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Preambul

El conjunt de treballs duts a terme en aquesta tesi tenen per objectiu aprofundir en els
mecanismes bioquimics de la comunicacié feromonal dels insectes, agafant com a model els
lepidopters nocturns i estudiant-ne tant els aspectes que concerneixen la biosintesi de llurs
feromones com els relacionats amb la seva detecci6. Tot i que ambdéds processos (biosintesi i
deteccid) estan estretament relacionats, s'ha considerat convenient dividir la tesi en dos capitols
diferenciats. Aixi, després d'una introduccio general i un capitol de metodologia comu, es presenta
un primer capitol destinat a l'estudi d'enzims biosintétics i un segon destinat a I'estudi dels enzims

responsables del metabolisme de la feromona un cop aquesta ha activat el receptor olfactiu.

Els treballs duts a terme en el primer capitol formen part de la participacié del grup en el projecte
Biosynthetic Infochemical Communication (iCHEM, contracte EC: FP6-032275). L'objectiu del
projecte era el disseny i implementacié d'un dispositiu artificial capa¢ de mimetitzar la comunicacié
quimica dels insectes, agafant com a organisme model I'arna S. littoralis. La participaci6 del nostre
grup en el projecte es va centrar en el disseny i la implementacié del dispositiu emissor, que
pretenia reproduir una part de la ruta biosintética de la feromona mitjancant la immobilitzacié dels
enzims biosintétics en un microreactor. Més enlla d'aquest proposit, perd, es va considerar
interessant identificar els ortdlegs de l'insecte utilitzat com a model, la S. littoralis, i estudiar la seva
influéncia en la proporcié final dels compostos feromonals. Dels enzims de la ruta biosintética que
han estat postulats com a principals responsables de la proporcié dels compostos feromonals, la
reductasa d'acids grassos i l'alcohol acetil transferasa no havien estat encara identificats en S.
littoralis i se'n disposava d'escassa informacié en altres insectes. Per aquest motiu es va
considerar interessant centrar I'atencié en aquests dos enzims, que d'altra banda eren també els

més rellevants per a l'assoliment dels objectius del projecte iCHEM.

En el segon capitol es descriuen els treballs duts a terme amb I'objectiu d'aprofundir en el
coneixement de les esterases antenals de lepidopters nocturns, potencialment implicades en la
finalitzacié de l'estimul provocat per la feromona. Per a la realitzacié d'aquests estudis es van
escollir dues arnes de la familia Noctuidae. La primera d'elles, S. nonagrioides, constitueix una
important plaga dels conreus del blat de moro. La utilitzacié d'inhibidors d'esterases havia resultat
prometedora en assajos in vitro utilitzant homogeneitzats de l'antena, aixi com en assajos
d'electrofisiologia duts a temre pel grup (Quero et al. 2003; Quero et al. 2004), perd I'abséncia
d'una major informacié sobre els enzims diana limitava la millora i optimitzacié d'aquestes
molécules amb activitat inhibidora. Pel que fa a la segona espécie escollida (S. littoralis), a més de
constituir una important plaga arreu del mén, oferia I'avantatge de poder ésser criada facilment en
captivitat, aixi com el fet de disposar d'abundant informacié sobre la seva biologia. Les tasques

d'identificacié i caracteritzacidé d'esterases en les dues espécies es va dur a terme en paral-lel,



perd degut a les diferéncies en la quantitat d'informacié disponible sobre les dues arnes, es va

considerar interessant utilitzar estratégies diferents per a cada insecte.
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Abreviatures

AAT
BSTFA
cDNA

CE

DNA

DOswo
EDTA

EST
ESI-Q/TOF

FAR
FBS
GC
GST
IEF
IPTG
LiOAc
MBP
MOI
mRNA
MS
NTA
OBP
ODE
OR
ORF
PAGE
pb
PBS
PBP
PCR
PDE

PEG
pfu

Alcohol acetil transferasa

bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida

DNA complementari

Carboxil esterasa

Acid desoxiribonucleic

Densitat optica a 600 nm

Acid etilendiamina tetraacétic

Marcador de seqiiéncia expressada (de I'anglés, Expression Sequence Tag)
Espectrometria de masses en tandem, mitjancant ionitzacié per electroesprai i
analisi per quadrupol i temps de vol (de I'Anglés, Electrospray lonisation-
Quadrupol/Time Of Flight)

Reductasa d'acids grassos (de I'Anglés, Fatty Acyl Reductase)

Sérum fetal bovi (de I'Anglés, Fetal Bovine Serum)

Cromatografia de gasos (de I'Agnlés, Gase Chromatography)

Glutatié S-transferasa

Isoelectroenfoc (de I'Anglés, Isoelectric focusing)
Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosid

Acetat de liti

Proteina d'uni6 a la maltosa (de I'Anglés, Maltose Binding Protein)
Multiplicitat d'infeccié

RNA missatger

Espectrometria de masses (de I'Anglés, Mass spectrometry)

Acid nitrilotriacétic

Proteina d'unié a feromones (de I'Anglés, Odorant Binding Protein)

Enzim de degraci6 d'odorants (de I'Anglés, Odorant Degrading Enzyme)
Receptor olfactiu (de I'Anglés, Olfactory Receptor)

Pauta oberta de I'ectura (de I'Anglés, Open Reading Frame)

Electroforesi en gel de poliacrilamida en condicions no desnaturalitzants
Parells de bases

Tampé fosfat (Phosphate Buffer Solution)

Proteina d'unié a feromones (de I'Anglés, Pheromone Binding Protein)
Reaccié en cadena de la polimerasa

Enzim de degradacidé de feromones (de I'Anglés, Pheromone Degrading
Enzyme)

Polietilen glicol

Unitats formadores de plaques virals (Plate forming units)



pl Punt isoeléctric

RACE Técnica d'amplificacié rapida dels extrems de cDNA (de I'Anglées, Rapid
Ampilification of cDNA Ends)

RNA Acid ribonucleic

rpm Revolucions per minut

RT-PCR Transcripci6 reversa - PCR

SDS Dodecil sulfat sodic

SDS-PAGE Electroforesi en gel de poliacrilamida en condicions desnaturalitzants

TFMC Trifluorometil cetona

T™MS Trimetilsilil

UPM Universal Primer Mix (Clontech)

X-Gal 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosid

Compostos quimics abreujats
De forma general, els compostos i precursors feromonals esmentats en aquest treball s'han

abreujat utilitzant el seguent criteri:

(Z,E)-9,11-14:0H (9Z,11E)-tetradecadien-1-ol

(Z,E)-9,11-14:0Ac acetat de (9Z,11E)-tetradecadienil

(Z,E)-9,11-14:SCoA Derivat acil-Coenzim A de I'acid (9Z,11E)-tetradecadienoic
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1. Introduccié general

1.2. La comunicaci6 feromonal

La facultat de percebre i processar estimuls de tipus quimic presents en I'entorn és una funcié
estesa a totes les espécies animals del planeta. No obstant, és en els invertebrats on aquest
procés d'intercanvi d'informacié mitjangcant compostos quimics pren més rellevancia i esdevé el
principal mitja de comunicacié per interaccionar amb l'entorn (Ache & Young 2005). Per la seva
propietat d'ésser portadors de senyal, els compostos quimics produits per éssers vius capacos de
provocar una resposta en un altre ésser viu, reben el nom de semioquimics. Aquests compostos
poden participar en una comunicacié tant intraespecifica, com és el cas de les feromones, com
interespecifica, com per exemple les cairomones produides per les plantes i que serveixen als
insectes per trobar aliment o lloc d'oviposicié. Les feromones sbén, doncs, semioquimics que
provoquen un canvi en el comportament d'individus de la mateixa especie. D'acord amb la seva

funcio, les feromones es classifiquen en feromones sexuals, d'agregacié, d'alarma, etc.

