mitjancant una camera Olympus acoblada al microscopi, i es

van processar utilitzant el programa Adobe Photoshop (Adobe Systems Incorporated).
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Clonatge i caracteritzacié de BgE74

4.1. ANTECEDENTS

Tal i com hem descrit anteriorment, durant el desenvolupament postembrionari dels
insectes la 20E regula diferents processos associats a la muda i la diferenciacié adulta. La 20E
actua unint-se al seu receptor heterodimeéric, format per EcR i RXR i activant una série de gens,
anomenats gens primerencs. A B. germanica, s’han clonat els dos components del receptor de la
20E, BgEcR i BgRXR, i tots els gens primerencs que pertanyen a la familia dels receptors nuclears,
com ara BgE75, BgHR3, BgHR4 i BgFtz-F1 (Cruz et al., 2006; 2007; 2008; Maestro et al., 2005;
Mane-Padros et al., 2008), aixi com el factor de transcripcié Br-C (Piulachs et al., 2010). Aixi
doncs, per tal de completar la llista de gens primerencs a B. germanica, encara falta per clonar el

factor de transcripcié E74.

E74 és un proto-oncogen amb un domini d’'unié a DNA de tipus ETS, que fins ara només
s’ha clonat i caracteritzat a insectes holometabols, concretament a D. melanogaster, A. aegypti,
M. sexta, B. mori i A. mellifera (Paul et al., 2005; Sekimoto et al., 2007; Stilwell et al., 2003; Sun
et al., 2002; Thummel et al., 1990). Amb I'excepcié d’ A. mellifera, on s’ha descrit només una
isoforma, a la resta d’insectes se n’han descrit dues, anomenades E74A i E74B. Cada isoforma
presenta un domini N-terminal especific i una part C-terminal comuna, formada per una regid
d’enllag i un domini d’unié a DNA de tipus ETS (Taula 3.1). Gracies a 'analisi del genoma complet
d’altres insectes, s’han trobat seqiiéncies homologues, completes o parcials, d’alguna de les
isoformes d’E74, perd no han estat caracteritzades. Aquest és el cas del coleopter T. castaneum,
el dipter A. gambiae i dels himenopters Nasonia vitripennis i Camponotus floridanus. A
vertebrats, el factor de transcripcid que presenta més similitud amb E74 és E74-like factor (ELF),
del qual hi ha descrites, com en el cas dels insectes, dues isoformes, ELF-1 i ELF-2. Els factors de
transcripcié ELF participen en processos implicats en creixement, diferenciacié cel-lular i també

en cancer (Oikawa i Yamada, 2003).

En aquest capitol es presenta el clonatge de dos cDNAs que codifiquen per homolegs del
factor de transcripcié E74 a B. germanica i que s’han anomenat BgE74A i BgE74B. A més, s’ha
realitzat una analisi de les seqliencies obtingudes, comparant-les amb les de diferents insectes i
vertebrats. Finalment, s’ha analitzat I’ expressid de les dues en diferents teixits durant el

desenvolupament nimfal de B. germanica.
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Taula 4.1. Isoformes del receptor nuclear E74 a insectes. S'indiquen els respectius numeros
d’accés i la referéncia de I'article on s’ha publicat.

Espécie Ordre Isoformes | Numero d’accés Referéncia
E74A NP_730287.1
D. melanogaster Diptera Thummel et al. (1990)
E74B NP_730288.1
E74A AAM33363.1
A. aegypti Diptera Sun et al. (2002)
E74B AAM33362.1
E74A AA041696.1
M. sexta Lepidoptera Stilwell et al. (2003)
E74B AAO41697.1
, . E74A ABF14471
B. mori Lepidoptera Sekimoto et al. (2007)
E74B ABF14472
A.mellifera | Hymenoptera | g74a | NP_001011631.1 | Paul et al. (2005)
T. castaneum Coleoptera E74B XP 966617.2 -
A. gambiae Diptera E74A XP_564896.3 -

4.2. RESULTATS

4.2.1. Clonatge i caracteritzacid estructural del factor de transcripcié BgE74

El clonatge de BgE74 es va dur a terme mitjancant la técnica de RT-PCR utilitzant
oligonucleotids degenerats dissenyats en el domini ETS, regid molt conservada en totes les
seqlencies descrites d’E74 dels insectes, tal i com es pot veure a la Figura 4.1B. En primer lloc, es
va clonar un fragment de 149 parells de bases, que un cop analitzat va permetre concloure que
es tractava d’un fragment del domini ETS de I’'homoleg d’E74 a B. germanica. La seqliencia es va
completar mitjancant les técniques 5’- i 3’-RACE, tal i com es descriu a I'apartat 3.4. Aixi, vam
aconseguir clonar dos cDNAs sencers que corresponien a dues isoformes del factor de
transcripcié E74 a B. germanica. Aquestes es van anomenar BgE74A i BgE74B per

correspondéencia amb la resta d’isoformes descrites en altres insectes (Figura 4.1A).
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Regio especifica Regid Domini
d’isoforma d’enllag ETS
o a
LR KSREGS TTY LWEFLLELLODRIBN C & NREKGVFKL PDMNYET}
TcE74 £
AmE74 {SRE( {LWEFLLELLQDREMCPRY
NvE74 4 GSTTYLWEFLLELLQDREECPRY I
CfE74 DREMCPRYI

L SR KSREGS TTY LWEFLLELLQDRE¥ CPRF I
LY R K SHEGS TTY LWEFLLELLQDRE¥ CPRFI
BmE74 G YLWEFLLELLQDRE® CPRFIKW
DmE74 [
MsE74
MmELF-2

BgE74
TcE74
AmE74
NvE74
CfE74
AaE74
AgE74
BmE74
DmE74
MsE74
MmELF-2

Figura 4.1. El factor de transcripcid E74 a Blattella germanica. (A) Representacié esquematica
de les dues isoformes d’ E74 a B.germanica. El nom de cada domini esta indicat i els nimeros
son els aminoacids corresponents a cada domini. (B) Alineament de les seqléncies
aminoacidiques del domini d’'unié a DNA de tipus ETS mitjancant el programa Clustal X dels LBD
de B. germanica (BgE74), T. castaneum (TcE74), A. mellifera (AmE74), N. vitripennis (NvE74), C.
floridanus (CfE74), D. melanogaster (DmE74), A. aegypti (AaE74), A. gambiae (AgE74), B. mori
(BmE74), M. sexta (MsE74) i Mus musculus (MmELF-2).

La grandaria d’aquests cDNAs era de 1701 nucleotids per BgE74A, codificant per una
proteina de 566 aminoacids, i de 1203 nucleotids per BgE74B, codificant per una proteina de 401
aminoacids. La regié comuna d’ambdues isoformes és de 361 aminoacids i inclou el domini ETS
format per 85 aminoacids. Aquest domini altament conservat (Figura 4.1B), és el d’'unié a DNA i

és caracteristic de la familia de factors de transcripcidé ETS. Aquesta familia es pot dividir en set

61



Caracteritzacid dels factors de transcripcido E74 i Seven up en el desenvolupament...

subfamilies segons el nivell d’identitat en el domini ETS i en altres regions conservades, com ara
“pointed”, domini que intervé en la dimeritzacid i la repressié transcripcional. BgE74 estaria
inclos en la subfamilia E74/Elf-2, i una de les caracteristiques d’aquesta subfamilia és que no
presenten domini “pointed” (Sharrocks et al., 1997). La resta de la regié comuna és coneguda
com a regié d’enllag, i en el cas de B. germanica és de 768 nucleotids, corresponents a 256
aminoacids. A I'extrem N-terminal hi ha les regions especifiques de cada isoforma. En el cas de
BgE74A, és de 618 nucleotids (205 aminoacids) i en el de BgE74B de 120 nucleotids (40
aminoacids) (Figura 4.1Ai4.2).

4.2.2. Comparacio entre les seqiiéncies d’'E74

Un cop completat el clonatge es va realitzar un estudi comparatiu entre les seqliéncies
de BgE74A i BgE74B i les dels seus homolegs en insectes. A més, també es va comparar amb el
seu homoleg a vertebrats, Elf-2. Tal i com hem descrit anteriorment, el percentatge d’identitat
més elevat és al domini ETS, indicant que és el domini més conservat entre els E74 d’insectes.
Concretament, el domini ETS de B. germanica presenta una identitat del 97,6% tant amb els
lepidopters M. sexta i B. mori com amb I’himenodpter A. mellifera. Si la comparem amb el dipter
D. Melanogaster, la identitat és del 95,3%. En el cas de Elf-2, el factor de transcripcié ETS de
M.musculus més similar a E74, la identitat entre els seus dominis ETS és del 82,4% (Taula 4.2). La
resta de la zona comuna, la regié d’enllag, presenta una grandaria variable i esta molt poc
conservada entre les diferents especies d’'insectes. La regié especifica dels homolegs d’'E74A té
una grandaria variable, des de 151 a 292 aminoacids (Figura 4.3A). Tot i la gran variabilitat, els
quatre primers aminoacids (MPFI) sén idéntics en totes les especies analitzades (Figura 4.3B). Si
comparem les regions especifiques d’E74B, encara observem més diferéncia de grandaria entre
els diferents homolegs, sent entre 40 i 347 aminoacids (Figura 4.3C). Si analitzem les regions
especifiques dels E74B d’insectes observem que presenten un motiu conservat al final de la
regié especifica format per 8 aminoacids (YKKSLMKR) (Fig.4.3D). Curiosament, a D. melanogaster
i a A. aegypti la seqliencia especifica de la isoforma d’E74B és més gran que la d'E74A, a I

inrevés que a la resta d’insectes amb dues isoformes descrites.

4.2.3. Patrons d’expressio de BgE74 durant les dues darreres fases nimfals
Un cop clonades les dues isoformes del factor de transcripcié E74 a la panerola B.

germanica i analitzades les seves seqliéncies, es van estudiar els seus patrons d’expressio
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A BgE74A

1
1

61
21

121
41

181
61

241
81

301
101

361
121

421
141

481
161

541
181

601
201

661
221

721
241

781
261

841
281

901
301

961
321

1021
341

1081
361

1141
381

atgcccttcattgacgacgacctgctgtggtgcccagataacgacggcaaaatggtcgac
M p P I D D D L L W C P D N D G K M V D

ccttcacaatgcttgcagcaggaggcagccaatggaggccaacagcagcagcaacagcaa
P s o ¢ L. Q 0 E A A N G G O O O O O O 0

caacagctgcagcaacaacatcaacaacaacaccaacatcatccacaacaacatccgcag
c oL 00 0 H QO O O H O H H P QO O H P Q

catgaagcaagtggaccaggtcttggtgaactctcccagtcagatctcacaggceccttgta
H E A S G P G L G E L S ¢ s D L T G L V

acaagcctggatgaggatgatgaggaagacctattcaaacaacttggggagtccactttt
T s L D E D D E E D L F K Q L G E S T F

gagcttgataatttcttcactgattttgaagaaaaggaggagaataacaataatgtagtg
E L b N F F T D F E E K E E N N N N V V

tctcectggcagtggagggggggcggecgtecggatgttgtgacgagcaccaccgeccccaca
s p G S G GG A A S D VV T SsSs T T A P T

aaaagtgcaacctcgttacaagacgcgcgcgctaagaagttcaccatcgcagctgctaat
K s A T s L 9 D A R A K K F T I A A A N

cctctacttgcagagaagcttgctgctccacctceccattgacatcatctgcecccecccaccect
P L L A E K L A A P P P L T S S A P T P

gccgccataacaacacaattcattgctggacgtgcaaccatcaagacggagtgceccttgec
A A I T T Q F I A G R A T I K T E C L A

ccggacagcagcaaagtggacacgactgaattaccaggcccccattecgttectggaactyg
p D S s K v D T T E L P G P H S F L E L

ggcgccgcctcaccgtcectceccaccececceccgtgaaacgggageccgeccggaccacaaagcgcectyg
G A A S P S P P P V K R E P P D H K A L

ctccacaatatcctgagacagcaccccctcatgagcaccccagcacatgtggecctecte
L H N I L R @ H P L M S T P A H V A L L

acagcgcatcgcacgaccccatacaccacctccaccacaggctctctaccgeccagtect
T A H R T T P Yy T T S5 T T G S L P P S P

gcggattccggtgtctcagacgtggacagcagcagcagtggtcatacgtccaatgacgag
AD S G V s DV D S S S S G H T S N D E

ctcaaggcgcgactccagcecccacaccagttccecgecggecgagaacccccgacagccccggyg
L K AR L Q P T P V P A A R T P D S P G

cccggceccccatgggtactcgcagectacctcatggaggtttectggeccectattaccac
P G P H G Y S 0 L P H G G F L A P Y Y H

caccatcgccaccaccaacagcaacaagcaccgccctcecattggaccacgegtcgactagt
H H R H H Q @ @ 0 A P P S L D H A S T S

acgggggggggggggggctatcctggceccgaccacctttaccggacggttatggecgggtac
T 6 6 6 G G Y P G R P P L P D G Y G G Y

ctacctcctceccttcacatcaccagcagcagcttceccgacacagcaggcgtaccaccaccag
L p P P S H H Q 0 o L P T Q O A Y H H Q
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1201 gcagcgtcccaacggttcgecggegectectgeccectegecgeccaggecggecateecee
401 A A S Q R F A A P P A P S P P R P A I P

1261 acgtcggtgattcaggctgcaacgtccagcgtgagcgacgaactctacaagectggagete
421 T s v I Q A A T S S VvV S D E L Y K L E L

1321 ggcttccagccccgcaccaagaagaaaatgaagaagcccaagagtggcgaacccggcgec
441 G F Q P R T K K K M K K P K S G E P G A

1381 gtcaaahggaagagccgcgaaggatcaacaacgtacctgtgggagttcctgctgaaacta
461 V K K s R E G s T T Y L W E F L L K L

1441 | ctccaagatagagattactgcccccgatatatcaagtggaccaatcgggagaaaggagtce
481lL. ¢ D R D Y C P R Y I K W T N R E K G V

1501 | tttaagttggttgactcgaaagctgtatctegectectggggattgcacaagaacaaacct
501l K L Vv D S K A V S R L W G L H K N K P

1561 | gatatgaactatgaaacgatggggcgagcacttaggtattaytaccagagrggmattttg
521/p M N Y E T M G R A L R Y Y Y Q R G I L

1621| gcaaaagtagatggccagaggictggtatatcagtttgtagatgtgcccaaggacattgtg
541/A K V D G Q R L. V Y Q ¥ VvV D V P K D I V

1681 gagatcgactgcacaggagcgtgaccagcagatctgtttgtacatatcgagtcgeccggtt
561l E I D C T G A *

1741 ggcaccagctaattctcagtgtgtgccttgtgcgatgtaaactgtgcatcatgtgcaatt
1801 atcgttatatttgtgggacactccaggtaaaacgatgttttcaacgaatgaaaagcaagg
1861 aatattttgcttcaattcttttttatttgacaagatctcaggaactatgtcgactggtaa
1921 aaacaaaagaaactaatatagaaaagaaagaactttatttttgtaagcgtttgaatatgg
1981 tgctgggactaaacttagggttggaaaatccagtgagctgctgctgecgttacgaactgtg

B BgE74B

1 atgagcccacttagagattatagcacggattctgatgattccgatggacagtccggaaga
1M s p L R DY S T D S D D S D G Q S G R

61 atgtcgccgggaggcaaaaattgcaaagcgtacaagaaatccctcatgcgacgatatttyg
22M S P G G K N C K A Y K K S L. M R R Y L

Figura 4.2. Seqiiéncies de nucleotids i aminoacids de les dues isoformes del factor de
transcripcio E74 a B. germanica. (A) cDNA complet de la isoforma BgE74A amb la regié 3'UTR.
La fletxa en I'aminoacid 205 indica el comencament de la seqliencia comu i la seqliencia dins del
requadre correspon al domini d’'uni6 a DNA de tipus ETS. (B) Seqliencia de nucleotids i
aminoacids corresponents a I'extrem 5’ especific de BgE74B.
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durant les dues darreres fases nimfals. Els teixits escollits van ser la GP i I'epidermis amb el cos
gras adherit (CG/Epi). La GP és I'drgan que sintetitza les hormones esteroidals, el cos gras és el
principal teixit metabolic, equivalent a insectes del fetge i el teixit adipés de vertebrats, i
I'epidermis és I'encarregada de sintetitzar la nova cuticula durant les mudes. Tal i com es pot
veure a la Figura 4.4, les dues isoformes presenten variacions en la seva expressié en els dos
teixits segons els nivells de 20E. Tant a GP com a CG/Epi, BgE74B s’expressa quan els nivells de
20E sén baixos, al comencament de la cinquena i la sisena fase nimfal. Pel contrari, I'expressié
de BgE74A augmenta en el moment en que la 20E ha assolit la maxima concentracié en
hemolimfa, es a dir a partir de dia quatre a cinquena fase, i a partir de dia sis en la sisena fase

nimfal.

Taula 4.2. Percentatges d’identitat del domini d’unié a DNA de tipus ETS d’E74 de diferents
espécies d’insectes i vertebrats en relacio a BgE74 de Blattella germanica. Les seqiiencies es
van alinear amb el programa Clustal X i els percentatges d’identitat es van obtenir amb el
programa Genedoc. Els diferents homolegs d’E74 es van ordenar segons el percentatge
d’identitat del domini ETS.

Espeécie Ordre Domini ETS
Tribolium castaneum Coleoptera 97,6
Apis mellifera Hymenoptera 97,6
Bombyx mori Lepidoptera 97,6
Manduca sexta Lepidoptera 97,6
Drosophila melanogaster Diptera 95,3
Aedes aegypti Diptera 95,3
Anopheles gambiae Diptera 94,1
Mus musculus Rodentia 82,4

4.3. DISCUSSIO

En aquest capitol s’ha descrit el clonatge i I’analisi estructural de dues isoformes del factor de
transcripcié E74 de B. germanica, BgE74A i BgE74B. Les dues isoformes presenten una regié C-
terminal comuna, que inclou el domini d’unié a DNA de tipus ETS caracteristic dels membres

d’aquesta familia, i la regid N-terminal especifica de cada isoforma. En la resta d’insectes on
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A
Regié especifica Regio
E74A d'enllag
BgE74A
AaE74A
AmE74A
BmE74A
DmE74A
MsE74A
B
BgE74A B33
AmE74A K33
BmE74A X333
MsE74A k&
DmE74A E§33
AaE74A ki3
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Figura 4.4. Patrons d’expressio de les isoformes del factor de transcripcié BgE74 en diferents
teixits durant les dues darreres fases nimfals a B. germanica. L’amplificacié de cada transcrit es
va dur a terme mitjangant la técnica de RT-PCR a partir de la mateixa quantitat d’'RNA que es va
extreure de glandules protoraciques (GP) i cos gras amb epidermis (CG/Ep). Com a referéncia es
van determinar els nivells de BgActina5C en cada teixit. En la part superior de la figura es
representen els nivells circulants de 20E segons Cruz et al. (2003). Els nivells presentats son
representatius de tres repliques.