L'evidéncia de que els insectes es comunicaven a través d'alguna substancia alliberada a
I'ambient es remunta cap al darrer ter¢ del segle XIX. No obstant, no va ser fins I'any 1959 quan el
quimic alemany Adolf Butenandt va publicar la composicié de la primera feromona sexual d'un
insecte, el bombikol, produida per la papallona de la seda, Bombyx mori (Butenandt et al. 1959).
L'estudi, motivat per la cerca d'un sistema de control de plagues basat en l'atraccié dels individus
d'una espécie determinada, va durar més de vint anys i va requerir I'extraccié6 amb dissolvents
organics dels compostos presents en més de mig mili6 de femelles d'aquest lepidopter. Des
d'aleshores s'ha publicat la composicié de més de 8.000 molécules diferents amb activitat sobre el
comportament dels insectes (http://www.pherobase.com). Des d'un punt de vista quimic, el ventall
de compostos que formen aquestes mescles és molt ampli. No obstant, en el cas dels lepidopters
nocturns, es tracta habitualment de compostos alifatics de cadena lineal, que varien en la longitud
de la cadena, insaturacions (tant pel tipus, nombre, com la posicid) i grup funcional. Aquestes

funcionalitats sén, en la major part dels casos, alcohols, aldehids o acetats (figura 1.1).
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Figura 1.1. Exemple de la diversitat estructural de les feromones d'insecte. En el cas de les
arnes, el motiu estructural més habitual és una cadena alifatica insaturada amb un alcohol o
acetat com a grup funcional.

Les feromones sexuals, generalment produides per la femella i detectades pel mascle, estan
formades en la major part dels casos per mescles de diversos compostos quimics volatils, produits
per una glandula feromonal i alliberats a I'ambient. Aquestes mescles es caracteritzen per ser
altament especifiques, fet que ha permés que nombroses espécies de lepidopter convisquin en un
mateix ecosistema sense que es produeixin reconeixements creuats de les seves feromones. La
isomeria d'un doble enllag (Cardé et al. 1978) o la diferéncia d'un sol carboni a la cadena
carbonada (Mitchel & Doolittle, 1976 i Tabata et al., 2009) s6n modificacions suficients perqué una
molécula sigui reconeguda per una espécie o una altra. En alguns casos, també s'ha observat
com la feromona d'una especie conté un component que resulta repel-lent per a una especie veina
(Quero et al. 2004). Aquesta especificitat no depén unicament de la naturalesa dels compostos
que formen part de la feromona, sind també de la seva proporcié en la mescla feromonal. En el
cas de l'espécie Ostrinia nubilalis, per exemple, s'han identificat dues races, Z i E, les feromones
de les quals estan formades pels mateixos compostos, perd en dues proporcions diferents. Una de

les proporcions resulta atraient per una raga i inactiva per l'altra, i viceversa (Cardé et al. 1978).

Una altra caracteristica important de la comunicacié feromonal és l'elevada sensibilitat de la seva
deteccid. La quantitat de feromona necessaria per tal que es produeixi la comunicacié entre dos
individus és variable en funcié de l'espécie, i han estat proposats diferents valors en funcié del
tipus d'estudi realitzat. No obstant aixo, i malgrat la gran variabilitat interindividual que sovint tenen

aquests estudis, totes les dades obtingudes fins al moment coincideixen que la quantitat de
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feromona present a 'ambient és extremadament baixa. En un estudi realitzat amb I'arna Heliothis
virescens, per exemple, es va observar que una femella de l'insecte emetia entre 10 i 110 ng de
feromona al llarg de tota I'escotofase (o fase nocturna) (Morse et al. 1982). D'altra banda, estudis
empirics i tedrics sobre el limit de deteccié duts a terme en el lepidopter model Bombyx mori han
conclos que una concentracio en l'aire de 3.000 molécules de feromona (1,2 x107 fg) per mililitre

és suficient per desencadenar una resposta en el comportament de l'insecte (Kaissling 2009).

Finalment, a l'elevada especificitat i sensibilitat cal afegir-hi una baixa toxicitat per part dels
compostos integrants de les mescles feromonals que han estat avaluats (Rosa et al. 2006). Per
totes aquestes caracteristiques, l'interés en aplicar les feromones en el control biorracional de
plagues ha estat creixent, aportant bons resultats tant en plagues forestals com agricoles. La
forma en que les feromones s'han utilitzat en el control de plagues és diversa i constitueix un
camp de recerca encara obert. Fins al moment, les principals estratégies utilitzades soén les

seguents:

* Monitoritzacié de la plaga, en que les trampes feromonals soén utilitzades per detectar el
moment en que comencen a aparéixer els primers insectes. L'inici del tractament amb
pesticides classics en el moment precis de I'aparicié de la plaga pot reduir-ne les quantitats
a utilitzar i, per tant, I'abast dels seus efectes nocius sobre el medi ambient i la salut
humana (Cardé 1976).

» Captura massiva, en que la feromona és dipositada en trampes amb I'objectiu de

capturar-ne una gran quantitat d'individus (Ridgway et al. 1990).

* Confusié sexual, que consisteix en I'aplicacié d'una elevada quantitat de feromona per tal

de dificultar la localitzacié entre mascles i femelles (Witzgall et al. 2007).

» Esterilitzacié de l'insecte, en que els mascles son atrets a una font d'agent esterilitzant

amb la finalitat de que es produeixin postes d'ous no viables (Rossler et al. 2000).
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1.2. Biologia de les espécies utilitzades en el treball

Spodoptera littoralis

L'arna S. littoralis (anomenada popularment "Rosquilla negra", degut al comportament de la larva,
que s'enrosca amb ella mateixa i es deixa caure de la planta quan és agredida) és un lepidopter
de la familia Noctuidae (subfamilia Amphipyrinae) (figura 1.2). El seu origen és africa, i actualment
colonitza, a més del continent africa, el Proxim Orient i tota la conca mediterrania. Es tracta d'un
insecte polifag, que fins a dia d'avui ha causat danys en 87 espécies vegetals d'interés economic,
com ara el cotd, la soja, el lli, el blat de moro, l'arrds i diferents plantes de la familia de les
lleguminoses. Degut a aquesta versatilitat per a la invasié de conreus d'espécies vegetals
diferents, S. litforalis és considerada espécie de risc fitosanitari per I'Organitzacié Europea i

Mediterrania per la Protecci6 de les Plantes (EPPO).

Figura 1.2. S. littoralis en les formes de larva (A), pupa (B) i adult (C).

L'insecte hiverna en forma de pupa, enterrada al terra. Els adults, que emergixen a la primavera,
s'aparellen durant les cinc nits posteriors a I'emergéncia, tenint un maxim d'activitat durant la
segona nit (o escotofase) i donant lloc a una posta, que sera dipositada a I'anvers de les fulles de
la planta. Entre 4 i 12 dies després de la posta (depenent, essencialment, de la temperatura), es
produeix l'eclosié dels ous. Les larves s'alimenten de les parts aéries de la planta durant 15 a 23
dies, quan s'enterren per entrar en l'estadi de pupa i donar lloc, després d'uns 11 a 13 dies, a una
nova generacio d'adults. El nombre de generacions anuals depén essencialment de la

temperatura, podent arribar fins a vuit en les regions més tropicals.

Des del primer estudi sobre la composicié de la feromona de S. littoralis I'any 1973 (Nesbitt et al.
1973), nombrosos estudis han estat realitzats, aportant matisos importants a la composicio
d'aquesta mescla, que depenen tant de la raca de l'insecte com de la metodologia seguida per a la
caracteritzacié dels compostos (Muioz et al. 2008). En total, han estat identificats vuit compostos

diferents, sent en tots els casos majoritari l'acetat de (Z E)-9,11-tetradecadienil ((Z,E)-9,11-
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14:0Ac). En el cas de la soca utilitzada en aquesta tesi, a més d'aquest acetat majoritari, s'han
identificat els acetats de (E,E)-10,12-tetradecadienil ((E,E)-10,12-14:0Ac), (Z)-9-tetradecenil ((2)-
9-14:0Ac), (E)-11-tetradecenil ((E)-11-14:0Ac), (Z)-11-tetradecenil ((Z)-11-14:0Ac) i tetradecil
(14:0Ac), en una proporcié 57:14:11:11:6:1 (taula 1.1).

Taula 1.1. Composicié de la feromona de S. littoralis. Els valors que es mostren a la

dreta de cada molécula corresponen a la proporcié dels diferents compostos en la
mescla feromonal (Mufoz et al. 2008).

Compostos Estructura %
0
Z,E)-9,11-14:0Ac
(Z,E) = o I 57
0
(E,E)-10,12-14:0Ac N ok 14
0
(2)-9-14:0Ac 11
— O)g
0
(E)-11-14:0Ac _ O)J\ 11
o}
(2)-11-14:0Ac 6
— Ok
0
14:0Ac o 1

Tradicionalment, els métodes de lluita contra aquest insecte s'havien basat en la utilitzacié de
pesticides classics, com el metil parathion. L'aparicié de resisténcies, pero, va obligar a ampliar el
ventall de compostos utilitzats, incloent altres organofosforats i piretroids sintétics, que amb el
temps també van donar lloc a soques resistents i, per tant, van perdre efectivitat (Abo-El-Ghar et
al. 1986; Issa et al. 1984). L'aparicié d'aquestes resisténcies, juntament amb I'elevada toxicitat
dels pesticides ha motivat la cerca d'alternatives menys nocives per a la salut humana i el medi
ambient. En algunes regions, com la india, I'aplicacié de repel-lents naturals com I'azadiractina o
I'extracte de neem han tingut un efecte positiu en alguns conreus (http://www.eppo.org - A2 list).
També ha estat utilitzada la lluita bioldogica amb predadors naturals, com ara parasits, fongs o virus
(Salama et al. 1989; Navon et al. 1983). Pel que fa a la utilitzacié de feromones en el control de la
plaga, una de les avantatges que presenta és que el component majoritari de la feromona ((Z,E)-
9,11-14:0Ac) en solitari té de per si una elevada capacitat atraient al camp (Campion et al. 1974).
D'altra banda, en un estudi de captura massiva, dut a terme amb trampes feromonals que
contenien insecticida, es va observar que la reduccié del nombre d'aparellaments degut a I'efecte

de confusi6 per la feromona tenia una influencia major en la reduccié de la plaga, que la captura
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de mascles propiament dita (Downham et al. 1995). No obstant, i malgrat aquests resultats siguin
prometedors pel que fa a la utilitzacié6 de feromones en el control d'aquesta plaga, el nombre

d'estudis de camp realitzats en aquest insecte sén escassos.

Més enlla de l'interés d'aquesta espécie com a plaga, S. littoralis ha estat utilitzada en nombrosos
treballs com a espécie model en l'olfaccioé de lepidopters plaga. La seva manipulacié no presenta
un risc directe per a la salut humana i la seva cria en condicions de laboratori esta ben definida,
podent donar lloc a una generacioé cada 5 setmanes. Gracies a I'eleccié d'aquest lepidopter com a
model per diversos grups de recerca, s'han dut a terme importants progressos en el coneixement
de la biologia d'aquesta espécie, com ara la sequenciacié d'un banc de cDNA antenal (Legeai et
al. 2011) o del genoma del génere Spodoptera (Négre et al. 2006), ambdds coordinats per

Genoscope.

Sesamia nonagrioides

De la mateixa manera que S. littoralis, I'arna S. nonagrioides (o "Barrinador del blat de moro")
pertany a la familia Noctuidae (subfamilia Amphipyrinae) (figura 1.3). Aquest barrinador habita tota
I'area d'influéncia mediterrania, estenent-se per les regions on el blat de moro es cultiva de forma

intensiva.

Figura 1.3. S. nonagrioides en les formes de larva (A), pupa (B) i adult (C).

L'insecte hiverna en forma de larva a l'interior de la canya. Arribada la primavera, es transforma en
pupa, completant la metamorfosi fins a la forma adulta. Les femelles d'aquesta forma adulta, un
cop fecundades, dipositen els ous a les baines de les fulles més joves de la planta per tal de donar
lloc a una nova generacié de larves, que perforaran de nou la canya per tal de completar un nou
cicle bioldgic. EI nombre de generacions que tenen lloc anualment depén de la regi6 i pot variar
entre dues al sud de Franca i nord de la Peninsula, tres a la conca de I'Ebre i quatre al Marroc
(Albajes et al. 2002).

El primer aliment de les larves sén les baines que protegeixen els ous dels que han eclosionat.

Posteriorment, es dirigeixen al nus superior o a la zona de les arrels, creant galeries que
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destrueixen el moll de la canya, debilitant la planta i desencadenant la caiguda de les panotxes.

L'aparellament de les formes adultes de l'insecte s'inicia la nit seglient a la de I'emergéncia, té un
maxim d'activitat durant la segona nit, i continuara durant les nits seglients en cas de no haver-hi

fecundaci6 (Babilis & Mazomenos 1992).

Tal i com es mostra a la taula 1.2, la composicié feromonal de S. nonagrioides esta formada per
quatre compostos: L'acetat de (Z)-11-hexadecenil ((Z2)-11-16:0Ac), el (Z2)-11-hexadecenal ((Z)-11-
16:Ald), el (Z2)-11-hexadecenol ((2)-11-16:0H), i I'acetat de dodecil (12:0Ac), en una proporcio
69:8:8:15 segons Mazomenos (Mazomenos 1989) o 77:10:8:5, segons Sans i col. (Sans et al.
1997).
Taula 1.2. Composicié de la feromona de S. nonagrioides. Els valors que es mostren a la dreta de cada
molécula corresponen a la proporcié dels diferents compostos en la mescla feromonal. Primera

columna, composicié segons Mazomenos (1989), i segona columna, composicié segons Sans i col.
(1997).

Compost Estructura %
__ O
(2)-11-16:0Ac W(W)/ 69 77
- H
(2)-11-16:Ald dhdhad g ¢ 8 10
(0]
(2)-11-16:0H — OH 8 8
O
12:0Ac J\ 15 5
0

Una de les dificultats del control de l'insecte plaga S. nonagrioides és la invulnerabilitat de les
larves durant el periode d'hibernacié. Aixi, I'aplicacié de pesticides classics ha de tenir lloc durant
les etapes d'alimentacié de les larves, moment en el que aquestes es troben a les parts més
externes de la planta. D'altra banda, el llarg periode en que té lloc la fase de posta obliga a
successives aplicacions de linsecticida. La baixa efectivitat i els evidents inconvenients
toxicologics d'aquesta practica han portat a la cerca d'alternatives per al control d'aquesta plaga
en aquells cultius en que les mesures de tipus cultural (canvis en la data de sembra, rotacioé de

cultius, etc.) resulten insuficients.