Figura 4.3. Comparacié dels dominis estructurals de les dues isoformes de BgE74 respecte els
E74 d’altres espécies d’insectes. (A) Esquema de les diferents isoformes d’E74A d’insectes. (B)
Alineament dels aminoacids conservats de la regid especifica de les isoformes d’E74A. (C)
Esquema de les isoformes d’E74B d’ insectes. (D) Alineament dels aminoacids conservats de la
regié especifica de les isoformes d’E74B. Les espécies comparades son B. germanica (BgE74), T.
castaneum (TcE74), A. mellifera (AmE74), D. melanogaster (DmE74), A. aegypti (AaE74), A.
gambiae (AgE74), B. mori (BmE74) i M. sexta (MsE74). Els noms dels dominis estructurals es
troben indicats sobre de BgE74A i BgE74B. El nimero dins de cada requadre correspon al
numero d’aminoacids que té cada domini en cada especie. Les fletxes indiquen la posicié de les
regions conservades en cada regio especifica d’isoforma.
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s’havia clonat i caracteritzat aquest factor de transcripcid (als dipters D. melanogaster i A.
aegypti i als lepidopters M. sexta i B. mori) s’"han descrit les mateixes isoformes, amb I'excepcid
de I'himenopter A. mellifera on només s‘ha descrit I'isoforma A (Paul et al., 2005; Sekimoto et
al., 2007; Stilwell et al., 2003; Sun et al., 2002; Thummel et al., 1990). L’estudi comparatiu de les
seqlencies de les isoformes de B. germanica amb els seus homolegs en insectes ens confirma
que el domini d’'unié a DNA de tipus ETS és la regié més conservada, arribant fins a un 97,6 %
d’identitat amb coleopters, himenopters i lepidopters. En varis estudis de I'estructura del domini
ETS, s’ha demostrat que hi ha una alta conservacid estructural, formada per 3 helix-a i 4 lamines-
B. El domini ETS s’uneix a una seqiiencia consens que té com a motiu central GGA, la resta de la
seqliencia esta formada per 11 nucleotids i varien entre cada membre de la familia, en el cas de
DmE74 la seqliiencia que reconeix és 5-AACCGGAAGTA-3’. El domini ETS també és una diana
d’interaccié amb altres proteines, de manera que aquestes poden regular la capacitat d'unié a
DNA dels factors (Sharrocks, 2001; Sharrocks et al., 1997). Els membres de la familia de factors
de transcripcid ETS es troben presents en tots els eucariotes amb I'excepcid de llevats, fongs i
plantes. El primer factor de transcripcid descrit d’aquesta familia es va descobrir per homologia
amb un oncogen present en el virus aviar E26 (E Twenty-Six). Els diferents factors poden actuar
tant com a activadors o com a repressors de I'expressid dels gens que regulen i s’han descrit una
gran varietat de processos que regulen, entre ells hematopoesi, amniogenesi i cancer (Sharrocks,
2001). Mitjangant I’homologia de la seqiiencia del domini EST s’han identificat fins a vuit factors
de transcripcié ETS a D. melanogaster. Entre aquests, E74, pointed (pnt), yan i Ets9D (D-elg) han
estat caracteritzats funcionalment i participen en diferents processos com la metamorfosi,
oogenesi, neurogenesi, miogenesi i el desenvolupament de I'ull. Els altres quatre (D-ets-3, D-ets-

4, D-ets-6 i Ets96B) encara no han estat caracteritzats funcionalment (Hsu i Schulz, 2000).

A continuacid, s’ha estudiat el patrdé d’expressié de les dues isoformes del factor de
transcripcié BgE74 durant les dues ultimes fases nimfals de B. germanica. En primer lloc, al
comengament de les dues ultimes fases nimfal s’expressa BgE74B, quan els nivells de 20E sén
baixos. A continuacid, quan la concentracié de 20E comenga a augmentar, vers la meitat de cada
fase nimfal, BgE74B deixa d’expressar-se i es comenga a activar BgE74A. Aquests son els primers
patrons d’expressid d’E74 descrits en un insecte hemimetabol, ja que fins al moment només
s’havien descrit en insectes holometabols. El primer insecte on es va clonar va ser la mosca D.
melanogaster, es van estudiar els patrons d’expressid d’E74 en larves i juntament amb els
posteriors estudis d’incubacié d’organs es va demostrar que a concentracions baixes de 20E
s'indueix I'expressid6 de DmE74B i a concentracions altes s’activa DmE74A i s’inhibeix DmE74B

(Karim i Thummel, 1991). Durant La ultima fase larval s’expressa DmE74B i al final, quan hi ha
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I"augment de concentracié de 20E, que indueix la formacié de la pupa, es comenca a expressar
DmE74A (Fletcher et al., 1997). A continuacid, es va estudiar en un altra dipter, el mosquit A.
aegypti. Les dues isoformes d’AaE74 s’expressen al cos gras i els ovaris del mosquit adult i
I'expressié de les isoformes és diferent durant el cicle. Primer s’expressa AaE74B, amb nivells
baixos d’ecdisteroides circulants i al final del cicle, quan augmenten els nivells d’ecdisteroides a
I’'hemolimfa s’expressa AaE74A (Sun et al., 2002). En cultius in vitro s’ha vist que les dues
isoformes s’activen per la 20E, pero que AaE74B ho fa a concentracions més baixes de 20E que
les que necessita AgE74A (Sun et al., 2004). Més endavant es van caracteritzar els patrons
d’expressio en el lepidopter M. sexta, obtenint uns resultats semblants. Aixi, MsE74B s’expressa
a l'epidermis durant els primers dies de larva i pupa, quan els nivells de 20E estan pujant i
MSsE74A s’expressa al final del cicle quan els nivells de 20E han arribat al maxim i comencen a
caure (Stilwell et al., 2003). Per ultim, s’ha estudiat I'expressio de les dues isoformes en la
glandula productora de seda d’una altra lepidopter, B. mori, i s’ha demostrat que la 20E activa
I"'expressié de BmE74A in vitro, pero no activa I'expressié de BmE74B si no és en presencia de

cicloheximida (Sekimoto et al., 2007).

Un cop clonat el factor de transcripcid6 BgE74 ja s’han caracteritzat tots els gens
primerencs a l'insecte hemimetabol B. germanica. D’aquesta manera, s’ha pogut comprovar que
la preséncia de 20E durant l'ultima fase nimfal activa una cascada de transcripcié de diferents
factors que regulen I'expressié de gens tardans i processos com ara la muda. D’aquesta manera
es produeix l'activacid seqiiencial dels seglients receptors nuclears BgE75A, BgHR3, BgHR4 i
BgFtz-F1. BgE75A s’expressa a partir del quart dia de la ultima fase nimfal, quan comencen a
augmentar els nivells de 20E, i inhibeix I'expressi6 de BgHR3. Quan els nivells de BgE75A
comencen a caure, a partir del sisé dia, es comenca a expressar BgHR3, que activa 'expressio de
BgHR4 i BgFtz-F1. BgHR4 inhibeix I'expressido de BgE75A i també activa la de BgFtz-F1, que és
necessari perqué es produeixi la muda (Cruz et al., 2007; 2008; Mane-Padros, 2007; Mane-
Padros et al., 2008; 2010). Els patrons d’expressid6 de BgE74A i BgE74B, juntament amb els
resultats obtinguts en altres insectes, suggereixen que BgE74B actuaria com a repressor de gens
tardans durant els primers dies de cada fase nimfal i que BgE74A actuaria com a activador al
final de la fase. En aquest punt s’ha d’establir el paper que exerceixen els dos factors de

transcripcié en I'eix transcripcional activat per20E.
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Analisi funcional del factor de transcripcié E74 a B. germanica

5.1. ANTECEDENTS

Durant la sisena i ultima fase nimfal de B. germanica, tenen lloc diferents processos
controlats per la 20E, que donaran lloc a la formacid de I'adult i que inclouen I'aparicié d’ales,
genitalia funcional i una pigmentacid especifica de la cuticula. La regulacié d’aquests processos
té lloc a través de la cascada de senyalitzacidé de la 20E, que s’uneix al seu receptor, format per
EcR i USP, i que activa una serie de gens primerencs, entre els quals es troba el factor de
transcripcié E74. En el capitol anterior hem descrit el clonatge de dues isoformes d’E74 a B.
germanica, anomenades BgE74A i BgE74B, i hem demostrat que ambdues isoformes s’expressen
a diferents teixits durant la pendltima i la ultima fase nimfal. L'objectiu d’aquest capitol és
estudiar la funci6 de BgE74 durant el desenvolupament postembrionari de B. germanica

mitjangant la técnica d’RNAi in vivo.

Fins al moment només s’ha descrit el mutant d’E74 a D. melanogaster. Aixi, en aquesta
mosca s’ha vist que DmE74 és essencial durant la metamorfosi, ja que tant els mutants de
DmME74A com els de DmE74B no superen |'estat de pupa (Fletcher et al., 1995). També s’ha
demostrat que DmE74B actua com a repressor i que DmE74A actua com activador, i que el canvi
en la seva expressid, durant la ultima fase larval, és indispensable perquée s’expressin els gens
tardans en la pupa (Fletcher et al., 1997). També s’ha demostrat que DmE74A esta implicat en
processos d’apoptosi, ja que és necessari per a I’expressié d’un gen activador de la mort cel-lular
programada, head involution defective (hid), en les glandules salivals de la mosca (Jiang et al.,
2000). Per altra part, E74 també ha estat estudiat al mosquit A. aegypti, on AaE74B és necessari
per I'expressid del gen de la vitel-logenina en les femelles adultes del mosquit. Pel contrari,

AaE74A no regula I'expressio d’aquest gen (Sun et al., 2005).

En el present capitol es descriu I'estudi funcional del factor de transcripci6 BgE74,
demostrant que la interferencia de les dues isoformes alhora produeix alteracions en I'écdisi i
alteracions en el patré de pigmentacié de I'adult. En aquest sentit, per tal d’estudiar el paper
que juga BgE74 sobre la pigmentacid de la panerola es va realitzar el clonatge i caracteritzacid
del cDNA de la dopa decarboxilasa (DDC), un dels enzims implicats en la via de pigmentacio en
els insectes i que s’ha demostrat que la seva activacio transcripcional esta sota I'efecte de la 20E.
Finalment, es va estudiar la funci6 de BgDDC en la pigmentacié de la panerola mitjancant la
tecnica del RNAI in vivo i es demostra que el factor de transcripcié BgE74 regula I'expressié de

I'mRNA de la BgDDC.
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5.2. RESULTATS

5.2.1. El RNAi in vivo redueix els nivells de missatger de BgE74 en nimfes de B.
germanica
L'estudi funcional del factor de transcripcié BgE74 es va dur a terme mitjancant la

tecnica d’RNAi in vivo. Aquesta técnica va ser posada a punt i utilitzada anteriorment en el
laboratori per I’estudi funcional dels components del receptor heterodimeéric de la 20E, BgEcR-A
i BgRXR (Cruz et al., 2006; Martin et al., 2006) aixi com dels receptors nuclears BgHR3, BgE75,
BgHR4 i BgFtz-F1 (Cruz et al., 2007; 2008; Mane-Padros, 2007; Mane-Padros et al., 2008). Per
silenciar les dues isoformes de BgE74 alhora es va utilitzar un fragment de dsRNA sintetitzat a la
part comuna de BgE74 de 578 parells de bases (dsBgE74, Figura 5.1A). En primer lloc, per
comprovar l'eficacia de I'RNAi, es van injectar 3 ug de dsBgE74 a nimfes de sisena fase
recentment emergides. Degut a la diferent expressid de les isoformes de BgE74 (vegeu fig 4.4) es
va analitzar en I'epidermis amb cos gras de femelles de sisena fase nimfal la caiguda dels nivells
d’expressio de BgE74A set dies després de la injeccid (Figura 5.1C) i de BgE74B, tres dies després
(Figura 5.1B). Tal i com es pot veure a les figures 5.1B i C, el tractament amb dsBgE74 va ser

efectiu i va disminuir significativament els nivells d’'mRNA de les dues isoformes.

A

Domini ETS
dsBgE74
B N6d3 C N6d7
dsMock dsBgE74 dsMock dsBgE74
BgE74A BE74A e "
BgE74B e BgE74B

BgActina5C == e - BgActina5C e - -

Figura 5.1. Interferéncia del factor de transcripcio BgE74 mitjancant la tecnica d’RNAi in vivo
en femelles de sisena fase nimfal de B. germanica. (A) Esquema de BgE74 on es mostra la regié
utilitzada per preparar el dsRNA (dsBgE74). (B) Efecte del tractament amb dsBgE74 sobre els
nivells de BgE74A, BgE74B i BgActina5C. S'injectava 3 pg de dsBgE74 o dsMock com a control
negatiu en femelles de sisena fase nimfal recentment emergides i es mesuraven els nivells
d’'mRNA tres i sis dies després mitjancant RT-PCR en |'epidermis amb el cos gras adherit. Els
nivells de BgActina5C es van mesurar com a referéncia.
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— dsMock

dsBgE74

Figura 5.2. Efecte del silenciament de BgE74 sobre la muda imaginal de B. germanica. Es van
tractar femelles de sisena fase nimfal amb 3 pg de dsBgE74 o dsMock i es van analitzar després
de la muda imaginal. (A) Visié dorsal (esquerra) i visié ventral (dreta) d’'una femella tractada amb
dsMock, representant I'aspecte normal d’un adult. (B) Visié dorsal (esquerra) i visié ventral
(dreta) d’una femella tractada amb dsBgE74 on es poden observar les alteracions en el
desplegament de les ales i de les quetes de les potes. Escala: 2 mm.
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5.2.2. Analisi fenotipica de les nimfes de sisena fase tractades amb dsBgE74

Un cop demostrada I'eficiéncia de la interferencia de BgE74 mitjangant la tecnica d’RNAI
in vivo, vam estudiar la funcié d’aquest factor de transcripcié durant la sisena fase nimfal de B.
germanica. Aixi, el 95% de les nimfes de sisena fase tractades amb 3 pg de dsBgE74 (n=147) i
totes les tractades amb dsMock (n=50) van mudar a adult vuit dies després de I'aplicacié. Un 5%
de les femelles tractades amb dsBgE74 no van poder completar |'écdisi correctament, sent
incapaces de desprendre’s totalment de I’exdvia nimfal i morint 9-10 dies després de
I"'administracié del dsRNA (Taula 4.1 i Figura 5.2). Remarcablement, el 64% de les femelles
tractades amb dsBgE74 que mudaven a adult presentaven clares alteracions morfologiques
associades a problemes durant I'ecdisi, que incloien un desplegament incorrecte, tant
morfologicament com en relacié a l'orientacié, de les ales (Figura 5.3A). A més, els adults
interferits presentaven deformacions de les quetes dels tres parells de potes. Aixi, les quetes de
les femelles interferides per BgE74 en comptes de ser rectes i turgents estaven torcades i

presentaven menys turgéncia (Figura 5.3B).

Taula 5.1. Efecte del silenciament de BgE74 en de femelles de sisena fase nimfal de B.

germanica sobre la muda imaginal.

Tractament n muda completa problemes écdisi muda incompleta
dsMock 50 100% 0% 0%
dsBgE74 147 95% 64% 5%

Remarcablement, també es va observar una alteracié en la locomocié en totes les
femelles adultes tractades amb dsBgE74. Aixi, cap d’elles era capac¢ de pujar superficies llises,
com ara vidre, en canvi si que podien pujar superficies poroses com el paper. Per tal d’analitzar
en detall aquest fenotip es va dissenyar un assaig d’escalada utilitzant la geotaxi negativa que
presenten els insectes. L’assaig va consistir en anestesiar femelles adultes de B. germanica
mitjancant un flux continu de CO, i a continuacié es van dipositar en el fons d’un recipient de
vidre tubular de 30 cm. Passats dos minuts es van contar el nombre de femelles que es trobaven
per sobre d’una marca situada a 10 cm del fons del recipient. El 96% de les femelles tractades
amb dsMock es trobaven per sobre de la marca dos minuts després de ser col-locades al fons del

recipient. En canvi, només un 6% de les femelles tractades amb dsBgE74
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dsMock dsBgE74

Figura 5.3. Alteracions en I’écdisi degut al silenciament de BgE74. Les femelles de sisena fase
tractades amb 3 ug de dsBgE74 presenten alteracions morfologiques associades a I'ecdisi. (A)
Problemes en el desplegament correcte de les ales. (B) Detall d’'unes quetes d’una femella
tractada amb dsMock (dreta) i quetes d’una femella tractada amb dsBgE74 (esquerra). Les
fletxes indiquen la posicid de les quetes.

es trobava per sobre la marca (Figura 5.4A). Per tal d’entendre el motiu d’aquesta afectacié es va
realitzar una observacid més detallada de les potes de les femelles adultes tractades amb
dsBgE74, demostrant que les estructures encarregades de l'adhesié a superficies durant Ia
locomocid estaven clarament afectades. Aquestes estructures consisteixen en uns coixinets que
es trobem a la part més distal de la pota. Concretament, al tars n’hi ha quatre anomenats
euplantules i al pretars un més, anomenat arolium, sent aquest el més distal de tots (Clemente i
Federle, 2008) (Figura 5.4B). L'adhesié a superficies rugoses, pel contrari, no requereix
d’aquestes estructures ja que la majoria d’insectes utilitzen uns ganxos situats al pretars que els
permeten agafar-se en aquests tipus de superficies. Una observacid en detall de les euplantules i
els aroliums de les femelles tractades amb dsBgE74 respecte les tractades amb dsMock ens va

indicar clarament una afectacié en les caracteristiques morfologiques
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d’aquestes estructures en els tres parells de potes de la panerola, sent les de les femelles

interferides per BgE74 menys turgents que les tractades amb dsMock (Figura 5.4C-D).

Aquests resultats indiquen que BgE74 esta implicat en processos concrets associats a la
muda, com el desenvolupament de les estructures d’adhesié en les potes de I'adult i el
desplegament de les ales i les tegmines aixi com la correcta formacio de les quetes de les potes.
Per tal de comprovar si aquests efectes eren especifics de la muda imaginal o pel contrari també
afectava aquests mateixos processos en les diferents mudes entre fases nimfals, es van tractar
femelles recentment emergides de quarta i cinquena fase amb dsBgE74 i dsMock.
Remarcablement, totes les femelles de quarta fase nimfal (n=20) van mudar a cinquena fase
després de sis dies i les femelles de cinquena fase nimfal (n=25) van mudar a sisena després de
sis dies, sense observar diferéncies ni morfologiques ni entre la durada de les fases nimfals de les
femelles tractades amb dsBgE74 i dsMock. Les femelles tractades amb dsBgE74 no van presentar
problemes d’écdisi, ni problemes en les estructures d’adhesié ni durant la cinquena ni durant la
sisena fase nimfal. Aquest resultat indica que BgE74 regula el desenvolupament morfologic de
les estructures d’adhesié de B. germanica exclusivament en la formacié de I'adult, fet que
suggereix que durant la muda imaginal tenen lloc una série de processos especifics de la

morfogeénesi adulta.

5.2.3. BgE74 afecta el patro de pigmentacié en I'insecte hemimetabol B. germanica

En els insectes, just després de la muda es produeix la esclerotitzacié de la nova cuticula.
Durant aquest procés quimic, la cuticula recentment sintetitzada passa de ser un material
flexible a un de més dur i rigid. Paral-lelament, també es produeix la pigmentacié de la nova
cuticula, la qual varia de ser incolora a tenir una varietat de marrons i negres en funcid de la fase

del desenvolupament (Yersen, 2005) (Figura 5.5). En el cas de B. germanica, un cop

Figura 5.4. Efecte del tractament amb dsBgE74 sobre les estructures de locomocié i adhesid.
(A) Percentatge de femelles que superen la marca de 10 cm en I'experiment d’escalada realitzat
en un pot tubular de vidre amb femelles adultes tractades amb dsMock (n=10) o amb dsBgE74
(n=25). (B) Esquema d’una pota d’insecte on s’indica el nom de cada part. Les fletxes indiquen la
posicié de les euplantules i dels aroliums. (C) Detall d’un arolium (esquerra) i detall de les
euplantules (dreta) d’'una femella adulta tractada amb dsMock que corresponen a I'aspecte
normal de les estructures de locomocié de B. germanica. (D) Detall d’un arolium (esquerra) i
detall de les euplantules (dreta) d’una femella adulta tractada amb dsBgE74. Les fletxes indiquen
la posicid de les euplantules i el cap de fletxa la de I'arolium a Ci D. Escala: 0,2mm.
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Figura 5.5. Procés de pigmentacié després de la muda imaginal a B. germanica. (A) Visié dorsal
d’una femella, acabada de mudar (esquerra), una hora després de la muda imaginal (centre) i
tres hores després de la muda imaginal (dreta). (B) Visid ventral, una hora després de mudar
(centre) i color final (dreta). (C) Detall de la pigmentacié de la panerola. Taca del cap entre els
ocels (esquerra), bandes negres en el pronot (centre) i bandes dels cercs (esquerra).
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es produeix la muda imaginal les femelles presenten una cuticula de color marré amb un patré
d’acumulacions de pigment negra en algunes zones, en contraposicid a la cuticula negra que
caracteritza les nimfes. Les zones més destacables de I'adult amb pigment negre sén, en primer
lloc una taca situada en el cap, entre els ocels i en segon lloc, dues linees de pigment negres

situades en el pronot i per ultim, unes bandes negres presents als cercs (Figura 5.5C).