Una de les tecnologies que més bons resultat ha tingut en les plagues del blat de moro en general
és la utilitzaci6 de plantes transgéniques, que produeixin l'endotoxina del bacteri Bacillus

thuringensis (conegut popularment com "Blat de moro Bt") (Meeusen & Warren 1989).
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Desenvolupada inicialment en la planta de tabac per tal de controlar la plaga produida per les
larves de Manduca sexta (Vaeck et al. 1987), aquesta tecnologia ha estat aplicada amb éxit en el
control de diferents plagues del blat de moro (Musser & Shelton 2003; Donkin et al. 2003). No
obstant, si bé el blat de moro Bt ha estat ampliament implantat als EEUU, la seva utilitzacié a
Europa ha estat més limitada, degut, sobretot, al recel que els aliments transgénics generen en la
poblacié. Aquest motiu, juntament amb I'aparicié dels primers insectes resistents a la toxina
(McGaughey et al. 1999), va motivar la utilitzacio de feromones i analegs de feromones per al

control de l'insecte plaga del blat de moro S. nonagrioides.

El primer métode utilitzat fou el de confusié sexual, que va consistir en Il'aplicaci6 de grans
quantitats de feromona sintética (una mescla de (2)-11-16:OAc i (Z)-11-16:OH, en una proporcio
90:10) amb I'objectiu de dificultar el contacte entre mascles i femelles, i evitar aixi la copula
(Albajes et al. 2002). Una segona estratégia utilitzada amb éxit ha estat I'aplicacié d'analegs de la
feromona de tipus trifluorometilcetona (TFMC) en dispensadors repartits pel camp de conreu.
Aquests compostos han demostrat tenir una activitat inhibidora de les esterases responsables del
catabolisme del component feromonal maijoritari, saturant els receptors de feromona i provocant
aixi un efecte de confusio. Els estudis realitzats fins al moment mostren una activitat prometedora
d'aquests compostos en la lluita contra les plagues de blat de moro (Solé et al. 2008). No obstant,
les quantitats de producte necessaries per a produir I'efecte sén molt elevades en comparacié
amb la quantitat de feromona utilitzada en el sistema de trampeig, suggerint la necessitat d'una

optimitzacio d'aquest métode.
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Objectius
2. Objectius

El conjunt de treballs exposats en la present tesi doctoral tenien per objectiu aprofundir en el
coneixement dels enzims que participen en el metabolisme feromonal. Els diferents enzims
objecte d'estudi abasten tant els de les darreres etapes de la biosintesi feromonal, com els enzims

responsables de la degradacié de la feromona després d'haver activat el receptor olfactiu.

A partir dels antecedents exposats a la introduccid general i dels que s'exposen a les introduccions

especifiques (apartats 4.1 i 5.1 del treball), els objectius concrets plantejats van ser els seglients:

1. Identificacio, expressié recombinant i caracteritzacié cinética d'una reductasa d'acids

grassos de la glandula feromonal de I'arna S. littoralis.

2. ldentificaci6, expressid recombinant i caracteritzacié cinética d'una alcohol acetil

transferasa de la glandula feromonal de S. littoralis.

3. Identificacié de proteines amb activitat carboxil esterasa en els lepidopters S. littoralis i

S. nonagrioides.

4. Aillament del cDNA de carboxil esterases antenals dels lepidopters S. littoralis i S.

nonagrioides.

5. Expressié recombinant i caracteritzacid cinética de carboxil esterases antenals de

lepidopter.
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Material i métodes

3. Material i métodes

3.1. Material

3.1.1. Insectes
Els individus de I'especie S. littoralis van ser obtinguts mitjancant la cria i el manteniment d'una

colonia en el propi laboratori (Fabrias 1986).

En el cas del barrinador del blat de moro S. nonagrioides, els insectes van ser proporcionats en
estadi de pupa per la UdL-IRTA (Lleida). Les pupes van ser separades en funcié del sexe. Els
adults emergits, separats per sexes, es van mantenir a 25°C en un 40-50% d'humitat fins el dia de

la seva utilitzacio.

3.1.2. Vectors
Vectors de clonatge

pCRII-TOPO
El vector pCRII (Invitrogen) esta dissenyat per al clonatge de productes d'amplificacié per PCR

(figura 3.1). L'origen de replicacié pUC permet obtenir un elevat nombre de copies a l'interior de la
cél-lula. D'altra banda, el lloc de clonatge multiple esta integrat en el si del gen de la subunitat « de
la B-galactosidasa. Aquesta caracteristica permet diferenciar facilment els clons que han
incorporat un cDNA, dels que han estat tancats sobre ells mateixos. Per tal que la utilitzacié
d'aquest sistema de rastreig sigui possible, la linia cel-lular emprada ha de ser defectiva en la
subunitat « de la p-galactosidasa. En cas que el vector transformat no hagi incorporat cap DNA
extern, el gen LacZx del vector es traduira, proporcionant a la cél-lula la subunitat de la B-
galactosidasa que li manca i I'habilitara per metabolitzar la galactosa i els seus derivats. En el cas
contrari, el gen LacZx sera interromput per aquest DNA inserit, evitant I'expressio d'aquesta
subunitat, sense la qual la céllula perdra I'activitat metabolica front a la galactosa. L'addicié del
derivat de la galactosa 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsid (X-Gal) al medi de cultiu,
proporciona una coloracié blava a aquelles colonies amb capacitat per a metabolitzar la molécula,
indicant que l'activitat g-galactosidasa esta intacta i que, per tant, cap fragment de DNA ha estat

inserit al vector (Ullmann et al. 1967).

Per tal d'incorporar fragments de PCR el vector esta linealitzat i conté una timidina (T) a I'extrem 3'

de cadascuna de les cadenes. Aquesta T s'hibridara amb l'adenosina (A) que la Tag DNA
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polimerasa afegeix a l'extrem 3' del fragment de DNA al final de cada cicle d'elongacié.
Addicionalment, i per tal de facilitar la lligacié, la versi6 pCRII-TOPO conté una topoisomerasa
covalentment unida a I'extrem 3' de cada cadena. Un cop hibridat el fragment de DNA provinent de
la PCR, la topoisomerasa catalitza la formaci6 de I'enllag d'éster fosforic, alliberant el producte de

lligacié del vector i el producte de PCR (Shuman 1994).

Lloc de clonatge Topoisomerase

*

CCCETT INAGGG
- PCR Product RTCCC

HO |

—

Topoisomerase

Figura 3.1. Mapa del vector pCRII (Invitrogen) (esquerra) i diagrama del sistema de lligaci6 TOPO
T/A, en que la responsable de catalitzar la formacié de I'éster fosforic és una topoisomerasa.

Vectors d'expressié en E. coli

Vector pGEX
El vector pGEX (en el cas d'aquest treball, pGEX-4T-2) esta dissenyat per a l'expressio

recombinant de proteines en E. coli, especialment per aquelles que han de ser posteriorment
purificades. (figura 3.2). Conté una proteina de fusié (en aquest cas, la glutati6 S-transferasa,
GST), el gen de la qual esta situat a I'extrem 5' del gen de la proteina d'interés, que haura de ser
inserit en la mateixa pauta de lectura. El resultat és l'expressi6 d'una proteina de fusié formada per
la GST i la proteina recombinant d'interés. La GST no només afavoreix el correcte plegament i
solubilitzacié de la proteina recombinant obtinguda, sin6 que a més en permet la seva purificacié
mitjangant una cromatografia d'afinitat funcionalitzada amb una molécula mimética al glutati6.
L'expressio de la proteina de fusié entre la GST i la proteina recombinant d'interés esta sota el
control del promotor tac, induible amb el galactdsid IPTG. A més, el vector expressa de forma
constitutiva el repressor del promotor tac (Lacl?), evitant una expressié basal de la proteina en
abséncia d'IPTG.
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Lloc de clonatge

pGEX
l'. ~4900 bp |

e
Apal e .
BoEN T— pBR3z2
[T on

o Figura 3.2. Mapa del vector pGEX
(Amersham)

Vector pMAL
Es tracta d'un vector d'expressié en E. coli (figura 3.3). De la mateixa manera que el pGEX, el

vector pMAL permet expressar la proteina recombinant juntament amb una proteina de fusio, que
en permetra el seu correcte plegament i en facilitara la purificacié. En aquest cas, la proteina
utilitzada és la proteina d'unié a maltosa (MBP, de Maltose-binding protein), codificada pel gen
malE sota el control del promotor fac. De la mateixa manera que altres vectors d'expressio, el
plasmid conté una copia del repressor d'aquest promotor Lacl?. A més, el lloc de clonatge dels
vectors pMAL esta situat en el context del gen LacZx, permetent dur a terme una seleccié de

colonies equivalent a la del vector pCRII després dels processos de lligaci6 i transformacié.