Remarcablement, es va observar que, a part dels problemes associats a |'écdisi i
I'adhesid, les femelles tractades amb dsBgE74 no presentaven la mateixa pigmentacié que les
tractades amb dsMock. La seva cuticula era molt més pal-lida, variant dels tons marrons als
groguencs, les antenes i els elitres també eren més clars que els de les femelles tractades amb
dsMock (Figura 5.2). A més, les zones de pigmentacié negra eren molt reduides, com en el cas
del pronot o gairebé inexistents com la de la taca entre els ocels (Figura 5.6A) o la pigmentacid

caracteristica de les antenes (Figura 5.6B) i els cercs (Figura 5.6C).

5.2.3.1. Clonatge i patrons d’expressio de I’enzim dopa decarboxilasa a B.

germanica.

Degut a l'alteracié en el patrd de pigmentacio de la cuticula, vam decidir estudiar en més
detall el mecanisme molecular d’accid de BgE74 sobre aquest procés. En els insectes, els
mecanismes moleculars de la pigmentacié han estat estudiats especialment en el dipter D.
melanogaster i en els lepidopters Papilio xuthus i M. sexta (Futahashi i Fujiwara, 2005; Hiruma i
Riddiford, 2009; Hodgetts i O'Keefe, 2006). Aixi doncs, el patrd de pigmentacié en els insectes
depén de l'accid de diferents enzims que sintetitzaran la melanina i els diferents pigments
derivats de la tirosina. A D. melanogaster, aquesta via té tres bifurcacions que produeixen tres
pigments diferents: negre, marrd i groc (Wittkopp et al., 2002) (Figura 5.7A). La pigmentacié de
la cuticula esta controlada principalment pels enzims tirosina hidroxilasa (TH) i dopa
decarboxilasa (DDC) que successivament converteixen la tirosina en dopa i agquesta en melanina
dopamina, el pigment predominant en la cuticula dels insectes (Hiruma et al., 1985; Wright,
1987). A continuacié, Ebony, una N-B-alanil dopamina sintasa, converteix la dopamina en el
precursor del pigment groc. Aixi, els mutants d’Ebony augmenten la quantitat de pigment negre
(Koch et al., 2000). Per altra part, també es pot trobar I'enzim Yellow, que metabolitza derivats

de la dopa, per tant els seus mutants no presenten pigments negres (Han et al., 2002).
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dsBgE74

dsBgE74

Figura 5.6. Alteracions en el patré de pigmentacio de les femelles tractades amb dsBgE74. (A)
Detall del cap d’'una femella adulta tractada amb dsMock (esquerra) i d’una femella adulta
tractada amb dsBgE74 (dreta). La fletxa indica la taca de pigmentacid negra situada entre les
antenes. (B) Detall de les antenes d’una femella adulta tractada amb dsMock (imatge superior) i
d’una femella adulta tractada amb dsBgE74 (imatge inferior). (C) Detall d’'un cerc d’'una femella
adulta tractada amb dsMock (imatge superior) i d’'una femella adulta tractada amb dsBgE74
(imatge inferior).

En la via de pigmentacié dels insectes que acabem de descriure, s’ha demostrat que la
DDC és un dels gens tardans induits per la 20E. Aixi, a D. melanogaster, s’ha comprovat que la
DDC s’activa a través del receptor de la 20E (Chen et al., 2002b) i que un dels factors implicats en
la seva regulacié és Br-C (Chen et al.,, 2002a). A M. sexta, també s’ha estudiat la cascada de
factors de la 20E que regulen I'expressié de DDC. MsHR4 i MsE75B inhibeixen la DDC, tot i que
encara no es coneixen amb detall tots els factors implicats (Hiruma i Riddiford, 2007). Donada la

dependéncia de la DDC a I'accié de la 20E vam decidir caracteritzar-la per tal d’estudiar la relacié
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entre BgE74 i la via de pigmentacid. Es per aixd, que en primer lloc es va clonar un fragment de
la sequéncia de la DDC en el nostre insecte model, B. germanica. Per aconseguir-ho es van
dissenyar uns oligonucleotids degenerats en zones conservades de les seqliéncies de DDC
disponibles a insectes i es va clonar un fragment de 290 parells de bases (96 aminoacids), que un

cop analitzats es va confirmar que eren de la DDC de B. germanica (BgDDC) (Figura 5.7B).
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Figura 5.7. Pigmentacié en insectes i sequéncia parcial de la BgDDC. (A) Esquema del
mecanisme molecular de pigmentacié en insectes. Adaptat de (Wittkopp et al., 2002) (B)
Alineament de la seqiéncia obtinguda de la DDC de Blattella germanica (BgDDC) amb la dels
insectes on ha estat clonada, B. mori (BmDDC), T. castaneum (TcDDC), Tenebrio molitor
(TmDDC), D. melanogaster (DmDDC) i A. aegypti (AaDDC).

A continuacid, es van caracteritzar els nivells d’expressié de I’'mRNA de BgDDC a
I’epidermis de B. germanica durant La ultima fase nimfal i un dia després de mudar a adult. Els

nivells d’mRNA de BgDDC oscil-len segons els nivells de 20E, la concentraci6 de I’'mRNA de
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BgDDC disminueix quan augmenta la concentracié de 20E. Aixi, els nivells més alts es donen al
comencament i al final de la ultima fase nimfal, mentre que quan es déna el pic de 20E els nivells
d’expressio disminueix (Figura 5.8). Aquest patrd d’expressid suggereix una regulacié de la
BgDDC per part de la 20E.

Ultima (62) |
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Figura 5.8. Patro d’expressié de la BgDDC durant la darrera fase nimfal de B. germanica. Patré
d’expressio de la BgDDC durant la ultima fase nimfal de la panerola. L'amplificacié de cada
transcrit es va realitzar mitjangant RT-PCR a partir de la mateixa quantitat d’'RNA que es va
extreure d’epidermis. Com a referencia es van determinar els nivells de BgActina5C. En la part
superior de la figura es representen els nivells circulants de 20E segons Cruz et al. (2003). Cada
mostra és representativa de dos repliques.

En primer lloc, per tal de comprovar si la BgDDC a B. germanica esta involucrada en la
pigmentacio de I'estadi adult, es van reduir els nivells d’'mRNA de BgDDC mitjancant RNAi in vivo.
Aixi doncs, es va dissenyar un dsRNA de 205 pb que vam anomenar dsBgDDC. Es van tractar
femelles de B. germanica de sisena fase nimfal recentment emergides amb 2 pg de dsBgDDC i
cinc dies després es va comprovar |'eficiéncia de la interferéncia analitzant els nivells d’mRNA de
BgDDC en l'epidermis. Tal i com es pot veure a la Figura 5.9, la interferencia és efectiva i els
nivells d'mRNA de BgDDC soén significativament més baixos en les femelles tractades amb

dsBgE74 que en les tractades amb dsMock.
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Figura 5.9. Silenciament de BgDDC mitjangant la técnica d’RNAi in vivo en femelles de sisena
fase nimfal de B. germanica. Efecte del tractament amb dsBgDDC sobre els nivells de BgDDC i
BgActina5C. Es van injectar 2 ug de dsBgDDC o bé dsMock a femelles de sisena fase recentment
emergides i es van analitzar els nivells d’'mRNA cinc dies després en |'epidermis. Els nivells de
BgActina5C es van mesurar com a referencia. Cada mostra és representativa de cinc répliques.

Un cop confirmada l'efectivitat del dsBgDDC, es va estudiar el seu efecte durant el
procés de pigmentacié que té lloc en la muda imaginal. Es van tractar femelles d’ultima fase
nimfal amb 2 pug de dsBgDDC o amb dsMock i es va observar el desenvolupament durant la
sisena fase nimfal. Vuit dies després, tots les femelles tractades amb dsBgDDC (n=45) i amb
dsMock (n=10) van mudar a adult. No obstant, les femelles adultes que havien estat tractades
amb dsBgDDC no pigmentaven correctament la cuticula, presentant una cuticula molt més
pal-lida que les femelles dsMock, i les zones amb taques de pigmentacié negra estaven reduides.
Concretament, no presentaven la taca entre les antenes, les linees del pronot estaven reduides, i
tan les dels cercs com les de les antenes eren més clares (Figura 5.9). Aixi doncs, el fenotip
obtingut en interferir BgDDC és semblant al fenotip de la pigmentacié de la interferéncia de
BgE74, el que suggereix que els problemes de pigmentacié que presenten les paneroles amb els

nivells d’E74 reduits es poden deure a una caiguda dels nivells de la BgDDC.

5.2.4.2. BgE74 regula I'expressié de la BgDDC a B. germanica

Un cop clonat un fragment de la BgDDC i comprovat tant el seu patré d’expressié com la
seva funcié en la pigmentacié de B. germanica mitjancant la técnica d’RNAi in vivo, es va

procedir a estudiar si el factor de transcripcié BgE74 regulava I'expressié de la BgDDC tal i com
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dsMock

dsBgDdc

Figura 5.10. Efecte del silenciament de BgDDC en el patré de pigmentacio de B. germanica. Es
van tractar femelles de sisena fase nimfal amb 2 pug de dsBgDDC o dsMock i es van analitzar
després de la muda imaginal. (A) Femella tractada amb dsMock, representant I'aspecte normal
d’un adult. Visié dorsal (esquerra) i ventral (dreta). (B) Femella tractada amb dsBgDDC on es
poden observar les alteracions en la pigmentacié. Visié dorsal (esquerra) i ventral (dreta). Escala:
2 mm.
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suggereixen els resultats anteriors. Per aix0, es van mesurar els nivells d’mRNA de BgDDC en
I'epidermis de femelles tractades amb dsBgE74. Aixi, es van tractar femelles de sisena fase amb
3 pg de dsBgE74 o amb dsMock i es van analitzar els nivells d’mRNA de BgDDC mitjangant RT-
PCR durant I'dltim dia de sisena fase nimfal i els dos primers dies de la fase d’adult. L'expressio
de 'mRNA de BgDDC de les femelles tractades amb dsBgE74 esta reduida en els tres dies
analitzats respecte als nivells de les femelles tractades amb dsMock. Aquest resultat ens

demostra que la interferéncia de BgE74 afecta els nivells d’expressié de la BgDDC.

A continuacié, es van mesurar els nivells d’'mRNA d’altres receptors nuclears implicats en
la resposta de la 20E per tal de determinar I'eix regulador de I'expressié de la BgDDC. Els
receptors nuclears que es van analitzar van ser BgE75A, BgE75B, BgHR3 i BgHR4, ja que formen
I’eix regulador implicat en la regulacié de la DDC a M. sexta (Hiruma i Riddiford, 2009). Aixi,
I’4ltim dia de la sisena fase nimfal, els mRNA de BgE75A, BgE75B i BgHR4 s’expressen més en les
femelles tractades amb dsBgE74 que en les tractades amb dsMock. En mudar a adult, I'expressio

de BgHR3 i BgE75 és més baixa en les femelles tractades amb dsBgE74 respecte a les tractades

amb dsMock.
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Figura 5.11. Efecte de la interferéncia de BgE74 sobre I’expressié de la BgDDC i sobre els
receptors nuclears BgHR3, BgE75A, BgE75A i BgHR4 durant el final de la sisena fase nimfal a B.
germanica. Les femelles de sisena fase nimfal recentment emergides van ser tractades amb 2 ug
de dsBgE74 i es van mesurar els nivells d’'mRNA dels diferents transcrits mitjancant RT-PCR vuit,
nou i deu dies després. Els nivells de BgActina5C es van mesurar com a referencia. Cada mostra
és representativa de quatre repliques.
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D’aquesta manera, es va demostrar que la interferencia del factor de transcripcié BgE74
produeix una lleugera alteracié en alguns dels factors implicats en el senyalitzacié de la 20E i
com ha resultat d’aquesta desregulacid, els nivells d’mRNA de la BgDDC es troben disminuits en

I’epidermis de B. germanica.

5.3. DISCUSSIO

En aquest capitol s’ha estudiat la funcid del factor de transcripcié BgE74 durant el
desenvolupament nimfal de B. germanica, mitjancant la técnica d’RNAi in vivo. Aixi, el
tractament amb dsBgE74 afecta de manera significativa I'ecdisi. Un 5% de les femelles
interferides per BgE74 no es poden desprendre de la cuticula antiga i moren 9-10 dies després
del tractament. A més, la resta de femelles interferides per BgE74 que muden a adult presenten
problemes relacionats amb I'écdisi, que consisteixen en un mal desplegament de les ales,

malformacio de les quetes i una alteracié del procés de pigmentacié de la nova cuticula.

L'ecdisi és el procés mitjangant el qual els insectes sintetitzen una cuticula nova i es
desprenen de l'antiga. Degut a I'exosquelet quitinds, aquest procés és clau per continuar
creixent i ha d’estar regulat de manera precisa. Aixi, I'ecdisi es pot dividir en tres fase
anomenades pre-écdisi, ecdisi i post-ecdisi, cada una d’aquestes fases esta regulada per
diferents hormones peptidiques i neuropéeptids. Les dos principals hormones que activen aquest
procés son la PETH (Pre-Ecdysis Triggering Hormone) i I'ETH (Ecdysis Triggering Hormone), que
son produides per les cel-lules Inka i alliberades a 'hemolimfa. A més d’aquestes dues hormones
hi ha altres neuropeptids que també regulen les diferents fases de I'ecdisi. Aquest factors sén
alliberats pel sistema nervids central i destaquen I'EH (Ecdysis Hormone), CCAP (Crustacean
CardioActive Peptide) i la corazonina, que es sintetitza a les cél-lules neurosecretores laterals del
cervell i produeix I'alliberacié de I'ETH de les cél-lules Inka de B. mori i M. sexta (Zitnan i Adams,
2005). L'EH s’ha aillat a varis insectes entre els que destaquen M. sexta, B. mori i D.
melanogaster, no obstant aix0, la seva funcié només ha estat estudiada a M. sexta, on també
produeix l'alliberacié de I'ETH en les cél-lules Inka. En la resta d’insectes on s’ha clonat es
desconeix la seva funcié (Zitnan et al., 2007). Per altra banda, la PETH i I'ETH s’han identificat als
lepidopters M. sexta (Zitnan et al., 1996) i B. mori(Zitnan et al., 2002), a I'himenopter A. mellifera
(Hummon et al., 2006), als coleopters T. castaneum (Amare i Sweedler, 2007; Arakane et al.,
2008) i Tenebrio molitor (Roller et al., 2010), als dipters D. melanogaster (McNabb et al., 1997),
A. gambiae (Zitnan et al., 2003) i A. aegypti (Dai i Adams, 2009), i als ortopters Periplaneta

americana, Schistocerca americana i el grill Gryllus sp. (Roller et al., 2010). A dipters i lepidopters
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s’ha demostrat que I'expressié de la PETH i de I'ETH s’activa a les cél-lules Inka quan hi ha nivells
elevats d’ecdisteroides a ’hemolimfa, un o dos dies abans de I’écdisi. L’alliberament de les dues
hormones a ’lhemolimfa es produeix unes hora abans de I’écdisi, quan hi ha un descens en els
nivells d’ecdisteroides i s’expressa BFtz-F1 (Zitnan i Adams, 2005; Zitnan et al., 2007). La funcid
de les dues hormones ha estat estudiada en els dos lepidopters, a D. melanogaster, a T.
castaneum i a A. aegypti, i en tots els casos s’ha demostrat que sén necessaries per al procés
d’ecdisi (Arakane et al., 2008; Dai i Adams, 2009; Park et al., 2002; Zitnan i Adams, 2005).
Finalment, la post-écdisi esta controlada per bursicon, un neuropéptid que regula I'expansio de
les ales i I'esclerotitzacid i la pigmentacié de la nova cuticula i que esta secretat per dos grups
diferents de neurones (Dewey et al., 2004; Peabody et al., 2008). El seu receptor és rickets i s’ha
demostrat que ni els mutants per I'hormona ni pel seu receptor poden realitzar correctament
I’expansio de les ales ni esclerotitzar ni pigmentar la nova cuticula (Baker i Truman, 2002; Dewey
et al., 2004). Curiosament, la interferéncia de bursicon en el coleopter T. castaneum produeix
defectes en el desplegament dels elitres perd no afecta la pigmentacid de la cuticula (Arakane et

al., 2008).

En aquest punt, faltaria respondre al mecanisme a través del qual una disminucié dels
nivells d’mRNA de BgE74 afecta el procés d’ecdisi. Per un costat els nivells hemolifmatics de 20E
regulen l'alliberacié de PETH i ETH, per tant la interferéncia dels factors implicats en la seva
senyalitzacié poden afectar la sintesi i alliberament d’aquestes hormones. A B. germanica, s’han
descrit defectes semblants en I'ecdisi de femelles de sisena fase nimfal interferides per BgEcR,
BgUSP, BgHR3, o BgFtz-F1. En la majoria dels casos les nimfes tractades sintetitzen la nova
cuticula perdo no poden trencar I'antiga i moren 9-10 dies després del tractament. Un
percentatge menor aconsegueix mudar i presenta desplegament incorrecte de les ales i les
tegmines i malformacid de les quetes de les potes (Cruz, 2006; Maestro, 2008; Mane-Padros,
2007). Curiosament, tot i els defectes descrits, en cap dels casos anteriors s’han observat
alteracions en la pigmentacid, fet que suggereix que només la interferéncia de BgE74 afectaria
aquest procés. Aixi doncs, el tractament amb dsBgE74 podria afectar tant els nivells de PETH i
ETH com els nivells de bursicon, ’hormona de pigmentacié dels insectes. Malgrat desconeixer
amb exactitud quin és el mecanisme a través del qual BgE74 regula el procés de post-ecdisi si
que hem identificat un dels gens diana d’aquesta senyalitzacié. Es tracta de la BgDDC, que
codifica per un enzim que converteix la Dopa en Dopamina i participa en els processos de
pigmentacid, esclerotitzacid, cicatritzacid, defensa contra parasits i el comportament dels
insectes (Hodgetts i O'Keefe, 2006). El gen de la DDC ha estat clonat en diferents insectes

holometabols: els dipters D. melanogaster (Morgan et al., 1986), A. gambiae (Paskewitz i Yreev,
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2008) i A. aegypti (Ferdig et al., 1996), els coleopters T. molitor (Kim et al., 2000) i T. castaneum
(Arakane et al., 2009) i els lepidopters B. mori (Noguchi i Hayakawa, 2001), M. sexta (Hiruma i
Riddiford, 1985) i Papilio xuthus (Futahashi i Fujiwara, 2005). La funcié de I'enzim de la DDC en la
pigmentacié ha estat estudiada a D. melanogaster, on la majoria de larves mutants de DmDDC
son letals pero les poques que sobreviuen presenten problemes de pigmentacié en I'adult
(Wright et al., 1976). En el cas del coleopter T. castaneum, la interferéncia de TcDDC durant la
pupa produeix un retard d’unes hores en la pigmentacié de I'adult recentment emergit i acaba
assolint un color lleugerament més fosc que un individu control (Arakane et al., 2009). En la
papallona P.xuthus, s’"ha demostrat que la inhibicié de I'enzim evita I'aparicié de pigmentacié en
cultius in vitro d’epidermis (Futahashi i Fujiwara, 2005). Els nostres resultats a B. germanica
indiguen que la interferéencia de BgDDC afecta la pigmentacié de I'adult, produint una
disminucié del pigment marré en tota la cuticula i una menor quantitat de pigment negra en les

taques caracteristiques d’aquesta fase.