Existeixen dos grans grups de vectors pMAL. El pMALc conté les caracteristiques tal i com s'han
descrit anteriorment i, per tant, expressa la proteina de fusié entre la MBP i la proteina d'interés al
citosol cel-lular. Un segon grup de vectors (pMALp), perd, conté un péptid senyal de secrecid, que
dirigeix la proteina formada a l'espai periplasmatic. Aquesta caracteristica permet que el
plegament i la formacié de ponts disulfur tingui lloc al periplasma cel-lular, augmentant les

possibilitats de correcte plegament de la proteina (Lauritzen et al. 1991).

Tant la versié d'expressio citosolica, com la periplasmatica van ser amablement cedides pel grup

de les doctores J. Badia i L. Baldoma (Departament de Bioquimica i Biologia Molecular, UB).
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polylinker

lacdin
malE
B
\ermf’na tor
P

tac

pPMAL-c2X

pMAL-p2X Amp*

facl?

pBR322 ori Figura 3.3. Mapa del vector pMAL (New
England BiolLabs)

Vector pET23a
A diferéncia dels vectors d'expressié anteriorment descrits, en el vector pET23a la proteina

clonada no esta sota el control del promotor tac, sin6 del promotor del bacteridéfag T7 (figura 3.4).
Aquest promotor Unicament és reconegut per la T7 RNA polimerasa, que transcriu un gran nombre
de copies del gen que esta sota el control del promotor. La major part de soques bacterianes no
contenen una copia d'aquesta polimerasa al seu genoma. No obstant, aquelles que sén lisdbgens
del bacteridfag T7 o derivats (com ara les que contenen el bacteridfag DE3), contenen una copia
cromosomal del gel de la T7 RNA polimerasa, que esta sota el control del promotor lacUV5 i que
és induible per l'analeg galactosid IPTG. A més d'aquest sistema de control de I'expressio, comu
en tots els vectors de la série pET, el vector pET23a conté una seqiiéncia de DNA que codifica per
un fragment de 6 His, traduit a I'extrem C-terminal de la proteina clonada en el vector. Aquesta cua
d'histidines permet purificar la proteina recombinant obtinguda mitjangant una cromatografia

d'afinitat per metall.
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Figura 3.4. Mapa del vector pET23a
(Novagen)

El vector pUBS-520 (figura 3.5) té com a finalitat proporcionar dos tRNAs corresponents a dos

codons de baixa freqiiéncia en E. coli, pero forga freqlients en proteines eucariotes: AGA i AGG,

ambdos codificants per I'aminoacid Arg. Aquests dos tRNAs estan codificats pel gen dnaY (figura

3,5) (Brinkmann et al. 1989).

laclg

dra (ERMNA)

pUBS520
5363 bp

|
o 11
BamHI

rep (p15A)

o

Kanamyein-Resistanz

Figura 3.5. Mapa del vector pUBS520
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Vectors d'expressié en Saccharomyces cerevisiae

Vector pESC-URA

Es tracta d'un vector d'expressiod en cél-lules de llevat (figura 3.6), tot i que es replica també a

l'interior de les cél-lules bacterianes (gracies a l'origen de replicaci6 pUC i al marcador de
resisténcia a l'ampicillina), cosa que en permet la seva manipulaci6 mitjangant tecniques

classiques de biologia molecular.

Permet clonar el cDNA de la proteina d'interés sota el control del promotor GAL1 o del promotor
GAL10, depenent de les necessitats. Ambdos promotors sén activats quan la galactosa és la font
de carboni present en el medi de cultiu. La versié utilitzada en aquest treball conté un gen
essencial per a la biosintesi de I'uracil (URA3), permetent mantenir una pressié selectiva en

aquelles soques de llevat que no sén auxotrofes per a aquest nucledtid, i sempre i quan el medi no

el contingui.
2-micron ori 1 URA3
1
pESC-URA
6.6 kb 1 ori
ampicillin . /LT ADH]
' A U ' MCs1/FLAG
¥ 'pGaLl0
pUC ori P GALY

TCYCT' 'MCS2/myc
Figura 3.6. Mapa del vector pESC-URA (Stratagene)

Vector pYES/His
De la mateixa manera que el vector pESC, el pYES és un vector d'expressié recombinant en

cél-lules de llevat, replicable en E. coli, gracies a l'origen de replicacié6 pUC (figura 3.7). El
marcador de seleccio és igualment el gen URAS3, que codifica per una proteina responsable de la
biosintesi de l'uracil. EI promotor que controla I'expressié del gen recombinant és GAL1, i permet
incorporar una cua de 6 His a I'extrem C-terminal de la proteina per a la seva posterior purificacié

en cromatografia d'afinitat per metall.
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— Xbal

pYES2.1/V5-

His-TOPO’

Figura 3.7. Mapa del vector pYES (Invitrogen)

Vectors d'expressio en cél-lules d'insecte

Vector pBlueBac4.5/V5-His

Els vectors pBlueBac (Invitrogen) estan dissenyats per a I'expressido recombinant mitjangant
baculovirus (figura 3.8). La preséncia de l'origen de replicacié pUC i del gen de resisténcia a
I'ampicil-lina permeten manipular aquest vector mitjangcant el bacteri E. coli. Un cop duta a terme la
construccio amb el DNA desitjat, el vector pot recombinar amb els virus Bac-N-Blue™ (Invitrogen)
gracies a dues regions homologues que envolten la regid de clonatge del DNA inserit.
Addicionalment, una d'aquestes regions conté un fragment del gen de la g-galactosidasa (LacZ) i
el seu promotor, que li manca al virus Bac-N-Blue. De la mateixa manera que en el sistema de
seleccié blanc/blau per a les colonies d'E. coli, els virus que hagin completat el procés de
recombinaciéo amb éxit expressaran la g-galactosidasa, donant a la cél-lula hoste la capacitat per
degradar el substrat cromogénic X-Gal. Finalment, el vector pBlueBac4.5/\VV5-His conté I'epitop V5,
que permet detectar la proteina recombinant mitjancant un anticos, aixi com una sequéncia de 6
His a l'extrem C-terminal per tal de purificar la proteina recombinant obtinguda mitjangant una

cromatografia d'afinitat per metall.
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Bac-N-Blue™ DNA
Bsud6|

pBlueBac4.5/
V5-His pBlueBac4.5/V5-His

5043 bp

Figura 3.8. Mapa del vector pBlueBac4,5/V5-His (esquerra) i esquema de la recombinacié amb el
virus Bac-N-Blue (dreta).

3.1.3. Linies cel-lulars

Soques de E. coli

TOP10

La soca TOP10 (Invitrogen) d'E. coli esta estretament relacionada amb DH10B i és especialment

adequada per als processos de clonatge, seqlienciacidé, manteniment i escalat del plasmid. Una de
les caracteristiques importants és la deficiéncia en endonucleases, com ara I'endonucleasa A1.
Per contenir una deleccié en el gen LacZx del profag ¢80, la soca DH10B és apta per a la

selecci6 de clons mitjangant el substrat cromogénic X-Gal.

Genotip F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80lacZAM1S AlacX74 recAl araD139 A(ara-
leu)7697 galU galK rpsL(StrR) endAl nupG

Aquesta soca d'E. coli va ser utilitzada per tots els clonatges i subclonatges, aixi com per a la

conservacio de les construccions utilitzades en totes les expressions.

BL21

La soca d'E. coli BL21, amablement cedida pel grup de les doctores J. Badia i L. Baldoma
(Departament de Bioquimica i Biologia Molecular, UB), és apta per a l'expressié de proteines
recombinants. D'entre les seves caracteristiques destaca la deficiéncia en la proteasa OmpT, que

evita la possible degradacié de la proteina recombinant expessada durant el procés de purificacié.

Genotip E. coli B F ompT hsdS(rg" my) gal dem
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Rosetta™(DE3)pLysS

Aquesta soca d'E. coli (Novagen) prové de la soca préviament descrita BL21. Incorpora un
plasmid, amb un marcador de resisténcia al cloramfenicol, que codifica per diferents tRNAs de
baixa frequéncia en E. coli (AAG, AGA, AUA, CUA, CCC i GGA), per la qual cosa resulta molt
apropiada per a I'expressidé recombinant de proteines eucariotes. A més, conté copia cromosomal
del gen de la T7 RNA polimerasa (LacUV5) del profag A. Aquesta caracteristica permet a aquesta
soca operar amb vectors del tipus pET (descrit anteriorment). Per tal d'evitar una expressié basal
de la T7 RNA polimerasa abans de l'addicié6 d'IPTG, la soca també conté el lisozim T7, que

suprimeix I'expressio basal de la T7 RNA polimerasa abans de la induccié.

Genotip FompT hstB(rB‘ mB') gal dcm (DE3) pLysSRARE (Cam®)

Soques de S. cerevisiae

INVSc1

INVSc1 (Invitrogen) és una soca del llevat S. cerevisiae dissenyada per a l'expressié de proteines

recombinants. Es diploide i, a més de no esporular, té un creixement rapid. Les deleccions en
gens implicats en la biosintesi de determinats aminoacids i nucleotids (His, Leu, Trp i Uracil)
permeten dur a terme una seleccié per nutrients en aquells vectors que converteixin el llevat en

auxotrofic per un d'aquests compostos.

Genotip MATa his3D1 leu2 trp1-289 ura3-52

YPH501

La soca de S. cerevisiae YPH501 (Stratagene) és de tipus diploide i de creixement rapid. De la
mateixa manera que la INVSc1, conté deleccions en gens responsables de la biosintesi de
determinats nutrients per tal de facilitar un mecanisme de seleccié. En aquest cas, a més de His,

Leu, Trp i Uracil, la soca no és auxotrofa per a Lys i Adenina.

Genotip ura3-52 lys2-801amber ade2—101ochre trp1-A63 his3—A200 leu2-Al
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Linies de cél-lules d'insecte

Sf21

La linia celllular Sf21 és, juntament amb la Sf9, una de les linies cel-lulars tradicionalment
utilitzades pel laboratori de Patologies d'Insectes del Departament d'Agricultura dels EEUU. Ha
estat modificada a partir de la linia cel-lular IPLBSF-21, provinent de l'ovari de la pupa de l'arna
Spodoptera frugipedra (Vaughn et al. 1977), i actualment es considera molt apropiada per a
I'expressié recombinant de proteines, ja que pot créixer tant en monocapa, com en cultiu en
suspensid i és adaptable a un medi lliure de sérum, facilitant-ne el procés de purificacio i
eliminacié de potencials contaminants. Quan s'utilitza en combinacié amb el sistema d'expressio
de baculovirus, els nivells de proteina recombinant obtinguts sén alts. D'altra banda, el fet de ser
una linia cel-lular eucariota, permet que la proteina incorpori modificacions postraduccionals que

no tenen lloc en el bacteri.

3.1.4. Solucions i medis de cultiu
Totes les solucions i medis de cultiu van ser preparades amb aigua ultrapura i es van esterilitzar

per filtracié en filtre de 0,22 ym o bé mitjangant un autoclau, durant 20 min a 120 °C.

Medis de cultiu microbiologic

Medi LB (Luria-Bertrani broth)

Medi ampliament utilitzat en el cultiu rutinari d'E. coli. La composici6 és la seglent:

Triptona 1%
Extracte de llevat 0,5%
NaCl 0,5%

El medi LB va ser complementat amb determinats casos amb els antibidtics necessaris per tal de
mantenir la seleccidé del plasmid contingut a l'interior de les cél-lules. La composicié dels medis

resultants d'aquesta addicio és:
* LB-A: LB amb ampicil-lina a una concentracié de 100 pg/mL.
* LB-A50: LB amb ampicillina a una concentracié de 50 ug/mL.

« LB-AC: LB amb ampicilllina a una concentraci6 de 100 ug/mL i cloramfenicol a una

concentracio de 64 pg/mL.

e LB-AK: LB amb ampicil-lina a una concentraci6 de 100 pg/mL i kanamicina a una

concentracioé de 34 ug/mL.
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Medi 2xTYA

Aquest medi és una modificacié del medi LB que conté el doble d'extracte de llevat i un 60% més
de triptona. Es especialment apropiat per a I'expressié de proteines recombinants. En tots els
treballs realitzats en aquesta tesi, I'antibidtic utilitzat en combinaci6 amb aquest medi va ser

I'ampicil-lina a la concentracié de 100 pg/mL.

Composicio:
Triptona 1,6%
Extracte de llevat 1%
NacCl 0,5%
Medi SOC

Aquest medi de bacteri és més ric en salts i conté glucosa com a font de carboni. Es va utilitzar en
els bacteris recent transformats, durant la incubacié que precedeix al sembrat en placa, i té per

objectiu permetre I'expressid dels enzims de resisténcia a antibidtics presents en el vector.

Composicio:
Triptona 2%
Extracte de llevat 0,5%
NaCl 10 mM
KCI 2,5mM
MgCl, 10 mM
Glucosa 20 mM

Medis de cultiu de llevat

Medi selectiu SD-U

El medi SD (de Synthetic Dextrose) és un medi minim de llevat utilitzat per al cultiu rutinari dels
llevats transformats amb un plasmid recombinant. Conté glucosa com a font de carboni per tal de
no induir I'expressio de proteines el gen de les quals esta sota el control del promotor GAL, i en el
cas de la variant SD-U no conté uracil, exercint una pressié selectiva per a aquells llevats que

estan transformats amb els vectors pESC-URA i pYES.
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Composicié del medi SD-U:

Base de nitrogen (Yeast Nitrogen Base, SIGMA) 0,67%
Glucosa 2%
Casaminoacids (BactoTM Casamino acids, BD) 0,1%
Sulfat d'adenina 40 mg/L
L-Trp 10 mg/L

Medi selectiu SG-U
El medi SG (Synthetic Galactose) té la mateixa finalitat que el medi SD, amb la Unica diferéncia

d'utilitzar galactosa com a font de carboni. Aquest medi es va utilitzar per a la induccié de

I'expressio de les proteines recombinants que estan sota el control del promotor GAL1.