La regulacié de I'expressi6 de DDC també ha estat motiu d’estudi. Aixi, MsDDC
s’expressa a I'epidermis de M. sexta al final de cada fase del cicle, coincidint amb la caiguda dels
nivells de 20E (Hiruma et al., 1995; Hiruma i Riddiford, 1985, 1990; Hiruma et al., 1985). S’ha
demostrat que a I'epidermis de M. sexta s’expressen de manera seqliencial diferents factors de
la cascada de senyalitzacio de la 20E: MsE75B, MsHR3, MsHR4 i MsBFtz-F1. L'expressié d’aquests
factors forma un eix transcripcional que regularia I'expressié de MsDDC. Tot i que encara no es
sap quin és I'efecte que exerceixen la majoria de factors implicats si que es sap que, MSE75B i
MsHR4 inhibeixen I'expressié de la MsDDC in vitro (Hiruma i Riddiford, 2007, 2009). A D.
melanogaster, també s’ha demostrat que I'expressid de la DmDDC esta regulada per la 20E i que
un dels factors implicats en la seva regulacid és el factor de transcripci6 DmBr-C (Chen et al.,
2002a). A més, també s’ha identificat un altra dels factors implicats en la regulacié de DmDDC, el
receptor nuclear DmHR38. Aquest activaria I'expressié de la DmDDC en I'epidermis de la mosca
mitjancant la interacci6 amb DmEcR (Davis et al., 2007). Remarcablement, els mutants de
DmE74A a D. melanogaster produeixen un pupari més clar que els salvatges, indicant una
possible relaci6 amb I'expressié de la DmDDC (Fletcher et al., 1995). Els nostres resultats
indiquen que la regulacié de la DDC per part de la 20E també es déna a B. germanica. Aixi, hem
demostrat que la BgDDC s’expressa a |'epidermis de la panerola durant les dues ultimes fase
nimfals i que la seva expressié disminueix coincidint amb la maxima concentracié de 20E a
I’'hemolimfa. Pel que fa a la seva regulacié per part dels factors de la via de senyalitzacié de la

20E, hem comprovat que la interferencia de BgE74 afecta I'expressié de BgDDC durant els ultims
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dies de la darrera fase nimfal i que una serie de gens implicats en la via de senyalitzacié de la 20E

també veuen afectada la seva expressio.

A més, les femelles adultes tractades amb dsBgE74 presenten alteracions en les
estructures de locomocié i adhesié a superficies llises. Aquestes alteracions en I'adhesié no
s’havien observat en les femelles de B. germanica interferides per altres factors de la via de
senyalitzacié de la 20E i que presentaven problemes associats a I’ ecdisi en mudar a adult.
Aquests resultats ens indiquen que I'afectacid en I'adhesié no esta produida per problemes
associats a I’ ecdisi sind que seria un procés independent. El fet que en interferir BgE74 en la
quarta i cinquena fase nimfal no es produeixi cap efecte en I'adhesié, en suggereix que durant la
muda imaginal tenen lloc una serie de processos exclusius en les estructures de locomocio i
adhesié que estarien regulats per BgE74. L'observacid microscopica d’aquestes estructures
suggereix que l'afectacié estaria a nivell de sintesi o secrecid de la substancia que es troba a
I'interior de I'arolium i de les euplantules, i que confereix la capacitat d’adhesié a aquestes
estructures. Fins al moment, les investigacions al voltant de les estructures de locomocié i
adhesié dels insectes s’han centrat en la mecanica (Clemente i Federle, 2008; Drechsler i
Federle, 2006; Federle i Endlein, 2004), pero no s’ha estudiat el mecanisme de sintesi i
alliberament d’aquestes substancies. Només trobem I'estudi de la composicié de la substancia a
I'ortopter Locusta migratoria, sent una emulsié de gotes lipidiques en un medi aquéds d’alta

viscositat, fet que li conferiria les seves propietats adherents (Votsch et al., 2002).

Aixi doncs, les funcions de BgE74 descrites a B. germanica difereixen de les descrites fins
ara en insectes holometabols. A D. melanogaster, la mutacidé de qualsevol de les dues isoformes
és letal i cap de les pupes arriba a I'estadi adult. Les larves que presenten mutada la isoforma
DmE74A moren al final de la metamorfosi i les que presenten mutat DmE74B moren al principi
de la metamorfosi, quan es produeix la eversié del cap (Fletcher et al.,, 1995). A més de ser
necessari per la metamorfosi, DmE74A esta implicat en la mort cel-lular programada de les
glandules salivals de la mosca, regulant I'expressié de head involution efective (hid), inductor de
la mort cel-lular (Jiang et al., 1997). Pel contrari, durant la mort cel-lular programada de I'intesti
de la mosca durant la metamorfosi, DmE74A no exerceix cap paper regulador de I’ apoptosi (Lee
et al., 2002). En els lepidopters on s’ha clonat £74, tot i que no s’ha demostrat la seva funcid s’ha
estudiat la seva expressié en diferents teixits. A B. mori, les dues isoformes de BmE74
s’expressen a les glandules anteriors secretores de la seda i els seus patrons d’expressio

indiquen que també podrien estar relacionades amb la mort cel-lular programada d’aquestes
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glandules (Sekimoto et al., 2007). A M. sexta, s’ha clonat i caracteritzat el patré d’expressié de
MsE74, i els autors suggereixen que MsE74B podria tenir un paper similar durant la metamorfosi
al de DmE74B, ja que els patrons d’expressié sén semblants (Stilwell et al., 2003). Per altim, al
mosquit A. aegypti s’ha demostrat que AaE74B regula I'expressié del gen de la vitel-logenina tan
in vivo com in vitro, mentre que, per contra, AgE74A no afecta I'expressid d’aquest gen. La
regulacié de la vitel-logenina per part d’AaE74B sembla que es produeix mitjangant I'interaccid
proteina — proteina amb el receptor heterodimeric de la 20E, format per EcR-USP (Sun et al.,

2005).
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Clonatge i caracteritzacid del receptor nuclear BgSvp

6.1. ANTECEDENTS

Un cop clonat el factor de transcripcié BgE74, s’han clonat i caracteritzat la totalitat dels
gens primerencs de la cascada de senyalitzacié de la 20E aixi com el seu receptor heterodimeric.
A part dels factors que formen part del model d’Ashburner també hi ha altres receptors nuclears
que regulen l'accié d’EcR/USP inhibint-ne el senyal, aquests sén: HR38, HR78 i Svp. El seglient
pas és clonar aquests inhibidors de la via de senyalitzaciéd de la 20E a B. germanica. Aixi,
I’objectiu experimental d’aquest capitol és el clonatge de Seven Up (Svp), receptor nuclear que
només ha estat clonat en insectes holometabols. Svp va ser identificat per primera vegada a D.
melanogaster com un gen implicat en la diferenciacioé dels tipus cel-lulars en 'ommatidi (Mlodzik
et al.,, 1990). En aquesta mosca, hi ha dues isoformes descrites, DmSvpA i DmSvpB. DmSvpB
presenta tots els dominis caracteristics dels receptors nuclears, mentre que DmSvpA té el domini
LBD truncat, de manera que la seva regié C-terminal té una seqiieéncia de 293 aminoacids sense
cap similitud amb altres receptors nuclears. Curiosament, a la resta d’insectes on s’ha clonat, els
coleopters T. castaneum i T. molitor, I'himenopter A. mellifera, el lepidopter B. mori, el dipter A.
aegypti i I'ortopter S. gregaria només s’ha descrit una isoforma (Broadus i Doe, 1995; Miura et
al., 2002; Mlodzik et al., 1990; Mouillet et al., 1999; Tan i Palli, 2008; Togawa et al., 2001;
Velarde et al., 2006). L’homoleg de Svp a vertebrats és COUP-TF (Chiken Ovalbumin Upstream
Promoter Transcription Factor), que principalment modula el senyal hormonal de diferents
receptors nuclears, ja sigui competint per llocs d’'unié a ADN o la heterodimeritzacié a RXR o
altres receptors (Pereira et al., 2000; Tsai i Tsai, 1997). Analisis detallats han demostrat que
COUP-TF pot unir-se a diferents elements d’unié formats per repeticions directes de tipus DR3,
DR4 i DRS5, del motiu simple 5’-AGGTCA-3’. A més, també pot unir-se als elements de resposta on
s’uneixen el receptor de la vitamina D (VDR), el receptor del hormona tiroidal (TR) i el receptor
d’acid retinoic (RAR). Mitjangant aquesta competicid directa pels llocs d’unié, COUP-TF reprimeix
la induccid dels gens diana de VDR, TR i RAR (Cooney et al., 1993; Cooney et al., 1992). Per altra
part, COUP-TF també pot formar heterodimers amb RXR, disminuint d’aquesta manera la
concentracié d’RXR disponible per formar heterodimers amb altres receptors i inhibint les vies

de senyalitzacio en les que estan implicats aquests (Kliewer et al., 1992).

En els insectes, mitjancant experiments in vitro, s’ha demostrat que Svp pot modular la
resposta de la 20E a D. melanogaster interactuant amb USP (Zelhof et al., 1995). A més, a A.
aegypti s’ha demostrat que AaSvp reprimeix la via de senyalitzacié d’ecdisteroides durant la

vitel-logenesi. En aquest mosquit, mitjangant experiments de coimmunoprecipitacié fent servir
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extractes nuclears a partir de cos gras de femelles, s’"ha demostrat que AaSvp interactua amb
AaUSP. En assaigs de transfeccid cel-lular, AaSvp reprimeix l'activacidé de gens a través de
I’'heterodimer EcR-USP (Zhu et al., 2003). Per ultim, a T. castaneum s’ha demostrat, mitjancant
experiments d’RNAi in vivo, que Svp és necessari per que es produiexi correctament el procés de
la metamorfosi, tot i que no s’ha demostrat que interactui amb cap dels components del

receptor de la 20E (Tan i Palli, 2008).

Aixi doncs, en aquest capitol es descriu el clonatge de dos cDNAs que codifiquen pels
homolegs de Svp a la panerola B. germanica i que s’han anomenat BgSvpA i BgSvpB.
Posteriorment, s’ha realitzat una analisi de les seqiiéncies i s’"han comparat amb les de diferents
insectes i vertebrats. A més, s’"ha comprovat la capacitat d’unié d’ambdues isoformes a diferents
elements de resposta i finalment, s’ha analitzat I'expressié relativa en diferents teixits i la seva

expressio en dos teixits concrets durant les dues ultimes fases nimfals.

6.2. RESULTATS

6.2.1. Clonatge de dos cDNAs corresponents a dues isoformes del receptor nuclear
Seven Up a B. germanica

El clonatge de I'homoleg de Svp a B. germanica es va dur a terme mitjancant la técnica
d’RT-PCR utilitzant oligonucleotids degenerats dissenyats en la regié que presentava la major
identitat entre les diferents seqiieéncies de Svp descrites a insectes. Aixi, es va amplificar un
primer fragment de 120 parells de bases, que un cop analitzat es va confirmar que corresponia a
I’'homoleg de Svp a B. germanica. La seqiiencia es va completar combinant les técniques de 5'- i
3’-RACE, tal com es descriu en I'apartat 3.4. Finalment, es van obtenir dos cDNAs diferents que
corresponien a dues isoformes de Svp a B. germanica i que es van anomenar BgSvpA i BgSvpB,
d’acord amb la nomenclatura utilitzada a D. melanogaster. Tot i aixi, no s’ha pogut clonar la
seqliéncia completa, ja que falta una part del domini A/B, I'extrem 5’ de la molécula, comu en
les dues isoformes. La grandaria de BgSvpA és de 954 nucleotids (que codifica per una proteina
de 318 aminoacids) i la de BgSvpB és de 1182 nucleotids (394 aminoacids). Les dues isoformes
presenten els dominis caracteristics dels receptors nuclears, tot i que difereixen en el domini
LBD (Figura 6.1.). Les dues isoformes presenten un domini A/B de 50 aminoacids, un domini DBD
de 66 aminoacids i una regid frontissa de 49 aminoacids, exactament iguals. BgSvpB presenta un
domini LBD de 217 aminoacids i una regié F de 14 aminoacids. Pel contrari, I'LBD de la isoforma

A només té 139 aminoacids, dels quals els Ultims 21 no es troben a cap altra seqiiéncia de
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receptors nuclears. El DBD conté les vuit cisteines necessaries per formar I'estructura tipica de
dos dits de zinc que ddna la capacitat per reconeixer i unir-se a seqliencies de DNA especifiques.
El primer dit de zinc conté la caixa P i és necessari pel reconeixement de la seqliencia a la que
s’ha d’unir el receptor. El segon dit de zinc conté la caixa D, implicada en la dimeritzacié. Per
altra part, 'LBD és el domini encarregat del reconeixement del lligand i la transactivacié
depenent de lligand, presenta una estructura formada per dotze helix-a, necessries per la
conformacié tridimensional del receptor que permet la unié al lligand. En aquesta regid es troba
el domini de transactivacidé AF-2, que es localitza dins de I'helix-12. En el cas de BgSvpA, en estar

I'LBD incomplet, li manquen les 4 ultimes helix-a, i per tant, el domini AF-2 (Figura 6.2.A i B).

A/B DBD FRN LBD
BgSvpA 50 66 49 139 14
BgSvpB 50 66 i) 229

Figura 6.1.- Representacié esquematica de les dues isoformes de Svp a B. germanica. Els
dominis funcionals s’indiquen amb negreta i els numeros dins dels requadres representen el
nombre total d’aminoacids de cada domini.

6.2.2. Compracio de les seqiiéncies de Seven Up d’artropodes i vertebrats

Una vegada obtingudes les seqiiéncies d’aminoacids de BgSvp, es va realitzar un estudi
comparatiu amb les seqiiéncies dels seus homolegs a artropodes, incloent a més els homolegs
de quatre espeécies de vertebrats. Concretament, es van fer servir les seqtiencies dels COUP-TF
de Xenopus laevis, Danio rerio, Mus musculus i Homo sapiens. En les espeécies de vertebrats on
s’han descrit homolegs de COUP-TF s’han trobat dues isoformes que presenten diferéncies tant
en el DBD com en I'LBD. Per fer aquest estudi es van seleccionar dos dominis, 'LBD i el DBD. Tal i
com es mostra a la taula 6.1, la identitat entre el DBD de B. germanica i la resta d’isoformes és
molt elevada, per sobre del 94,4%, en totes les seqliéncies estudiades. El percentatge d’identitat
de I'LBD encara és més elevat dins dels insectes, arribant fins al 99,5%. Els alts valors d’identitat
entre els diferents dominis confirmen que Svp/COUP-TF és el receptor nuclear més conservat. A
més, hem comparat la grandaria dels diferents dominis de SvpB de les mateixes especies que
I'apartat anterior. Tal i com es pot veure a la Figura 6.3, el domini amb una grandaria més
variable és el A/B. Tant els dos dominis més conservats, el DBD i L'LBD, com la regi6 frontissa

tenen una grandaria practicament idéntica entre les diferents espécies comparades.
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B
1 ggtaagtgtgacaaacagcagtctcctgccgctactgaagggcgtaactccaagcatgac
166G K ¢ b K O QS P AATE G R N S K H D

61 aagtaggttgcattttaatatgcgcgaggtgttaaactggagctacttgttctctaacge
21 K *

121 acctctgtttatttctccactactaatttaatgacacggatgcctacaaatcaacatctt
181 agaatgggtgcaattcgttttgtagtacagtgtggagagctggctgtcactttactttta
241 aactcctagggcgtcggt 258

Figura 6.2.- Seqiiéncia de nucleotids i aminoacids de les dues isoformes del receptor nuclear
Svp a B. germanica. (A) Seqiiencia de nucleotids i aminoacids de BgSvpB; els requadres indiquen
les regions DBD i LBD, entre aquests dos dominis es troba la regio frontissa i després de I'LBD hi
ha la regié F. En negreta i subratllat, dins del DBD, s’indiquen la caixa P i la caixa D
respectivament, corresponents als dos dits de zinc, i que confereixen la capacitat d’'unié a DNA.
En doble subratllat, dins de I'LBD, es marquen les 12 helix-a necessaries per la conformacid
tridimensional. La fletxa en I'aminoacid 256 indica el comencament de la regié especifica de
cada isoforma (B) Seqliencia de nucleotids i aminoacids de la part especifica de BgSvpA
corresponent a I'extrem 3’ de la seqliéncia.

Taula 6.1. Percentatges d’identitat dels DBD i LDB de SvpB i COUP-TF de diferents espécies
d’insectes i vertebrats en relacié a BgSvpB de B. germanica. Les seqiiéncies es van alinear amb
el programa ClustalX i els percentatges d’identitat es van obtenir mitjangant el programa
Genedoc. Els diferents homolegs de BgSvpB es van ordenar segons el percentatge d’identitat del
DBD.

Nom Especie Ordre DBD | LBD
AmSvpB Apis mellifera Hymenoptera | 98,6 | 99,5
ApSvpB Acyrthosiphon pisum Homoptera | 98,6 | 98,6
DmSvpB Drosophila melanogaster Diptera 98,6 | 98,1
AaSvpB Aedes aegypti Diptera 97,2 | 98,1
TcSvpB Tribolium castaneum Coleoptera | 97,2 | 95,8
BmSvpB Bombyx mori Lepidoptera | 95,8 | 95,8

HsCOUP-TF1 Homo sapiens Primats 95,8 | 94,0
MmCOUP-TF1 Mus musculus Rodentis 95,8 | 94,0
XICOUP-TF1 Xenopus laevis Anura 95,8 | 94,0
DrCOUP-TF1 Danio rerio Cypriniformes | 95,8 | 93,5
HsCOUP-TF2 Homo sapiens Primats 94,4 | 94,0
MmCOUP-TF2 Mus musculus Anura 94,4 | 94,0
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A/B DBD  FRN LBD
-
I R £ S5 KT I R
MmCOUP-TF2
MmCOUP-TF2
DrCoUP-TF

Figura 6.3. Comparacié dels dominis estructurals de la isoforma BgSvpB de B. germanica amb
SvpB d’altres espécies d’insectes i varis COUP-TF de vertebrats. Representacié esquematica de
la isoforma SvpB; els dominis estructurals es troben indicats sobre BgSvpB. Els nimeros dins de
cada requadre representen el nombre d’aminoacids del domini. Les espécies analitzades son D.
melanogaster (DmSvpB), T. castaneum (TcSvpB), A. aegypti (AaSvpB), B. mori (BmSvpB), A.
mellifera (AmSvpB), Acyrthosiphon pisum (ApSvpB), Homo sapiens (HsCOUP-TF), Mus musculus
(MmCOUP-TF), Danio rerio (DrCOUP-TF) i Xenopus laevis (XICOUP-TF).