Composicio del medi SG-U:

Base de nitrogen (Yeast Nitrogen Base, SIGMA) 0,67%

Galactosa 2%

Casaminoacids (BactoTM Casamino acids, BD) 0,1%

Sulfat d'adenina 40 mg/L

L-Trp 10 mg/L
Medi YPAD

Consisteix en un medi ric, utilitzat per al creixement de llevats no transformats amb cap vector i

que, per tant, no requereixen una pressio6 selectiva.

Composicié del medi YPAD:

YEP (Autoclavat)

Extracte de llevat 1%
Peptona 2%
Glucosa 2%
Sulfat d'adenina 40 mg/L

46



Material i métodes

Medis de cultiu de cél-lules d'insecte Sf21

Medi incomplet

Es tracta del medi comercial Sf-900 Il SFM (Gibco), adaptat per al creixement sense sérum bovi
fetal (FBS, de Fetal Bovine Serum). L'objectiu d'aquest medi és evitar possibles interferéncies en
el procés de transfeccio i reduir el nombre de proteines presents en el sobrenedant cel-lular per tal

de facilitar la purificacio de les proteines recombinants obtingudes.

En el cas dels processos d'expressid, una mescla d'antibiotics i antifungics (10.000 unit/mL
penicil-lina, 10 mg/mL estreptomicina i 25 pg/mL d'amfotericina B, Sigma) va ser afegida a una

concentracio final de I'1%.

Medi complet
Per al medi complet, un 10% d'FBS (Gibco), tractat durant 1h a 56°C per tal d'inactivar les

proteines de la cascada del complement, va ser afegit al medi incomplet.

Tot i que les cél-lules Sf21 poden créixer correctament amb medi incomplet, el creixement en

preséncia d'FBS millora les condicions generals del cultiu.
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3.2. Métodes generals de biologia molecular
3.2.1. Métodes bioinformatics

Cerca per alineament local
Per a la cerca de seqiéncies amb identitat respecte a les obtingudes, es va realitzar una "cerca

per alineament local" (BLAST, de Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al. 1990).

En el cas de la cerca amb la finalitat d'obtenir una idea preliminar de la identitat d'una seqiéncia
total o parcial obtinguda, es va utilitzar la cerca blastx, que compara les sis possibles pautes de
lectura de la seqiiéncia de DNA amb una base de dades de proteines. En aquest cas, la base de

dades utilitzada per a la cerca va ser la de proteines no redundants (nr).

Per a la seleccid de seqiéncies per a la construccié d'analisis filogenétiques, es va utilitzar la
cerca blastp, que compara una seqliéncia proteica donada, amb una base de dades de proteines.
En aquests casos, la base de dades utilitzada va ser la de Reference proteins (refseq_protein). En
la major part dels casos (indicat en cada resultat), la cerca va ser filtrada, o bé per insectes
(taxid:50557), o bé per lepidopters (taxid:7088).

Alineament de sequéncies
Per a a l'alineament de sequéncies, tant de DNA, com de proteines, es va utilitzar el programa

ClustalW, en alguna de les seves versions en linia (per exemple, Institut Pasteur, DNA data bank
of Japan o Péle informatique lyonnais). La matriu utilitzada en el cas de les proteines per definir el
pes de les substitucions d'aminoacids va ser BLOSUM (BLOcks of Amino Acid SUbstitution
Matrix), o derivada (Henikoff & Henikoff 1992). La resta de parametres (penalitzacié per obertura
de forats, penalitzacié per extensio dels forats, etc.) van ser utilitzats tal i com es defineixen per

defecte.

Reconstrucci6 d'arbres filogenétics

Per a la reconstruccié d'arbres filogenétics, el fitxer amb extensié aln, obtingut de I'alineament, va
ser processat amb el programa MEGA 4 (Tamura et al. 2007). Les analisis filogenétiques es van
construir amb el métode Neighbor-Joining i considerant unicament els blocs amb residus similars.
El test de robustesa realitzat per a I'analisi va ser de tipus bootstrap. Finalment, I'arbre obtingut va

ser reordenat per tal de millorar-ne la visualitzacio.

Analisi dels espectres de masses de proteines
Mascot. En una primera fase, els espectres de masses obtinguts es van analitzar mitjancant el
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programa Mascot (Matrix science) (Perkins et al. 1999). Aquest programa no extreu directament la
sequiéncia del péptid fragmentat, siné que compara el patré de fragmentacié amb altres péptids i
proteines presents a les bases de dades de sequéncies. Tot i que presenta algunes limitacions a
I'nora de treballar en especies poc estudiades i per a les quals hi ha poques seqiiéncies tedriques
a les bases de dades, permet fer una primera identificacio del tipus de proteina present a cada
mostra. Aquest programa va ser utilitzat a la Plataforma de Protedmica del Parc Cientific de

Barcelona, on es van dur a terme les analisis per espectrometria de masses en tandem.

Peaks. El programa Peaks (Bioinformatics solutions) (Ma et al. 2003) incorpora la possibilitat de
sequenciar de novo a partir de l'espectre de masses obtingut de la fragmentacié dels péptids
triptics (productes de la digestio amb tripsina). Un cop identificada una mostra d'interés mitjancant
el programa anterior, la sequéncia dels diferents péptids analitzats va ser obtinguda mitjangant el

programa Peaks, cedit en fase de proves per la propia empresa proveidora.

Altres eines bioinformatiques
Prediccio de péptids senyal. Donat que moltes de les proteines estudiades eren potencialment

secretables, se'n va analitzar la preséncia de péptids senyal d'excrecié cel-lular mitjangant el

programa SignalP (Bendtsen et al. 2004; Emanuelsson et al. 2007).

Prediccio de fragments transmembrana. Donada la variabilitat en els resultats d'aquest tipus de
prediccions, es van utilitzar diferents servidors per tal d'avaluar la robustesa de les prediccions

obtingudes:

« DAS - Transmembrane Prediction Server, del Centre bioinformatic d'Estocolm:

http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/

+  TMHMM Server v. 2.0, del Centre d'analisi de sequiéncies bioldgiques (CBS) de
Dinamarca: http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/

*  TMpred, de I'Institut de bioinformatica de Suissa:

http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html

Prediccio de glicosilacions. Els potencials punts de glicosilacié de les seqliencies obtingudes va
ser estudiat amb el programa NetNGlyc 1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/), que prediu

residus potencialment glicosilables en el context Asn-X-Ser/Thr.

Punt isoeléctric i pes molecular. El punt isoeléctric i pes molecular teorics de les seqliéncies
primaries de les proteines obtingudes es van calcular mitjangant I'eina Compute pl/Mw

(http://www.expasy.org/tools/pi_tool.html).
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3.2.2. Aillament d'RNA

Per a l'obtencié de I'RNA, els teixits d'individus de dos dies d'edat van ser disseccionats i
conservats a -80 °C fins al dia de la seva utilitzaci6é. Els teixits obtinguts es van triturar
mecanicament en un bany de nitrogen liquid. Seguidament I'RNA total es va extreure amb el
reactiu TriZol (Sigma), d'acord amb les indicacions del fabricant. El sediment d'RNA obtingut en la
darrera etapa de preciptacié es va resuspendre amb aigua ultra pura, tractada amb l'inhibidor
d'RNases dietil pirocarbonat (DEPC) i autoclavada. El volum de resuspensi6 oscil-la en un rang de
10 a 20 pL, depenent del teixit extret. Les solucions d'RNA van ser conservades a -80 °C fins el
moment de la seva utilitzaci6. Dilucions 1/10 i 1/100 de les solucions d'RNA obtingudes es van

quantificar espectrofotométricament a una longitud d'ona de 260 nm.