6.2.3. Capacitat d’unié a DNA de les dues isoformes de Svp de Blattella germanica

Tal i com hem descrit a la introduccid, els receptors nuclears s’uneixen a elements de
resposta de I'DNA, que consisteixen en repeticions, directes o invertides, de la seqiiéncia
consens 5’-AGGTCA-3’. Aquestes repeticions poden estar separades per un nombre variable de
nucleotids, generalment d’ un a cinc. Tot i que molts receptors nuclears formen heterodimers
amb RXR/USP alguns poden unir-se als elements de resposta com a homodimers. En aquest
sentit, COUP-TF es va caracteritzar com un homodimer capag¢ d’unir-se a repeticions directes
separades per un nucleotid DR1. Posteriorment també es va veure que es podia unir a DR3, DR4
i DR5 (Tsai i Tsai, 1997). L'especificitat d’'unié també s’ha estudiat en els homolegs de Svp a D.
melanogaster i a A.aegytpi mitjancant assaigs EMSA. Aixi, les dues isoformes de DmSvp i AaSvp

s’uneixen a elements de resposta de tipus DR1. Amb aquests precedents es va
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Figura 6.4.- Caracteristiques d’unié a DNA de les dues isoformes de Svp de B. germanica. (A)
Assaig EMSA per comprovar la capacitat d'uni6 a DNA de BgSvpA i de BgSvpB. En cada
experiment d’'unié es va utilitzar 1 pl de reaccid TNT de cada proteina. Com a sonda es va
utilitzar un oligonucleotid que contenia I'element de resposta a ecdisteroides present en el
promotor de hsp27 marcat radioactivament amb P*2. Com a competidor especific es va utilitzar
un excés del mateix element de resposta sense marcar. (B) Seqiiéncies consens d’unié de Svp.
Element de repeticid directa (DR1) i de repeticié inversa (IR).
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realitzar un assaig d’unié a DNA per EMSA utilitzant les proteines BgSvpA i BgSvpB, sintetitzades
mitjancant una transcripcio i traduccio in vitro (TNT) (Apartat 3.10). Com a sonda de DNA es va
fer servir un element de tipus DR1 marcat radioactivament. Tal i com mostra la Figura 6.4, tant
BgSvpA com BgSvpB s’uneixen com a homodimers a aquest element. L’especificitat d’'unié a DR1
es va confirmar competint la unié amb un excés de DR1 sense marcar. Pel contrari, cap de les

dues isoformes es van unir a elements de resposta de tipus IR.

6.2.4. Patrons d’expressio de BgSvp durant el desenvolupament de B. germanica

Un cop clonades les dues isoformes de BgSvp es va estudiar la seva expressié en
diferents teixits de B. germanica mitjangant Q-PCR. Per aix0, es van fer servir oligonucleotids
especifics per tal d’amplificar les dues isoformes per separat, tal i com es descriu a I'apartat 3.12.
Els teixits que es van fer servir van ser els corpora allata (CA), ovari, cos gras, glandules
colaterals, intesti, cervell i glandula protoracica (GP) de nimfes de sisena fase. Com es pot veure
a la figura 6.5, les dues isoformes de BgSvp s’expressen principalment en els CA i
minoritariament al cos gras. En la resta de teixits ambdos transcrits sén practicament

indetectables.

A 13 B 13
M BgSvp A M BgSvp B
o 0,84 o 0,84
2 _2
L4 -
io o
@ 06 o 06
0 2
wi wi
g oM g 04
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g o2 g 0,2
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CA Ovari CG GP  Cervell Gl Col. Intesti CA  Owvari CcG GP  Cervell Gl Col. Intesti

Figura 6.5.- Expressio relativa de les dues isoformes de BgSvp en diferents teixits de B.
germanica. L’'estudi de I'expressié dels mRNA de BgSvpA i BgSvpB es va realitzar mitjangant RT-
PCR de temps real (Q-PCR). Els teixits analitzats sén corpora allata (CA), ovaris, cos gras (CG),
glandula protoracica (GP), cervell, glandules colaterals i intesti. Els resultats es mostren com a
quantitat relativa d’expressid respecte a |'expressid dels CA. Els valors representats sén el
promig de quatre répliques.

A continuacid, es va caracteritzar el patré d’expressioé de BgSvpA i BgSvpB mitjangant RT-
PCR fent servir oligonucleotids especifics de cada isoforma en els dos teixits on més s’expressen,
els CAi el cos gras. Els CA sdn els organs encarregats de la produccio de I’'HJ i el cos gras és el
principal teixit metabolic i és I'analeg al fetge i el teixit adipds de vertebrats. Com es pot veure a
la figura 6.6, en els dos teixits estudiats, I'expressié de BgSvpA i BgSvpB és constant durant les

dues ultimes fases nimfals. Aquests patrons suggereixen que les isoformes de BgSvp no
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responen a la 20E, ja que I'expressid de I’'hormona és ciclica durant les dues ultimes fases

nimfals, augmentant la concentracié a la meitat de cada fase.

Penultima (52)
fase nimfal

Ultima (62)
fase nimfal
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Figura 6.6.- Patrons d’expressid de BgSvp durant les dues ultimes fase nimfals de B.
germanica. Es van mesurar els nivells dmRNA de BgSvpA i BgSvpB mitjancant RT-PCR als
corpora allata (CA) i al cos gras (FB) de femelles de cinquéna i sisena fase nimfal. Els nivells de
BgActina5C es van usar com a referéncia. A la part superior es mostren els nivells hemolimfatics
de la 20E segons Cruz et al (2003). Cada mostra és representativa de tres repliques.

6.3. DISCUSSIO

En aquest capitol s’ha descrit el clonatge i I'analisi estructural de dues isoformes del
receptor nuclear Seven Up a B. germanica, anomenades BgSvpA i BgSvpB. Les dues isoformes
presenten |'organitzacié modular caracteristica de la familia dels receptors nuclears. La similitud
amb les sequéncies de D. melanogaster ens ha permeés classificar les isoformes segons la

nomenclatura en la mosca (Mlodzik et al., 1990). A més de D. melanogaster, Svp s’ha clonat a A.
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aegypti (Miura et al., 2002), T. castaneum (Tan i Palli, 2008), A. mellifera (Velarde et al., 2006), T.
molitor (Mouillet et al., 1999), i B. mori (Togawa et al., 2001), i parcialment a l'insecte
hemimetabol Schistocerca gregaria (Broadus i Doe, 1995). Curiosament, en tots aquest insectes
només s’ha clonat una isoforma d’Svp, homodloga de BgSvpB. Una analisi en detall de la
seqliencia de BgSvpB de B. germanica respecte a les dels diferents homolegs d’insectes i
vertebrats, ens indica que tant el DBD com I'LBD sén les regions més conservades, presentant
una identitat per sobre del 95%. Aquests resultats ens confirmen que la subfamilia de COUP-
TF/Svp és la més conservada de tots els receptors nuclears (King-Jones i Thummel, 2005; Tsai i
Tsai, 1997). EI DBD de les dues isoformes de BgSvp presenta la caixa P, essencial pel
reconeixement especific dels llocs d’unid, i la caixa D, necessaria per la dimeritzacié. En el cas de
I’'LBD és aqui on es troben les diferencies significatives entre les dues isoformes. BgSvpA no té la
seqliencia completa de I'LBD i li manquen varies de les hélix-a que presenten els receptors
nuclears i que permeten conformar la totalitat de I'estructura tridimensional del domini,
necessaria per unir-se al lligand. En canvi, BgSvpB si que té I'LBD complet, i amb totes les helix-a
necessaries. En el cas de COUP-TF s’ha estudiat |'estructura tridimensional de I'LBD i s’ha
comprovat que quan no esta unit a lligand es troba en un estat d’autorepressid, ja que el domini
AF-2 es troba inaccesible per a corepressors i coactivadors. Fins al moment, la familia Svp/COUP-
TF forma part del receptors nuclears orfes, sense Iligand conegut: tot i aix0, s’ha demostrat que
COUP-TF pot unir-se a acids retinoics perd a una concentracié6 molt més elevada que la
fisiologica, descartant-lo com a lligand. No obstant aix0, amb aquest resultat es demostra que
I'LBD de COUP-TF té capacitat d’unié a lligand i que aquesta unié permet que el receptor s’activi

i canvii la conformacié d’autorepressié (Kruse et al., 2008).

Mitjancant un assaig EMSA hem demostrat que les dues isoformes de BgSvp a
B.germanica es poden unir a elements de resposta d’'DNA de tipus DR1. Aquest resultats
coincideixen amb els obtinguts a D. melanogaster, on tant DmSvpA com DmSvpB poden unir-se
com a homodimers a diferents elements de resposta (Zelhof et al., 1995) i a A. aegypti, on
també s’ha estudiat la capacitat d’unié al DNA de AaSvp. En el mosquit només s’ha descrit una
isoforma, que forma homodimers que s’uneixen als elements de resposta de repeticions directes
DR1. Per tal de comprovar I'afinitat a altres combinacions es va realitzar competicié amb DR
separades per diferent nombre de nucleotids i amb repeticions invertides (IR). El complex d’unié
a DR1 es veu desplagat per DR2 i DR4 perd no es desplaca en el cas de IR tant en DmSvpA i B
com a AaSvp DR1, DR2 i DR4 (Miura et al., 2002; Zelhof et al., 1995). En el cas dels COUP-TFs,
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homolegs de Svp a vertebrats, aquets es poden unir amb gran afinitat a DR1, tot i que també es
poden unir a varies repeticions directes (Cooney et al., 1992).

Un cop finalitzat I'analisi de la seva estructura i capacitat d’'unié a DNA, s’ha estudiat
I'expressié de les dues isoformes en diferents teixits de la panerola B. germanica.
Sorprenentment, I'expressid de les dues isoformes de BgSvp és especialment alta en els CA, les
glandules encarregades de sintetitzar I’HJ. En la resta de teixits la seva expressio és practicament
indetectable amb I'excepcié del cos gras i el cervell. El fet que I'expressid de BgSvp sigui tant alta
en els CA suggereix que el receptor nuclear tindria un paper important en relacié a I'HJ. La
principal funcié de I'HJ és determinar el tipus de muda que es ddna al final de cada fase en
insectes, aixi, si I'HJ esta present en el moment que es produeix el pic de 20E la muda és entre
fases juvenils, en canvi, si no hi ha HJ l'insecte inicia la metamorfosi en insectes holometabols o
muda a la forma adulta en insectes hemimetabols (Riddiford, 1996). A més, a B. germanica I'H)
també regula altres processos com ara la vitel-logénesi i el desenvolupament dels ovaris. Una
manera de regular I'accié de I'HJ és regulant-ne la produccid, de manera que regulant I'expressié
del enzims de la via biosintética de I'HJ es regula I'accié de I'hormona. Aixo fa que aquests

enzims siguin possibles dianes de la regulacié per part del receptor nuclear BgSvp.

Tot i que la produccié de I'HJ és exclusiva dels CA, hi ha altres teixits que expressen els
gens que codifiquen pels enzims de la primera part de la via de biosintesi de I'HJ, coneguda com
a via del mevalonat. Entre aquests teixits destaca el cos gras, teixit metabolic equivalent al fetge
i el teixit adipds de vertebrats. Curiosament, en aquest teixit també es detecta expressié de
BgSvp. Anteriorment, s’ha demostrat la importancia dels receptor nuclears Svp/COUP-TF en els
desenvolupament del cos gras, tant en embrions de la mosca D. melanogaster (Hoshizaki et al.,
1994) com en el teixit adipds de vertebrats, regulant I'adipogenesi (Li et al., 2009; Okamura et
al.,, 2009). Finalment, Svp s’expressa en el cos gras de les femelles adultes del mosquit A A.
aegypti i exerceix de regulador negatiu del senyal del receptor de la 20E durant la vitel-logenesi
(Miura et al., 2002; Zhu et al., 2003). Per ultim, el tercer teixit on s’ha detectat expressié de
BgSvp és el cervell. Tant a insectes com a vertebrats, Svp/COUP-TF s’expressa en el sistema
nervidés on és necessari pel correcte desenvolupament embrionari d’aquest teixit, el correcte
desenvolupament dels axons i del nervi espinal (Kanai et al., 2005; Maurange et al., 2008;
Pereira et al., 2000; Qiu et al., 1997). A A. mellifera, Svp s’expressa al cervell durant I'estadi adult
amb I'excepcié dels “mushroom bodies”, on la seva expressié esta reduida (Velarde et al., 2006).
A més dels teixits anteriorment comentats, DmSvp també s’expressa en els ommatidis (Mlodzik
et al., 1990), els tubs de Malpighi (Kerber et al., 1998) i el vas dorsal (Lo i Frasch, 2001) de D.

melanogaster. A B. mori, s’ha detectat la seva expressié en I'epidermis (Togawa et al., 2001).
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COUP-TF, també s’expressa en diferents teixits durant el desenvolupament embrionari, com ara

glandules salivals, cor, pulmons, estomac, pancrees i ronyons (Pereira et al., 2000).

A continuacié, hem estudiat els nivells d’expressid de les dues isoformes de BgSvp en els
CAi el cos gras durant les dues ultimes fases nimfals de B. germanica. El fet que la seva expressié
sigui constant durant tots els dies de les dos fases nimfals i la preséncia d’HJ durant la penultima
fase nimfal ens suggereix que cap de les dues isoformes de BgSvp esta regulada per la 20E ni per
I’HJ. Aguest patrons difereixen dels que presenten el gens induits per 20E i que formen part dels
gens primerencs segons el model d’Ashburner BgE75, BgE74, BgHR3, BgHR4 i BgFtz-F1. Tots
aquests factors s’expressen de manera seqliencial en el moment que augmenta la concentracid
de 20E formant una cascada de transduccié del senyal de I’hormona (Cruz et al., 2005; Mane-
Padros et al., 2005; 2008; 2010). El seu patrd és semblant al dels dos components del recpetor
de la 20E, BgEcR i BgRXR, que no responen a la concentracio de la 20E. Els patrons d’expressid
de Svp s’han estudiat en alguns dels insectes on s’ha clonat tot i que en d’altres com és el cas de
D. melanogaster, només s’ha detectat la seva expressid en alguns teixits en concret sense
estudiar la seva expressid durant les diferents fases del desenvolupament. En d’altres, com el
mosquit A. aegypti, s’ha determinat que AaSvp s’expressa de manera constant en el cos gras i
ovaris de I'adult, indicant que la seva expressio no es veu afectada pels nivells de 20E (Cruz et al.,
2009). En el cas del lepidopter B. mori, Svp es va clonar com a regulador d’una proteina de
cuticula i se n’ha estudiat I'expressié en aquest teixit. Aixi, s’ha demostrat que BmSvp s’expressa
constantment a I'epidermis del lepidopter durant les dues ultimes fase larvals (Togawa et al.,
2001). Al coleopter T. castaneum, s’ha estudiat I'expressié en el cos gras, l'ovari i en I'adult
sencer. En els dos teixits I'expressié es manté constant, en canvi, si tenim en compte I'expressio
en tot l'organisme la seva expressié augmenta lleugerament al llarg de la fase adulta.
Remarcablement, si es compara I'expressid de TcSvp a ovari i cos gras amb la d’altres receptors
com ara TcEcR, TcUSP i TcFtz-F1, es comprova que |'expressié de TcSvp és molt menys abundant.
Per ultim, el patré d’expressioé de Svp en I'epidermis del coleopter T. molitor, suggereix que altes
concentracions de 20E inhibeixen I'expressié de Svp. Durant la Ultima fase nimfal I'expressié de
TmSvp augmenta quan es comenca a detectar la 20E perd després disminuiex I'expressio en
assolir la maxima concentracié de 20E. Durant la pupa, quan els nivells de 20E encara son més

elevats no es detecta expressié de TmSvp (Mouillet et al., 1999).
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Estudi funcional de BgSvp durant el desenvolupament postembrionari de B. germanica

7.1. ANTECEDENTS

Un cop clonats i caracteritzats els patrons d’expressid dels receptors nuclears BgSvpA i
BgSvpB a B. germanica, el seglient objectiu va consistir en esbrinar les seves funcions durant el
desenvolupament post-embrionari de la panerola B. germanica fent servir per aixo la técnica

d’RNAi in vivo.

Fins ara, la caracteritzacié funcional d’Svp s’ha dut a terme en insectes holometabols,
especialment a D. melanogaster. L'Unic mutant nul de DmSvp descrit a la mosca és letal
embrionari, el que ha impedit poder analitzar la funcié que aquest receptor nuclear exerceix en
etapes posteriors del desenvolupament (Gausz et al., 1981; Hoshizaki et al., 1994). Per tal de
solucionar aquest problema, diferents investigadors han generat mosques transgeniques en les
que l'absencia de DmSvp es ddnava en teixits especifics. D’aquesta manera s’ha pogut
comprovar que durant les etapes postembrionaries, DmSvp controla la divisié i diferenciacié
cel-lular de diferents teixits com ara els ommatidis, on és necessari per la correcta diferenciacié
dels fotoreceptors (Mlodzik et al., 1990), als neuroblasts, on regula I'expressié de factors de
transcripcié implicats en la diversificaciéd neuronal (Kanai et al., 2005), i als cardioblasts, on és
indispensable per la formacié de les osties (tractes d’entrada al tub cardiac) (Lo i Frasch, 2001). A
més, durant 'embriogenesi DmSvp s’expressa en les cel-lules precursores del cos gras (Hoshizaki
et al., 1994) i també als tubs de Malpighi, regulant components del cicle cel-lular (Kerber et al.,
1998). A més de les funcions descrites en organs concrets, també s’ha estudiat el paper
regulador de DmSvp durant el periode pupal de D. melanogaster en relacié a I'accié que exerceix
la 20E sobre aquest periode del desenvolupament. Aixi, s’ha demostrat que DmSvp pot regular
el senyal transcripcional activat per la 20E mitjangant la seva interacci6 amb DmUSP,
I’heterodimer amb DmECR, trencant d’aquesta manera la funcionalitat del receptor de la 20E. En
aquest sentit, la sobreexpressié de DmSvp produeix la mort durant la metamorfosi de la mosca.
Aguesta mortalitat no es produeix si també es sobrexpressa DmUSP, ja que en augmentar la
quantitat d’aquest receptor nuclear es torna a afavorir la formacié de I'"heterodimer EcR-USP
(Zelhof et al., 1995). A més de D. melanogaster, recentment s’ha estudiat la funcié de Svp en el
coleopter T. castaneum, en aquesta cas utilitzant la técnica d’RNAi in vivo. En aquest insecte, en
interferir TcSvp en larves d’ ultima fase s’'impedeix que cap d’elles arribi a adult, amb un 38%
d’insectes que no poden pupar i un 62% que moren durant I'estadi pupal (Tan i Palli, 2008).
Agafant aquests resultats en el seu conjunt, es pot considerar que Svp té un paper vital en el
desenvolupament post-embrionari dels insectes holometabols, ja sigui tant en les transicions de

larva a pupa com en les de pupa a adult.
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En aquest capitol <’inicia la caracteritzaci6 funcional de BgSvp durant el
desenvolupament postembrionari de B. germanica. Mitjancant la técnica d’RNAi in vivo s’estudia
la funcié de BgSvp durant la ultima fase nimfal i I’estadi adult, tant durant el primer cicle com el

segon cicle gonadotrofic.

7.2. RESULTATS

7.2.1. La interferéncia d’RNA disminueix els nivells d’'mRNA de les isoformes de Svp a
B. germanica.

Per estudiar la funcid de BgSvp durant el desenvolupament post-embrionari de B.
germanica es van reduir els nivells de missatger de les dues isoformes mitjangant la tecnica
d’RNAi in vivo. En primer lloc, es va sintetitzar un dsRNA de 356 parells de bases que corresponia
a la regié6 comuna de I'LBD de les dues isoformes (denominat dsBgSvp; veure Figura 7.1A).

Aquest fragment, en ser comu a les dues isoformes, hauria de ser capag de silenciar-les alhora.

En primer lloc es van injectar 3 pg de dsBgSvp a femelles d’Ultima fase nimfal
recentment emergides i es van analitzar, mitjangant Q-PCR, els nivells de BgSvpA i BgSvpB set
dies més tard. Donat que I'expressid de BgSvp és gairebé exclusiva dels CA, tal i com hem vist en
el capitol anterior (veure Figura 6.5), es va analitzar la caiguda de I’'mRNA en aquest teixit. Com a
control negatiu es van injectar 3 ug d’RNA de doble cadena inespecific (dsMock). Tal i com
s’observa a la Figura 7.1B, els nivells de BgSvpA i BgSvpB en les nimfes tractades amb dsBgSvp es

van reduir significativament en comparacié amb les tractades amb dsMock.

7.2.2. Analisi fenotipic del silenciament de BgSvp durant el desenvolupament
postembrionari de B. germanica

Un cop demostrada I'efectivitat de la interferencia amb dsBgSvp es van estudiar les
funcions d’aquest receptor nuclear mitjancant la injeccid de 3 pg de dsBgSvp o 3 pg de dsMock a
femelles de sisena fase nimfal recentment emergides. Aixi, les nimfes tractades amb dsBgSvp no
van mostrar cap alteracié durant els 8 dies que dura la sisena fase nimfal, i passat aquest temps
no es van dénar cap diferencia estadistica en la durada de la fase nimfal entre les femelles
tractades amb dsBgSvp (n=124) i les dsMock (n=50) i totes van mudar correctament a adult
(Figura 7.2). Per tal d’assegurar que la transicié adulta es dénava correctament no només a nivell
morfologic sino també a nivell fisiologic, es va comprovar l'integritat de la GP després de la

muda imaginal. A B. germanica, s’ha demostrat que la degeneracid de la GP es déna just després
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de la muda imaginal i esta regulada per una jerarquia de receptors nuclears controlats per la 20E
(Mane-Padros et al., 2010). Per comprovar si aquest procés es dénava en abséncia de BgSvpA i
BgSvpB, es van analitzar morfologicament les GP de femelles adultes acabades de mudar

tractades amb dsBgSvp o dsMock, sense observar cap diferéncia significativa (Figura 7.3).
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Figura 7.1.- Interferéncia del receptor nuclear BgSvp mitjangant la técnica d’RNAi in vivo en
femelles de sisena fase nimfal de B. germanica. (A) Esquema de les dues isoformes, BgSvpA i
BgSvpB, on s’indica la zona on es va dissenyar el dsRNA (dsBgSvp). (B) Efecte del tractament amb
dsBgSvp sobre els nivells d’mRNA de BgSvpA i BgSvpB. Es van injectar 3 pug de dsBgSvp o bé
dsMock a femelles de sisena fase nimfal recentment emergides i es van mesurar els nivells
d’'mRNA sis dies després per Q-PCR als CA. Els valors estan normalitzats per I'expressié de
BgActina5C. Les barres d’error indiquen 'ESM (n=4). L’asterisc indica diferéncies estadisticament

significatives p<0.05 (*).
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dsMock

dsBgSvp

Figura 7.2.- Efecte del silenciament de BgSvp sobre la muda imaginal de B. germanica. Es van
tractar femelles de sisena fase nimfal amb 3 pg de dsBgSvp o dsMock i es van analitzar després
de la muda imaginal. (A i B) Femella tractada amb dsMock, representant I'aspecte normal d’un
adult. (Ci D) Femella tractada amb dsBgSvp on no s’observen diferéncies significatives respecte
les tractades amb dsMock. Escala: 1 mm.
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dsMock dsBgSvp dsMock

Figura 7.3. Efecte de la interferéncia de BgSvp sobre la degeneracid de la glandula protoracica
a B. germanica. Es van injectar 3 ug de dsBgSvp o bé dsMock a femelles de sisena fase nimfal
acabades de mudar. Un dia després de mudar a adult es va extreure la GP i es va tenyir amb
DAPI. (A) GP de femella adulta tractada amb dsMock. (B) GP de femella adulta tractada amb
dsBgSvp. (C) GP de femella d’ultima fase nimfal tractada amb dsMock. Escala: 200 um

Un cop demostrat que la interferencia de BgSvp no afecta la muda imaginal, es va
estudiar si aquests receptors nuclears exercien algin paper regulador en les mudes entre
diferents fases nimfals. Tal i com s’ha explicat a la introduccié, la darrera fase nimfal presenta un
marc endocri molt caracteristic que és diferent a les anteriors fases nimfals degut a I'abséncia
d’HJ, fet que provoca que la muda sigui de nimfa a adult. Aixi, es van injectar 3 ug de dsBgSvp o
dsMock a nimfes de cinquena (penultima) fase nimfal recentment emergides. Les nimfes
interferides per BgSvp (n=30) no van mostrar cap alteracié durant els 6 dies que dura la fase
nimfal i totes van mudar correctament a la sisena i uUltima fase nimfal, sense diferéncies
significatives amb les femelles tractades amb dsMock. Posteriorment, tant les nimfes tractades
amb dsBgSvp com les tractades amb dsMock van acabar mudant a adult vuit dies després
d’haver mudat a la sisena fase. Aixi doncs, podem concloure que el silenciament conjunt de tots

dos receptors nuclears no afecta el desenvolupament nimfal.

7.2.3. Analisi fenotipic de femelles interferides per BgSvp durant I’estadi adult

El fet que les femelles de sisena fase nimfal tractades amb dsBgSvp completin la muda
imaginal sense cap anomalia ens va permetre analitzar la possible funcié que aquests receptors
exerceixen durant I'estadi adult. A B. germanica, durant el periode adult tenen lloc els processos
relacionats amb la reproduccié (Figura 7.4). En primer lloc, després de la muda imaginal i una
vegada la panerola menja, es produeix |'activacié biosintetica dels CA amb la conseqlient
produccié de grans quantitats d’HJ (Osorio et al., 1997). L'HJ és alliberada a I’'hemolimfa i actua
en teixits periferics, com ara el cos gras, activant el gen de la vitel-logenina, principal proteina de

reserva (Comas et al., 1999, 2001). Un cop sintetitzada, la vitel-logenina també és alliberada a
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I’'hemolimfa i posteriorment incorporada als oocits basals. Durant els set dies que dura el primer
cicle gonadotrofic de B. germanica, només |'oocit basal de cada ovariol experimenta un
creixement considerable degut a la incorporaciéd massiva de proteines vitel-logeniques i lipids
que formaran el vitel (Pascual et al., 1992). Un altra teixit periféric que respon a I'HJ sén les
glandules col-laterals, encarregades de sintetitzar ootecina, oxalat calcic i diferents enzims que
s’alliberen durant la oviposicié per formar I'ooteca, dipOsit on es troben els ous i que carrega la

femella durant el cicle gonadotrofic (Raikhel et al., 2005) (Figura 7.4).

CA

it
:

@ Glandules
—,.
col-laterals

Hemolimfa

Vitel-logenina

Qocit basal

Figura 7.4.- Esquema de l'accio de I’'HJ sobre diferents teixits de B. germanica. L'H) és
sintetitzada en els CA i alliberada a ’lhemolimfa, on arriba als diferents teixits on exerceix una
funcié. En primer lloc, al cos gras activa la produccié de vitel-logenina, aquesta s’allibera a
I’'hemolimfa i s’incorpora a l'oocit basal. L'HJ actua sobre I'oocit basal capacitant-lo per
incorporar la vitel-logenina. Per ultim, I'HJ també actua sobre les glandules col-laterals, activant
la produccio de diferents substancies que formaran I'ooteca.

Per tal d’analitzar I'efecte de I'abséncia de BgSvpA i BgSvpB sobre els processos descrits,
vam analitzar fenotipicament les femelles adultes tractades amb dsBgSvp i dsMock durant la
darrera fase nimfal cinc dies després de la muda imaginal. Remarcablement, mentre que en les
femelles tractades amb dsMock la longitud de I'oocit basal era de 1,50 mm (n=20), en les
tractades amb dsBgSvp era de 0,48 mm (n=45), longitud equivalent a un oocit d’'una femella
adulta just després de mudar (Figura 7.5A). A més, les glandules col-laterals dels interferits per

BgSvp presentaven un aspecte buit en comparacié als controls (Figura 7.5B). Aquests defectes
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també es donen en femelles adultes de la panerola que han estat sotmeses a dejuni just després
de la muda imaginal (Osorio et al., 1997). Per aix0, en primer lloc vam comprovar la preséncia
d’aliment en els intestins de les femelles adultes interferides amb dsMock i amb dsBgSvp.
Remarcablement, no es van detectar diferéncies entre el contingut alimentari dels intestins de
les femelles tractades amb dsBgSvp i les tractades amb dsMock, descartant aixi que I'absencia

de creixement i maduracioé dels oocits i de les GC fos degut a I'abséencia d’alimentacié.

Donat que el creixement dels oocits basals és degut a la incorporacié massiva de
proteines vitel-logeniques, I'abséncia de creixement dels oocits en les femelles interferides per
BgSvp suggereix un problema amb el procés de la vitel-logenesi. Per tal de comprovar si aquest
procés estava afectat, es van mesurar mitjangant Q-PCR els nivells d’'mRNA de vitel-logenina
(BgVg), principal proteina vitel-logenica a B. germanica, en el cos gras de femelles de sis dies
d’edat adulta tractades amb dsBgSvp. Tal i com es mostra a la Figura 7.5C, en el cos gras de les
femelles interferides amb dsBgSvp hi ha una drastica reduccié en I'expressié del gen de BgVg
respecte a aquelles tractades amb dsMock. A continuacié, es va comprovar si la reduccié en
I'expressié de ’'mRNA de BgVg també implicava una disminucié en la proteina. Per aix0, es van
analitzar les proteines hemolimfatiques de femelles de cinc dies d’edat adulta mitjangant una
electroforesi en gel de poliacrilamida-SDS i es van visualitzar mitjangant una tincié amb Blau de
Comassie (Figura 7.5D). En els femelles tractades amb dsBgSvp es va observar |’ abséncia de les
dos subunitats que formen la BgVg (160 i 102 kDa), mentre que la resta de proteines
hemolimfatiques no es veien afectades. Com que la BgVg alliberada a I’"hemolimfa és captada
pels oocits també es va comprovar el contingut d’aquesta proteina en aquest organ. Com en el
cas de I'hemolimfa, es van obtenir oocits de femelles tractades amb dsMock i dsBgSvp adultes
de sis dies d’edat i es va realitzar una electroforesi en gel de poliacrilamida-SDS i es va visualitzar
amb Blau de Comassie. Els resultats, confirmen I'abséncia de BgVg en els oocits de les femelles

tractades amb dsBgSvp (Figura 7.5E).

Cal destacar que degut a la inhibicid en la sintesi de BgVg i conseqlientment, del
creixement dels oocits basals, totes les femelles adultes tractades amb dsBgSvp van ser esterils i

cap d’elles va formar I'ooteca al final del cicle gonadotrofic (n=45).

La manca de vitel-logenesi en les femelles adultes de B. germanica tractades amb
dsBgSvp suggereix o bé una abséncia de produccié de I'hormona encarregada de I'activacid de
gens vitel-logenics, es a dir 'HJ, o bé una afectacié del cos gras de manera que aquest teixit no
respondria correctament a ’hormona. Per tal de discriminar el motiu es va aplicar metopre, un

analeg de I'HJ just després de la muda imaginal a les femelles tractades amb dsBgSvp i es van
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mesurar els nivells d’mRNA de BgVg en el cos gras dos i cinc dies més tard. Tal i com es pot veure
a la Figura 7.6, el metopre va activar correctament I'expressié de ’'mRNA de BgVg en les femelles

tractades amb dsBgSvp tant a dia dos com a dia cinc d’edat adulta. El fet de que el cos gras de les
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Figura 7.5. Efecte de la interferéncia de BgSvp en femelles adultes de B. germanica. Es van
injectar 3 pug de dsBgSvp o dsMock a femelles de sisena fase recentment emergides i es va
analitzar el fenotip sis dies després de mudar a adult. (A) Tinci6 DAPI d’ovarioles. Esquerra,
ovariola d’'una femella adulta de sis dies tractada amb dsMock, representant el creixement
normal de I'oocit basal. Dreta, ovariola de femella adulta de sis dies tractada amb dsBgSvp. (B)
Glandules col-laterals de femelles adultes de sis dies tractades amb dsMock (dreta), on s’observa
gue estan plenes de les substancies que formaran la ooteca o tractades amb dsBgSvp (esquerra),
on s’observen les deficiencies en I'ompliment dels tubuls de la glandula. (C) Efecte de la
interferencia de BgSvp sobre els nivells d’'mRNA de BgVg en el cos gras de femelles adultes de sis
dies d’edat. Es van injectar 3 pug de dsBgSvp o bé dsMock a femelles de sisena fase nimfal
recentment emergides i es van mesurar els nivells d’'mRNA sis dies després de mudar a adult per
Q-PCR en el CG. Els valors estan normalitzats per I'expressié de BgActina5C. Les barres d’error
indiquen I'ESM (n=4) L’asterisc indica diferéncies estadisticament significatives p<0.005 (**). (D)
Electroforesi en gel de poliacrilamida-SDS d’hemolimfa de femelles adultes tractades amb
dsMock o dsBgSvp. (E) Electroforesi en gel de poliacrilamida-SDS d’extracte d’ovari de femelles
adultes tractades amb dsMock o dsBgSvp. Les fletxes a (D) i (E) indiquen les diferents subunitats
de la BgVg. A la dreta s’indiquen les mases moleculars (kDa). Escala (A): 200 um. Escala (B): 1
mm.
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femelles adultes interferides per BgSvp responguin perfectament al metopre, activant
I"'expressié de BgVg fins a uns nivells semblants a una femella control, ens indica clarament que
el resultat d’uns nivells baixos de BgSvp durant I'estadi adult és molt probablement la inhibicid

de la sintesi de I'HJ.
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Figura 7.6.- Efecte del metopré sobre I’expressié de 'mRNA de BgVg de femelles adultes de
B.germanica tractades amb dsBgSvp. Es van injectar 3 pug de dsBgSvp o bé dsMock a femelles de
sisena fase nimfal recentment emergides. Unes hores després de mudar a adult es va aplicar
metopre o acetona (com a control negatiu) i es van mesurar els nivells d’'mRNA 2 i 5 dies després
per Q-PCR en el CG. (A) Nivells d’'mRNA de BgVg en el cos gras de femelles adultes dos dies
després de mudar. (B) Nivells d’mRNA de BgVg en el cos gras de femelles adultes cinc dies
després de mudar. Els valors estan normalitzats per I'expressié de BgActina5C. Les barres d’error
indiquen I'ESM (n=5). L’asterisc indica diferéncies estadisticament significatives p<0.05 (*)

7.2.4. La interferéncia especifica de cadascuna de les isoformes de BgSvp indica que no sén
redundants

Tal i com hem descrit, B. germanica presenta dues isoformes del receptor nuclear Svp,
BgSvpA i BgSvpB. Per tal d’esbrinar quina isoforma és responsable del fenotip descrit
anteriorment, es van dissenyar dsRNAs especifics per interferir cada isoforma individualment. El
dsRNA de BgSvpA era de 247 parells de bases i correspon a la part especifica de I'LBD de BgSvpA
i una part de la regié 3’-UTR. Per la seva part, el dsRNA de BgSvpB era de 356 parells de bases,
dissenyat en la regié especifica de I'LBD i part 3’-UTR (Figura 7.7A). Tal com haviem fet
anteriorment, primer es va mesurar |'eficiencia de la interferéencia amb aquests dsRNAs durant la
darrera fase nimfal. Per aix0, es van injectar 3 pug de dsBgSvpA o 3 ug de dsBgSvpB a nimfes de
sisena fase recentment emergides i es van analitzar el nivells d’expressié de BgSvpA i de BgSvpB
per Q-PCR en els CA sis dies després. Tal i com es veu a la Figura 7.7B, la interferéencia no només
fou clarament efectiva, sind que es va mostrar especifica de la isoforma. A continuacid, es van

analitzar fenotipicament les nimfes interferides per cada isoforma. Aixi, cap de les femelles
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tractades amb els dsRNA especifics va presentar problemes durant la sisena fase nimfal i tant les
tractades amb dsBgSvpA (n=30), com les tractades amb dsBgSvpB (n=40) van mudar a adult en el
temps esperat. Seguint el mateix procediment que amb el dsRNA comu es va analitzar el
desenvolupament de femelles adultes de cinc dies d’edat. Remarcablement, mentre que cap de
les femelles tractades amb dsBgSvpA presentaven diferéencies en el creixement de I'oocit basal
amb les tractades amb dsMock, totes les tractades amb dsBgSvpB van presentar la mateixa
inhibicié del creixement de I'odcit basal que les tractades amb dsBgSvp (Figura 7.7D-F). Seguint
el raonament descrit en I'apartat anterior, es van mesurar els nivells d’'mRNA de BgVg mitjangant
Q-PCR en el cos gras de femelles de sis dies d’edat adulta tractades amb dsBgSvpA, dsBgSvpB, o
dsMock. Tal i com es mostra a la Figura 7.7C, en el cos gras de les femelles interferides amb
dsBgSvpB hi ha una reduccié molt significativa en I'expressié del gen de BgVg respecte a aquelles
tractades amb dsMock i amb dsBgSvpA. Tots aquests resultats clarament indiquen que BgSvpB

és el responsable del fenotip descrit en interferir les dues isoformes alhora (Figura 7.5).

7.2.5. BgSvpB controla el desenvolupament i funcionament dels corpora allata de les
femelles adultes de B. germanica

Els resultats obtinguts fins ara demostren clarament que BgSvpB regula la sintesi de I'HJ
durant l'estadi adult, hormona que és responsable de l'activacié de gens codificants per
proteines vitel-logeniques i, com a conseqiiéncia, del creixement dels oocits durant el cicle
gonadotrofic. Per tal de veure a quin nivell BgSvpB afectava la produccié d’HJ es van analitzar a
nivell morfologic els CA d’adults recentment emergits i de cinc dies d’edat adulta tractats amb
dsBgSvpB o dsMock tenyint-los amb DAPI, que marca el DNA present a les cél-lules, i amb
rodamina fal-loidina, que marca I'actina filamentosa. A B. germanica, durant el
desenvolupament adult, el volum de les cél-lules dels CA augmenta en paral-lel a 'augment de
produccié d’HJ (Osorio et al., 1997). Com es pot apreciar a la Figura 7.8, després de la muda
imaginal no s’aprecien diferéncies estructurals significatives tant a nivell de volum com de la

organitzacio del teixit. Remarcablement, en analitzar els CA cinc dies més tard es va comprovar
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Figura 7.7.- Efecte del silenciament de BgSvpA i BgSvpB sobre la muda imaginal de B.
germanica. (A) Representacié esquematica de BgSvpA i BgSvpB on s’indiquen les regions
utilitzades per dissenyar RNA de doble cadena especific de cada isoforma (dsBgSvpA i dsBgSvpB).
(B) Efecte del tractament amb dsBgSvpA i dsBgSvpB sobre els nivells d’mRNA de BgSvpA i
BgSvpB. Es van injectar 3 ug de dsBgSvpA, 3 ug de dsBgSvpB o bé dsMock a femelles de sisena
fase nimfal recentment emergides i es van mesurar els nivells d’'mRNA sis dies després per Q-
PCR en els CA. Els valors estan normalitzats per I'expressido de BgActina5C. (C) Efecte de la
interferencia de BgSvpA i BgSvpB sobre els nivells d’mRNA de BgVg en el cos gras de femelles
adultes de sis dies d’edat. Es van injectar 3 pg de dsBgSvpA, 3 ug de dsBgSvpB o bé dsMock a
femelles de sisena fase nimfal recentment emergides i es van mesurar els nivells d’mRNA sis dies
després de mudar a adult per Q-PCR en el CG. Les barres d’error indiquen I'ESM (n=4-5).
L'asterisc indica diferéncies estadisticament significatives, p<0.05 (*); p<0.005 (**) .(D-F) Es van
injectar 3 ug de dsBgSvpA, 3 ug de dsBgSvpB o bé dsMock a femelles de sisena fase recentment
emergides i es va analitzar el fenotip de les ovarioles sis dies després de mudadar a adult
mitjangant una tinciéd DAPI. (D) Ovariola d’una femella adulta de sis dies tractada amb dsMock,
representant el creixement normal de 'oocit basal. (E) Ovariola de femella adulta de sis dies

tractada amb dsBgSvpA. (F) Ovariola de femella adulta de sis dies tractada amb dsBgSvpB.
Escala: 200 um.

119



Caracteritzacid dels factors de transcripcido E74 i Seven up en el desenvolupament...
-
-

Figura 7.8.- Efecte de la interferéencia de BgSvpB en el desenvolupament dels corpora allata de

B. germanica durant I'estadi adult. Es van injectar 3 ug de dsBgSvpB o bé dsMock a femelles de
sisena fase nimfal acabades de mudar. Unes hores després de mudar i cinc dies després es van
extreure els CA i es va tenyir amb DAPI i fal-loidina - TRITC. (A) CA de femella adulta tractada
amb dsMock just després de mudar, representant I'aspecte d’uns CA normals abans de produir
HJ. (B) CA de femella adulta tractada amb dsBgSvpB just després de mudar. (C) CA de femella
adulta tractada amb dsMock cinc dies després de mudar, representant el creixement normal
dels CA un cop comencen a produir HJ. (D) CA de femella adulta tractada amb dsBgSvpB cinc dies
després de mudar. Les zones enquadrades mostren en detall la morfologia cel-lular. Escala: 200
pm.
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gue mentre que els CA dels tractats amb dsMock han augmentat el seu volum significativament,
més espai entre el nucli i la membrana cel-lular, en els interferits amb dsBgSvpB no s’ha produit
aquest augment, i inclis en alguns casos la glandula és més petita que a l'inici del cicle

gonadotrofic.

Per tal de comprovar si en I'afectacié del desenvolupament dels CA estava implicat un
procés de mort cel-lular, es va realitzar una tincié TUNEL (que marca la fragmentacié del DNA
caracteristica de la mort cel-lular) de CA d’adults de 5 dies. En cap de les mostres es va observar
marcatge per TUNEL del CA, indicant que no hi ha mort cel-lular en els CA interferits ni amb

dsMock ni amb dsBgSvpB (Figura 7.9).

Figura 7.9.- Efecte de la interferéncia de BgSvpB sobre la mort cel-lular programada. Es van
injectar 3 pug de dsBgSvpB o bé dsMock a femelles de sisena fase nimfal acabades de mudar. Cinc
dies després de mudar a adult es van extreure els CA i es va realitzar la tinci6 TUNEL per
determinar el grau de mort cel-lular associada a fragmentacié del DNA nuclear. (A) CA de femella
adulta tractada amb dsMock. (B) CA de femella adulta tractada amb dsBgSvp. (C) GP d’una
femella recentment emergida amb tincid TUNEL, com a control positiu del marcatge amb TUNEL
d’un teixit que es mor just després de la muda imaginal. Les ratlles discontinues indiquen la
posicié dels CA. Escala: 200 um.

A continuacid, es va realitzar una analisi a nivell molecular dels CA de femelles adultes.
Per aix0, es van mesurar els nivells d’'mRNA mitjancant Q-PCR dels tres enzims de la via de
biosintesi de I'HJ que havien estat préviament clonats a B. germanica. Els tres gens analitzats van
ser 'HMG-CoA Sintasa (BgHMG-S) (Martinez-Gonzalez et al., 1993a), 'HMG-CoA Reductasa
(BgHMG-R) (Martinez-Gonzalez et al., 1993b) i la Farnesil Difosfat Sintasa (BgFPPS) (Martin et al.,
2007). Els dos primers enzims actuen de manera seqliencial durant els primers passos de la via
de biosintesi de I'HJ i per ultim, la BgFPPS és I’altim enzim de la via del mevalonat abans de la
bifurcacid cap a la via de sintesi de I'HJ, exclusiva d’insectes (Bellés et al., 2005). Les reaccions

que catalitzen han estat préviament descrites al capitol 1.4.1. Per tal de comprovar si les
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femelles tractades amb dsBgSvp, dsBgSvpA, dsBgSvpB o dsMock presentaven diferéncies en
I’expressié d’aquests enzims es van analitzar els nivells d’expressié en CA de femelles adultes de
cinc dies. Tal i com es mostra a la Figura 7.10(A-C), els nivells d’expressio dels tres gens analitzats
no presenten alteracions significatives entre els CA de les femelles tractades amb dsMock i les
tractades amb dsBgSvpA. En canvi, en els CA de les femelles tractades amb dsBgSvp i dsBgSvpB
els nivells d’expressié de BgHMG-S i de BgHMG-R sdn significativament més baixos que en les
tractades amb dsMock i dsBgSvpA. Pel contrari, els nivells d’expressié de BgFPPS no presenten

una variacid significativa entre els diferents grups de tractats.

Aquests resultats confirmen que BgSvpB no només es necessari per al desenvolupament
morfologic sind que també controla I'expressié de I’'mRNA dels enzims BgHMG-S i BgHMG-R en
els CA. Per tal d’esbrinar si aquesta regulacid era especifica dels CA o també es produia en altres
teixits, es van mesurar els nivells d’aquests dos enzims en el cos gras de femelles adultes de cinc
dies d’edat. En aquest teixit també s’expressen aquests gens de la via del mevalonat. A
diferéncia de la branca de biosintesi de I'HJ, que és especifica dels CA, la via del mevalonat en
altres teixits produeix diferents productes intermediaris del metabolisme com ara la ubiquinona,
el dolicol i la isopentenil adenina (Bellés et al., 2005). Aixi doncs, es van mesurar els nivells
d’expressio dels dos enzims en el cos gras de femelles adultes de cinc dies d’edat tractades amb
dsBgSvp, dsBgSvpA, dsBgSvpB o amb dsMock. Tal i com es pot veure en la Figura 7.10(D-E),
I’'absencia de BgSvp o BgSvpB no va produir diferencies significatives en els nivells d’expressié de
BgHMG-S ni de BgHMG-R entre els cossos grassos de les femelles tractades amb dsBgSvpA,
dsBgSvpB, dsBgSvp ni dsMock. En resum, aquest resultat juntament amb els elevats nivells
d’expressido de BgSvpB als CA, confirma que l'efecte d’aquest receptor nuclear és especific

d’aquest teixit durant I'estadi adult.

Un fet a destacar és que els nivells d’expressié en les femelles adultes de B. germanica
de la BgHMG-S i de la BgHMG-R en els CA sén molt més elevats que en el cos gras.
Concretament, la BgHMG-S s’expressa unes 17 vegades més en els CA i la BgHMG-R ho fa 50
vegades més. Els nostres resultats suggereixen que aquesta major expressio als CA es deu a
BgSvpB, donat que en els CA de femelles interferides per BgSvpB els nivells d’expressié als CA i al

cos gras sén molt similars.

Tal i com hem descrit anteriorment, la via nutricional és necessaria per I'activacié de la
produccié de I'HJ en els CA de B. germanica. Aixi, fins que la panerola adulta no menja, els CA no
s’activen i comencen a produir HJ (Osorio et al.,, 1997). El senyal nutricional es tradueix en

creixement cel-lular mitjangant la via d’insulina (IGF) i la de la quinasa TOR (Target of Rapamycin)
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(Edgar, 2006) (Figura 7.11). En els darrers anys, el grup del Dr. Josep L. Maestro ha estudiat varis

elements d’aquesta via a B. germanica, entre els que destaquen el receptor de
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Figura 7.10.- Efecte de la interferéncia de dsBgSvpB sobre I'expressié de gens de la via del
mevalonat en femelles adultes de B. germanica. Es van injectar 3 pug de dsBgSvpA, dsBgSvpB,
dsBgSvp o bé dsMock a femelles de sisena fase nimfal recentment emergides i es va analitzar
I'expressid de I'mRNA de HMG-CoA Sintasa (BgHMG-S), HMG-CoA Reductasa (BgHMG-R) i
Farnesil Difosfat Sintasa (BgFPPS) en els CA (A-C) i en el CG (D-E) cinc dies després de mudar
mitjangant Q-PCR. (A - C) Efecte del tractament amb dsBgSvpA, dsBgSvpB i dsBgSvp sobre els
nivells dmRNA de BgHMG-S, BgHMG-R i BgFPPS en els CA de femelles cinc dies després de
mudar. (D - E) Efecte del tractament amb dsBgSvpA, dsBgSvpB i dsBgSvp sobre els nivells
d’'mRNA de BgHMG-S i BgHMG-R en el CG de femelles cinc dies després de mudar. Els valors
estan normalitzats per I'expressid de BgActina5C. Les barres d’error indiquen I'ESM (n=4-6).
L'asterisc indica diferéncies estadisticament significatives p<0.05 (*).
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I'insulina (InR), FOXO, S6K i target of rapamycin (TOR). Remarcablement, la reduccié dels nivells
de BgTOR (Maestro et al., 2008) o InR (J.L.Maestro, comunicacié personal) mitjancant RNAi in
vivo produeix el mateix fenotip que la interferéncia de BgSvpB, es a dir, disminucid de I'expressid
de BgHMG-S i BgHMG-R en els CA. Es per aixd que es va voler comprovar si els CA de les femelles
tractades amb dsBgSvpB tenien alterat el senyal nutricional analitzant els nivells d’expressié de
BgTOR i BgInR en adults de cinc dies d’edat. Com es pot veure a la Figura 7.12, els nivells
d’expressio d’aquest dos gens no varien entre les femelles tractades amb dsMock i les tractades
amb dsBgSvpB. Aquest resultat juntament amb el fet previament descrit de que les femelles
interferides per BgSvpB menjaven normalment, ens suggereix que dos dels components clau de
la via de transduccid de la senyal nutricional no estan afectats per la interferéncia de BgSvpB i
que el fenotip obtingut no es degut a una afectacio de I'expressié de BgTOR ni de BgInR (Figura
7.12). Aixi doncs, BgSvpB regula I'expressi6 de BgHMG-S i BgHMG-R mitjancant altres

mecanismes independents del senyal nutricional.

Insulin-like peptides
(ILPs)

Aminoacids

Receptor d'insulina

@ PKB/Akt

Figura 7.11. Esquema de les principals vies de transduccié de la senyal nutricional. Les dos vies
principals representades en aquest esquema sén la via de Iinsulina i la via de TOR. El receptor
d’insulina s’uneix als “insulin-like peptides”, activant la via i produint creixement cel-lular. La
preséncia d’ aminoacids activa la quinasa TOR, que té un paper essencial en la regulacié del
creixement cel-lular.
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Figura 7.12. Efecte de la interferéncia de BgSvp sobre I’expressié dels mRNA de BgTOR i BgInR.
Es van injectar 3 pg de dsBgSvp, dsBgSvp o bé dsMock a femelles de sisena fase nimfal
recentment emergides i cinc dies després de mudar es van mesurar els nivells d'mRNA de BgTOR
i BgInR en els CA. (A) Efecte de la interferencia de BgSvp sobre els nivells d'mRNA de BgTOR en
els CA. (B) Efecte de la interferéncia de BgSvp sobre els nivells d’mRNA de BgInR en els CA. Els
valors estan normalitzats per I'expressié de BgActina5C. Les barres d’error indiquen 'ESM (n=4-
5).

Donat que en molts casos, I'activacié de determinats gens que codifiquen per enzims
involucrats en la sintesi d’hormones esta regulada per la concentracié de la mateixa hormona
gue produeix la glandula, ens vam preguntar si en el nostre cas els nivells baixos d’expressio dels
MmRNA de BgHMG-S i BgHMG-R fossin una conseqliéncia de I'abséncia d’HJ i no de la
interferencia de BgSvpB. Per tal d’aclarir aquest punt, es van tractar femelles de sisena fase
recentment emergides amb dsBgSvpB o dsMock i un cop mudades a adult es va aplicar acetona i
metopré a les tractades amb dsBgSvpB i només acetona a les tractades amb dsMock. A
continuacié, es van analitzar els nivells d’expressié d’'mRNA de BgHMG-S i BgHMG-R en els CA de
femelles adultes de dos i cinc dies d’edat. Tal i com es pot veure a la Figura 7.13, I'aplicacié de
metopre no activa I'expressid de cap dels dos gens analitzats en els CA de les femelles tractades
amb dsBgSvpB, confirmant que és la interferencia de BgSvpB la que produeix que els nivells

d’expressio dels dos enzims de la via del mevalonat siguin baixos.

7.2.6. Efecte del silenciament de BgSvpB durant el desenvolupament dels CA durant els
estadis nimfals

Els experiments que hem dut a terme fins ara ens han permées demostrar que BgSvpB
regula el desenvolupament i I'activitat biosintética dels CA durant I'estadi adult mitjancant
I'activacié d’almenys dos gens de la via biosintetica d’aquest organ, la BgHMG-S i la BgHMG-R.
Tal i com hem descrit, aquest efecte I'observem en I'estadi adult, un cop les femelles han estat

tractades a l'inici de la sisena i ultima fase nimfal. Donat que a I'Giltim estadi nimfal les cel-lules
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dels CA presenten una alta tasa de divisid (Chiang et al., 1991; Chiang et al., 1992), ens vam
preguntar si I'absencia de BgSvpB afectaria a la proliferacié d’aquestes cel-lules durant els

diferents estadis nimfals.
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Figura 7.13.- Efecte del metopré sobre I'expressi6 de I’'mRNA de dos gens de la via del
mevalonat en els CA de femelles adultes tractades amb dsBgSvpB. Es van injectar 3 ug de
dsBgSvpB o bé dsMock a femelles de sisena fase recentment emergides i un cop mudades a
adult van ser tractades amb metopre, un analeg de I'HJ o amb acetona. Es va analitzar
I’expressié de I’'mRNA de HMG-CoA Sintasa (BgHMG-S) i HMG-CoA Reductasa (BgHMG-R) en els
CA dos i cinc dies després de mudar, mitjancant Q-PCR. Nivells d'mRNA de BgHMG-S (A) i de
BgHMG-R (B) en CA de femelles adultes de dos dies d’edat. Nivells d’'mRNA de BgHMG-S (C) i de
BgHMG-R (D) en CA de femelles adultes de cinc dies d’edat. Els valors estan normalitzats per
I’expressié de BgActina5C. Les barres d’error indiquen I’'ESM (n=4-5)

Per aix0, es va estudiar la divisio cel-lular dels CA durant la sisena fase nimfal mitjangant
el marcatge amb BrdU, tal i com es descriu a I'apartat 3.16. Per tal d’estudiar si BgSvpB regula el
procés de divisié cel-lular en els CA durant I’estadi nimfal, es van tractar femelles de sisena fase
recentment emergides amb dsMock i dsBgSvp, i es van injectar BrdU 24 hores abans de realitzar
I'analisi en CA de femelles de sisena fase nimfal de quatre i sis dies d’edat. Tal i com haviem
observat en I'apartat anterior, en els CA de femelles tractades amb dsMock es va observar

marcatge de divisio cel-lular tant a quatre com a sis dies d’edat de sisena fase (Figura 7.14A i C).
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Pel contrari, tal i com es pot veure a la Figura 7.14B i D, en els CA de les femelles tractades amb
dsBgSvpB no es va detectar marcatge, ni a quatre ni a sis dies d’edat de sisena fase. Degut a que
en la fase adulta de B. germanica no hi ha divisié cel-lular en els CA també es va realitzar el
marcatge amb BrdU dels CA de tres dies d’edat adulta per comprovar que no hi havia senyal.
Aixi, no es va observar marcatge ni en les femelles tractades amb dsMock ni en les tractades
amb dsBgSvp (Figura 7.14E i F). En resum, aquests resultats demostren que BgSvpB regula la
divisié cel-lular dels CA durant la sisena fase nimfal de B. germanica, dénant com a resultat que

el nombre de cel-lules al mudar a adult sigui menor que en les femelles control.

Per tal de comprovar si el control de BgSvpB sobre la proliferacié cel-lular era exclusiu de
la darrera fase nimfal o bé es produia durant els diferents estadis juvenils, vam repetir
I’'experiment interferint nimfes recentment emergides de cinquena (penultima) fase nimfal. Aixi,
es van interferir nimfes de cinquena fase recentment emergides amb dsMock i dsBgSvpB i es van
injectar BrdU 24 hores abans de realitzar I'analisi. Tal com veiem a la Figura 7.15, la divisid
cel-lular també esta afectada en les cel-lules dels CA de les femelles de cinquena fase de quatre
dies d’edat tractades amb dsBgSvpB. Tot i que BgSvpB regula la divisid cel-lular dels CA de
cinquena fase no afecta la produccié d’HJ ja que com haviem vist a I'apartat 7.2.2. les femelles

tractades muden correctament a sisena fase.

7.2.7. Efecte de la interferéncia de BgSvp en el segon cicle gonadotrofic de B.

germanica

Els resultats anteriors ens demostren que el tractament amb dsBgSvpB afecta el
desenvolupament dels CA durant la sisena fase nimfal i que després de la muda imaginal les
femelles interferides presenten alteracions en I'expressié d’almenys dos enzims clau de la via de
biosintesi de I'HJ en els CA i que no produeixen HJ, amb les conseqlients alteracions en els
processos associats a la reproduccid que regula aquesta hormona. Per altra banda, també hem
demostrat que BgSvpB és necessari per que les cél-lules dels CA proliferin durant els estadis
nimfals. Per tal d’esbrinar si la inhibicio en la proliferacid cel-lular era responsable dels defectes
biosintetics observats en els CA de les femelles adultes o si BgSvpB regula I'expressio d’aquests
gens de manera independent a la proliferacid cel-lular es van injectar dsBgSvpB a femelles
adultes recentment emergides que presenten un nombre fix de cel-lules. Aixi, cinc dies després

del tractament les femelles adultes interferides per BgSvpB no presentaven
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Figura 7.15.- Efecte del silenciament de BgSvp en el desenvolupament dels CA durant la
pentltima fase nimfal. Es van injectar 3 ug de dsBgSvpB o bé dsMock a femelles de cinquena
fase nimfal acabades de mudar. La proliferacié cel-lular va ser analitzada mitjancant el marcatge
amb 5-bromo-2-deoxiuridina (BrdU), que va ser injectada 24 hores abans d’extreure els CA. CA
de femelles de cinquena fase de quatre dies d’edat, tractades amb dsMock (A) i amb dsBgSvpB
(B). Escala: 200 pum.

diferencies en la longitud de I'o0cit basal respecte a les dsMock, al contrari del que passava en
interferir BgSvpB en femelles de sisena fase nimfal recentment emergides. Aquest resultat
podria ser degut a que la proteina de BgSvp present en les femelles en el moment de la injeccid

es suficient per emmascarar I'efecte de la interferéncia, tal i com ja havia passat en I'estudi de

BgRXR (Maestro, 2008).

Aixi doncs, es va optar per utilitzar el segon cicle gonadotrofic per tal d’esbrinar si
realment I'activacié dels CA mediada per l'activacid de BgSvpB és independent de I'efecte
regulador de la proliferacido cel-lular. Aquesta estrategia d’interferéncia es va dissenyar
aprofitant que a B. germanica, durant els 17 dies que es transporta la ooteca entre el primer i el
segon cicle gonadotrofic, els nous oocits basals estan quiescents i quan la femella allibera la

ooteca comenca un segon cicle gonadotrofic. Aixi doncs, el que es fa es injectar el dsRNA

Figura 7.14.- Efecte de la interferéncia de BgSvpB en el desenvolupament dels CA durant La
ultima fase nimfal de B. germanica. Es van injectar 3 pug de dsBgSvpB o bé dsMock a femelles de
sisena fase nimfal acabades de mudar. La proliferacié cel-lular va ser analitzada mitjangant el
marcatge amb 5-bromo-2-deoxiuridina (BrdU), que va ser injectada 24 hores abans d’extreure
els CA. (A - B) CA de femelles de sisena fase de quatre dies d’edat, tractades amb dsMock (A) i
amb dsBgSvpB (B). (C - D) CA de femelles de sisena fase de sis dies d’edat, tractades amb dsMock
(C) i amb dsBgSvpB (D). (E - F) CA de femelles adultes acabades de mudar, tractades amb
dsMock (E) i amb dsBgSvpB (F). Escala: 200 um.
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durant el primer dia de transport de ooteca (tenint en compte que el nombre de cel-lules que
conformen els CA és constant) i deixar que la transportin durant 11 dies, moment en que es
retira la ooteca i comenca el segon cicle. Es va establir que 11 dies eren els necessaris per
aconseguir el major efecte de la interferencia i d’aquesta manera hi hagués temps suficient per
degradar la proteina que estigues present (Maestro, 2008). Aixi, es van injectar 3 ug de
dsBgSvpB o dsMock a femelles adultes un dia després d’haver tret la ooteca. Passats 11 dies, es
va retirar manualment I'ooteca per tal d’induir I'inici del segon cicle gonadotrofic (Figura 7.16A).
Primer de tot, es va mesurar la longitud del odcits basals cinc dies després de I'inici del segon
cicle gonadotrofic. La longitud dels oocits basals de les femelles tractades amb dsMock era de
1,49 mm, mentre que les tractades amb dsBgSvp presentaven una longitud de 0,51 mm. Indicant
gue la interferencia de BgSvp durant el segon cicle gonadotrofic també afecta el creixement de
I'oocit basal. A continuacid, es van mesurar els nivells d’mRNA de BgVg mitjangant Q-PCR en el
cos gras de femelles adultes cinc dies després de comengar el segon cicle gonadotrofic i es va
comprovar que els nivells de BgVg eren significativament més baixos en les femelles tractades
amb dsBgSvpB respecte les tractades amb dsMock (Figura 7.16B). Tot seguit, es van mesurar els
nivells d’'mRNA de BgHMG-S, BgHMG-R i BgFPPS en els CA cinc dies després de l'inici del segon
cicle gonadotrofic mitjancant Q-PCR. Vam comprovar que els nivells de BgHMG-S i BgHMG-R
eren significativament més baixos en les femelles tractades amb dsBgSvpB que en les tractades
amb dsMock (Figura 7.16C i D), mentre que els nivells de BgFPPS no eren significativament més
baixos (Figura 7.16E). Com es va fer durant I'estudi del primer cicle gonadotrofic, també es van
mesurar els nivells d’expressié de BgHMG-S i BgHMG-R en el cos gras. Els nivells d’expressié de
I'mRNA d’ambdds enzims no variaven entre les femelles tractades amb dsMock i les tractades

amb dsBgSvp. (Figura 7.16F i G).

En resum, aquest resultat ens confirma que BgSvpB regula I'expressid d’almenys dos
enzims clau en la via de sintesi de I'HJ durant els diferents cicles gonadotrofics de la panerola
adulta i que I'efecte regulador de la proliferacié cel-lular que té el receptor nuclear durant el
desenvolupament nimfal és independent a |'efecte regulador sobre la sintesi de I’'HJ durant

I’estadi adult.
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Figura 7.16.- Efecte de la interferéencia de BgSvpB durant el segon cicle gonadotrofic. (A)
Estrategia experimental de silenciament génic amb RNAi in vivo durant el segon cicle
gonadotrofic de B. germanica. Es van injectar 3 ug de dsBgSvpB o bé dsMock a femelles que
acabaven d’extreure I'ooteca i onze dies després es va retirar I'ooteca per tal d’iniciar el segon
cicle gonadotrofic i es van mesurar els diferents mRNA cinc dies després. Nivells d’mRNA de
BgVg (B), BgHMG-S (F) i BgHMG-R (G) en el CG de femelles adultes cinc dies després de
comencgar el segon cicle gonadotrofic. Nivells d'mRNA de BgHMG-S (C), BgHMG-R (D) i BgFPPS(E)
en els CA de femelles adultes cinc dies després de comencar el segon cicle gonadotrofic. Els
valors estan normalitzats per I'expressié de BgActina5C. Les barres d’error indiquen 'ESM (n=5).
L'asterisc indica diferéncies estadisticament significatives, p<0.05 (*).
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7.3. DISCUSSIO
En aquest capitol s’ha estudiat la funcié del receptor nuclear BgSvp en el

desenvolupament post-embrionari de B. germanica, mitjancant la utilitzacié d’'RNAi in vivo, sent
aquest el primer estudi funcional d’aquest receptor nuclear en un insecte hemimetabol. El fet
gue totes les nimfes de sisena fase interferides per BgSvp mudin correctament a I'estadi adult
indica que BgSvp no intervé en la regulacié de la via de senyalitzacié de la 20E, a diferéncia del
qgue succeeix en els insectes holometabols D. melanogaster, A. aegypti i T. castaneum. A la
mosca D. melanogaster, DmSvp pot modular la resposta de la 20E tant in vivo com in vitro. En
assaigs de transfeccio cel-lular en cél-lules S2, DmSvp inhibeix la resposta de la 20E interactuant
amb DmUSP i impedint I’heterodimeritzacié amb DmEcR. In vivo, la sobreexpressié de DmSvp
durant la tercera fase larvaria produeix la mort de totes les larves al comengament de la
metamorfosi. Aquesta mortalitat pot ser rescatada mitjancant la sobreexpressi6 de DmUSP
(Zelhof et al., 1995), fet que suggereix que DmUSP interactua amb DmSvp. En el cas d’A. aegypti
també s’ha demostrat mitjangant assaigs de co-immunoprecipitacio, que AaSvp interactua amb
AaUSP i també que en assaigs de transfeccio cel-lular inhibeix I’activacié de gens depenents de la
20E a través de I'heterodimer EcR-USP (Zhu et al., 2003). Finalment, a T. castaneum s’ha
demostrat que TcSvp és indispensable per a la metamorfosi ja que cap de les larves interferides
per TcSvp mitjangcant RNAi in vivo arriba a mudar a adult; la majoria poden pupar perd no
superen aquesta fase (Tan i Palli, 2008). En resum, aquests resultats, juntament amb els que
presentem en aquest capitol suggereixen que la capacitat de Svp d’interactuar amb el receptor

de la 20E i regular la seva senyalitzacié és exclusiva dels insectes holometabols.

Sorprenentment, els nostres resultats demostren que BgSvp esta implicat en la regulacié
de I'altra hormona clau en el desenvolupament dels insectes, I’'HJ, regulant I'expressié d’almenys
dos dels gens de la via de biosintesi a B. germanica. Aixi, la interferéncia de BgSvp reduiex
I'expressié de BgHMG-S i BgHMG-R, i com a conseqiieéncia no es produiex HJ i els processos
depenents d’aquesta hormona en la panerola adulta es veuen afectats. Anteriorment, ja s’havia
demostrat que el receptor nuclear BgE75 controla la sintesi d’HJ regulant I'expressié de BgHMG-
S en els CA de B. germanica (Mane-Padros et al., 2008). Aquests resultats, juntament amb els
presentats en aquesta tesi, relacionen dos receptors nuclears amb la regulacié de I'expressié de
dos enzims de la via del mevalonat a insectes. En el cas de BgE75, es demostra que un factor de
la via de senyalitzacié de la 20E regula la sintesi de I'HJ. Malgrat aquests resultats, en insectes
holometabols encara es coneix poc sobre la regulacid a nivell molecular de la via de biosintesi de
I'HJ). S’ha demostrat que la sintesi de I'HJ esta controlada per neuropeptids, com ara les

al-latotropines (AT) i les al-latostatines (AST), activadors i inhibidors respectivament de la sintesi
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de I'HJ (Goodman i Granger, 2005) pero encara es desconeix el mecanisme molecular. A B.
germanica s’han aillat quatre péptids amb activitat al-latostatica in vitro a partir d’extractes de
cervell (Belles et al., 1994), que provenen d’un sol gen precursor que inclou 13 possibles AST
(Belles et al., 1999). El silenciament d’aquest gen per RNAi pero, no afecta la produccié d’HJ
(Maestro i Belles, 2006). A més dels neuropéptids, també s’ha demostrat que els nivells de 20E

regulen I'activitat dels CA (Goodman i Granger, 2005; Kaneko et al., 2011).

Pel que fa a I'expressid i regulacio dels enzims de la via de biosintesi de I’'HJ no es disposa
de molta informacid. Els dos enzims més estudiats sén 'HMG-S i 'HMG-R ja que en vertebrats
s’ha demostrat que sén els enzims limitants de la via (Goldstein i Brown, 1990). La regulacié
d’aquests dos enzims ha estat especialmenet estudiada en els coledpters, Dendoctonus jeffreyi,
Ips pini i Ips paraconfusus. Aquests escarbats son greus plagues forestals tant a Nord-America
com a Europa, i per tal de controlar-les s’estudia la regulacié de la via del mevalonat ja que les
feromones que produeixen séon derivades de productes intermedis de la via. Aixi, s’"ha demostrat
que l'aplicacié d’HJ augmenta I'expressié de I'mRNA de HMG-R a I. paraconfusus (Tittiger et al.,
1999), I. pini (Tillman et al., 2004) i D. jeffreyi (Tittiger et al., 2003) i que també regula I'expressid
de 'HMG-S en els mascles de D. jeffreyi (Tittiger et al., 2000). Tot i que no s’ha estudiat la seva
regulacié també s’ha clonat HMG-R en el dipter D. melanogaster (Gertler et al., 1988) i el
lepidopter A. ipsilon (Duportets et al., 2000). En el nostre insecte model, B. germanica, s’ha
clonat tant 'HMG-R (Martinez-Gonzalez et al., 1993b) com L'HMG-S (Martinez-Gonzalez et al.,
1993a). Posteriorment, s’ha demostrat que a la panerola I'aplicacié d’HJ al cos gras no activa
I’expressiéo de I’'mRNA de BgHMG-R (Cruz et al., 2003), i segons els nostres resultats I'HJ tampoc
augmenta directament I'expressié dels dos enzims en els CA (vegeu Figura 7.13). Tot i aixo,
gracies a la seqlienciacio del genoma del lepidopter B. mori, en els Ultims anys s’han clonat tots
els enzims de la via del mevalonat, fins a la formacié de farnesil difosfat (figura 1.8), i s’ha
demostrat que durant la penultima fase larval hi ha una relacié entre els nivells d’expressié dels
enzims de la via del mevalonat i els nivells de produccié de I'HJ (Kinjoh et al., 2007). Aquests
resultats, juntament amb els patrons d’expressié d’aquests gens en els CA de B. mori (Ueda et
al., 2009) permetran estudiar en detall els mecanismes moleculars a través dels quals es regula

I’expressid dels diferents enzims de la via del mevalonat.

A diferéncia dels insectes, la regulacid de la via del mevalonat ha estat més estudiada en
vertebrats degut a que en aquests organismes el producte final és el colesterol, i els seus nivells

en sang estan relacionats amb malalties cardiovasculars. La sintesi de colesterol esta regulada
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per la concentracié intracel-lular del colesterol i per dos hormones, el glucagd i la insulina. El pas
limitant de la via i el principal punt de regulacié és la conversidé d’'HMG-CoA a mevalonat,
realitzada per 'HMG-R, aixi en presencia d’alts nivells de colesterol els nivells d’expressié de
I'HMG-R es redueixen (Goldstein i Brown, 1990). El principal sistema de regulacié de I'expresio
de 'HMG-R i la d’altres enzims de la via de sintesi i transport del colesterol és mitjangant les
SREBPs (Sterol Regulatory Element-Binding Proteins). Les SREBP sén factors de transcripcié units
a la membrana del reticle endoplasmatic, i quan els nivells de colesterol disminueixen es
produeix una proteolisi que allibera el domini actiu, que es desplaca al nucli i regula la
transcripcié de varis dels enzims, entre ells alguns de la via del mevalonat com 'HMG-R, 'HMG-S
i la FPPS. A més, també regula enzims implicats en el transport del colesterol (Brown i Goldstein,
1997, 1999; Gimpl et al., 2002). A més de les SREBPS, hi ha altres factors que regulen I'expressio
dels enzims de la via. Interessantment, entre els receptors nuclears que regulen I'expressid
d’HMG-S hi ha COUP-TFI, 'homoleg de Svp a mamifers. Aquest receptor regula I'expressio de
I'THMG-S de manera diferent segons el context cel-lular en que es troba el gen, podent-lo activar
o reprimir (Rodriguez et al., 1997). PPAR (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor) és un
altra receptor nuclear implicat en la regulacié de 'HMG-S (Rodriguez et al., 1994). Aquests
receptors controlen I’"hemostasi de lipids i glucosa i se’ls relaciona directament amb resistencia a
la insulina i amb altres malalties metaboliques (Chawla et al., 2001; Lee et al., 2006; Tan et al.,
2005). Curiosament, I’homoleg de PPAR a insectes és el receptor nuclear E75, que també s’ha
demostrat que controla I'expressié de BgHMG-S als CA de B. germanica (Mane-Padros et al.,

2008).

Una altra de les vies implicades en la regulacié de la sintesi de I'HJ és la via nutricional;
les femelles de B. germanica dejunades produeixen molt poca HJ i no se’ls desenvolupen els
oocits basals (Comas et al., 1999; Osorio et al., 1997). La panerola B. germanica és un insecte
anautogenic, no es reprodueix fins que menja, i una de les vies de senyalitzacié encarregada
d’indicar a les cel-lules si I'insecte s’alimenta és la via de TOR, una quinasa que s’activa en
preséncia d’aminoacids i que regula processos com el creixement i proliferacié cel-lular (Baker i
Thummel, 2007; Oldham i Hafen, 2003). En el cas de B. germanica, la interferencia de BgTOR
inhibeix la produccié d’HJ en femelles adultes i els nivells d’expressié de BgHMG-S i BgHMG-R en
els CA son baixos (Maestro et al.,, 2008). Una altra de les vies relacionades amb la nutricio i
I'activacié dels CA és la via del receptor d’insulina (InR). EI mutant d’InR a D. melanogaster
produeix menys HJ (Tatar et al., 2001; Tu et al., 2005), A més, en els CA d’aquestes mosques
mutants no s’expressa I'HMG-R (Belgacem i Martin, 2007). En el cas de B. germanica, els

resultats obtinguts sén semblants, les femelles interferides per BgInR presenten nivells
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d’expressid reduits de BgHMG-S i BgHMG-R en els CA i no se’ls desenvolupen els ovaris
(J.L.Maestro, resultats no publicats). Els nostres resultats perdo demostren que en els interferits
per BgSvp els nivells d’expressié de BgTOR i BgInR no estan afectats, fet que suggereix que hi ha
dos processos reguladors independents de I'activacié biosintetica dels CA: la via nutricional a
traves de BgTOR i BgInR, i la via depenent de BgSvp. La relacié entre Svp/COUP-TF i les vies de
senyalitzacié nutricional ha estat descrita en mamifers, on la mutacié de COUP-TFII en el cervell
de ratolins provoca una reduccié en el creixement del cervellet degut a una reduccié en la tasa
de proliferacié i un augment de I'apoptosi en un tipus cel-lular determinat, les GPC (granule cell
precursors). Aquest efecte és a través de la via de I'insulin like growth factor 1 (IGF-1), ja que en
els mutants de COUP-TFII I'expressié d’IGF1 i la fosforilacié d’Aktl, dos dels components de la

via, es troben reduides (Kim et al., 2009).

Un altre dels resultats obtinguts en interferir BgSvp és la inhibicié de la divisid cel-lular
dels CA durant les dues ultimes fase nimfals. A B. germanica, s’ha demostrat que el nombre de
cél-lules dels CA augmenta durant els ultims dies de la cinquena fase nimfal, quan els nivells de
20E sén més elevats; en canvi, durant la ultima fase nimfal el nombre de cel-lules augmenta
durant tots els dies (Chiang et al., 1992). Aquest resultat ens indica que BgSvp regula el cicle
cel-lular dels CA; anteriorment ja s’"ha demostrat una relacié entre el receptor nuclear i el cicle
cel-lular a la mosca D. melanogaster. DmSvp regula la proliferacié cel-lular en els tubs de
Malpighi de I'embrié del dipter. Concretament, la via de senyalitzacié d’EGFR activa DmSvp en
les cél-lules precursores dels tubs de Malpighi i posteriorment, DmSvp activa directa o
indirectament la transcripcié de components clau del cicle cel-lular. Aixi doncs, DmSvp almenys
regula la transcripcié de String (stg), una cdc25 fosfatasa que regula la transicié entre les fases G,
i M del cicle cel-lular i de la ciclina E (cycE), que regula la transicié entre les fases G, i S (Kerber et
al.,, 1998). El control del cicle cel-lular depén de dos families de proteines, les ciclines i les
proteines quinases dependents de ciclines (cdk). Les ciclines s’uneixen a les cdk activant-les i el
complex fosforila altres proteines. Dos dels complexes més estudiats sén la ciclina E/Cdk 2, que
regula la progressié de la fase G1 a S del cicle cel-lular i la ciclina B/Cdk 1, que regula el pas entre
G2 i M (Swanhart et al.,, 2005). Aixi doncs, BgSvp és possible que reguli els nivells d’'mRNA
d’alguna de les proteines implicades en el control del cicle cel-lular, tal i com passa a D.
melanogaster. D’altra banda, també s’ha demostrat que DmSvp regula la diferenciacié de varis
teixits durant I'embriogenesi de D. melanogaster. Aquest receptor nuclear esta implicat en la
diferenciacié dels ommatidis, el tub cardiac i els neuroblasts i ho fa a través de diferents vies de
senyalitzacié. Per exemple, en la diferenciacié dels fotoreceptors de I'ull de D. melanogaster

DmSvp actla a través de la via de Ras (Begemann et al., 1995). Durant el desenvolupament del
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tub cardiac, la senyalitzacié6 de hedgehog (hh) regula I'expressi6 de Svp en dos dels sis
cardioblasts (Ponzielli et al.,, 2002). Finalment, DmSvp esta implicat en el correcte
desenvolupament i diferenciacid dels neuroblasts, regulant I'expressié de diferents factors com

ara Hunchback (Hb) o Kruppel (Kr) (Kanai et al., 2005; Maurange et al., 2008).

Tot i el seu efecte en la proliferacié cel-lular hem demostrat que mitjancant la
interferencia de BgSvp durant el segon cicle gonadotrofic que també redueix els nivells
d’expressio de BgHMG-S i BeHMG-R en els CA i la vitel-logenina en el cos gras en femelles que
presenten un CA amb el mateix nombre de cél-lules que una femella control. En resum, els
resultats obtinguts en la caracteritzacié funcional del receptor nuclear BgSvp en aquesta tesi
demostren que BgSvp exerceix dues funcions independents en els CA de B. germanica, regula la
proliferacié cel-lular de la glandula durant la ultima fase nimfal i que alhora és necessari per
I'activacié biosintéetica dels CA, controlant I'expressié d’almenys dos dels enzims de la via del
mevalonat. A més, també hem demostrat que I'accié de BgSvp en l'activacié dels CA és

independent a la de les vies de senyalitzacié nutricional de BgTOR i BgInR.
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Conclusions

Dels resultats obtinguts durant la realitzacié d’aquesta tesi, es poden deduir les conclusions

seglents:

1.

L'insecte hemimetabol B. germanica presenta dues isoformes del factor de transcripcié
E74: BgE74A i BgE74B, i dues isoformes del receptor nuclear Seven up: BgSvpA i BgSvpB.
BgE74 és necessari per tal que es produeixi I'ecdisi correctament. La interferéncia
d’aquest factor de transcripcié durant la darrera fase nimfal provoca problemes greus en
el desplegament de les ales, en la integritat de les quetes, en les estructures d’adhesid i
en el procés de pigmentacid.

L'ezim dopa decarboxilasa de B. germanica (BgDDC) esta implicat en la pigmentacid i la
seva interferencia durant la ultima fase nimfal fa que emergeixin adults amb una
pigmentacié més clara. BgE74 és necessari per a qué BgDDC s’expressi correctament.
BgSvp controla I'activitat biosintetica dels corpora allata durant I'estadi adult de B.
germanica. BgSvpB és necessari perque s’expressin dos gens clau, BgHMG-R i BgHMG-S,
de la via de sintesi de I’hormona juvenil en les femelles adultes.

BgSvp és necessari per al desenvolupament dels corpora allata durant la darrera fase
nimfal. La interferéncia del receptor nuclear produeix una clara disminucié en la divisio
cel-lular dels corpora allata durant la darrera fase nimfal.

BgSvp controla de forma independent I'activitat biosintetica i la divisidé cel-lular dels
corpora allata .

Les funcions de les dues isoformes de BgSvp no son redundants.
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