3.2.3. Transcripcio reversa (RT)
La mostra d'RNA va ser sotmesa a un tractament amb DNasa per tal d'eliminar les possibles

traces de DNA gendmic que podien haver estat coextretes amb el métode anteriorment descrit.

Vuit pg d'RNA total van ser tractats amb 5 unitats de DNasa lliure d'RNases (Roche), en preséncia
de 2,5 mM de MgCl; i tampé de la transcriptasa reversa. Després d'incuvar la reaccié durant 20
min a 37 °C, la DNasa va ser desactivada mitjancant I'addicié d'EDTA a una concentraci6 final de

2,8 mM, seguit d'un tractament térmic de 10 min a 75 °C.

Un cop lliure de DNA genomic, la mostra va ser incubada en preséncia de la Transcriptasa
Reversa SuperScript Il (Invitrogen) durant 1 h a 42 °C, en preséncia de DTT, MgCl,, Oligo(dT),
dNTPs i l'inhibidor d'RNases RNaseOUT, a les concentracions indicades pel fabricant. Finalment,

la transcriptasa reversa va ser inactivada térmicament a 70 °C durant 15 min.

3.2.4. Amplificacioé dels extrems 3'i 5'

Per a I'amplificacié dels extrems 5' i 3' de les seqiiéncies parcials obtingudes es va utilitzar la
tecnica de RACE-PCR (de Rapid Amplification of cDNA Ends-Polymerase Chain Reaction). En el
cas de les esterases antenals de S. littoralis es va utilitzar el set comercial SMART™ RACE cDNA
Amplification Kit (Clontech), mentre que per a les esterases antenals de S. nonagrioides i la
Reductasa de S. littoralis, es va utilitzar el set comercial FirstChoice® RLM-RACE Kit (Ambion).
Ambdoés contenen els enzims i reactius necessaris per a dur a terme tot el procés, partint d'una
mostra d'RNA. En tots dos casos, I'amplificacié dels extrems s'obté mitjancant I'addicié d'una
sequiéncia coneguda en I'extrem 5' o 3' del cDNA. Un cop obtingut el cDNA modificat, aquest pot
ser utilitzat de substrat per a una PCR amb un oligonucleodtid especific del gen i un altre que

s'hibridara a I'extrem 3' 0 5' de tots els cDNAs de la mostra.
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L'estratégia que els dos sets utilitzen per a I'obtencié del cDNA modificat en 3' (3'RACE-cDNA) és
la mateixa, i consisteix en utilitzar com a encebador de la transcripcidé reversa un oligonucleotid
que s'hibridi a la regié poliA de l'extrem 3', i al mateix temps contingui la sequéncia que sera
incorporada al cDNA. D'altra banda, l'estratégia seguida per a la sintesi del 5’'RACE-cDNA (un
cDNA modificat en §') difereix entre les cases comercials. Tal i com es mostra a la figura 3.9, el set
de Clontech aprofita I'activitat transferasa de la transcriptasa reversa del virus de la leucémia
murina (MLV-RT, de Murine Leukemia Virus - Reverse Transcriptase), que afegeix entre 3 i 5
citidines al finalitzar la sequéncia, per tal d'hibridar-hi I'oligonucledtid que conté la sequéncia a
insertar. Per la seva banda, el set d'’Ambion utilitza la pirofosfatasa acida del tabac (TAP, de
Tobacco Acid Pyrophosphatase) per hidrolitzar la molécula de trifosfat de guanosina (GTP, de
Guanosine triphosphate) metilada que conté I'RNA missatger madur, deixant un RNA amb un sol
grup fosfat a I'extrem 5. A aquest RNA s'hi afegeix llavors I'oligonucleotid de la sequéncia

desitjada, que és lligat a 'RNA mitjangant una RNA lligasa.

Pl:l|y A* RNA CIP treatment to remeve 5' PO, from
degraded mRNA, rRNA, tRNA and DNA

5 oo polyA 3
_ 366 : ) N
5 Oligo (dT) primer MGppp T e AAAAA

SMART 1™ A

Oligonucleotide First-strand synthesis

coupled with TAP treatment to remove cap
(dC) tailing by RT from full-length mRNA

. R YAVAVAVAVAVA VAV VAV [T
5 CEC { ] 5' RACE Adapter Ligation
to decapped mRNA
Template switching ¢ AACE aduo e AnaAA
and extension by RT T
5w GGG NN NANANANNN POlVA reverse transcription
e

Figura 3.9. Esquema de funcionament dels sistemes de Clontech (esquerra) i Ambion (dreta) per a
I'inserci6 d'una segliéncia coneguda a l'extrem 5' del cDNA.

3.2.5. Electroforesi de DNA

Per tal de separar els fragments de DNA resultants dels processos de digestié enzimatica i PCR,
les mostres van ser carregades en un gel d'agarosa diluida en tamp6 TAE (4 mM Tris-AcOH i 0,1
mM d'EDTA, ajustat a pH 8,3). La concentracié de l'agarosa va dependre de la longitud dels
fragments que s'esperaven obtenir, oscil-lant entre un 1% per als fragments més llargs i un 2% per
als fragments més curts. Un cop barrejada I'agarosa amb el tampd, la suspensio va ser escalfada i
agitada fins obtenir una solucié clara. Un cop reduida la temperatura de la solucié, l'agent

intercalant d'acids nucleics SybrSafe (Invitrogen) va ser afegit amb una proporcié 1:10.000 (v:v) i
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la solucié va ser dipositada en un motlle fins a la seva solidificacio.

Les mostres de DNA van ser mesclades amb un tampd de carrega (6x DNA Loading Dye,
Fermentas) a una concentracié final de 1,6 mM Tris-HCI (pH 7,6), 0,005% de blau de bromofenol,
0,005% de "xylene cyanol FF", 10% de glicerol i 10 mM d'EDTA. Un cop dipositades les mostres al
gel, l'electroforesi es va dur a terme a 90 V fins que els indicadors de color van mostrar la

distancia de migracié desitjada. El resultat del DNA separat va ser visualitzat sota un llum UV.

3.2.6. Purificacié de DNA a partir de gel d'agarosa

Per a la purificacié de fragments de DNA posteriorment a la separacié per electroforesi en gel
d'agarosa, es van utilitzar dues técniques diferents en funcié de la finalitat. En el cas del clonatge
per seqienciacio i identificacio de fragments de PCR (utilitzant el sistema de la topoisomerasa del
vector pCRII-TOPO), es va optar per un métode en que la mostra final de DNA queda més
concentrada, si bé conté també més impureses. En el cas del subclonatge en vectors d'expressio
(utilitzant la T4 DNA lligasa), en canvi, es va optar per un métode en que la concentracio final del
DNA era més baixa, pero la mostra també estava més lliure de contaminants. El motiu d'aquesta
doble metodologia és que les amplificacions mitjangcant oligonucledtids degenerats i/o les
amplificacions dels extrems 3' i 5' donen lloc sovint a bandes molt febles, mentre que en els
processos de subclonatge les quantitats de DNA obtingudes poden ser majors. D'altra banda, la
T4 DNA lligasa ha demostrat ser forgca sensible als contaminants (Hyone-Myong 1996; Raae et al.
1975), reduint I'eficacia de la lligacié quan la mostra no és prou pura, mentre que la topoisomerasa

no sembla presentar problemes d'aquest tipus.

Purificacié per a clonatge amb el sistema pCRII-TOPO

Per al clonatge amb el sistema pCRII-TOPO, les bandes d'interés van ser tallades amb un bisturi
esteril i extretes per filtracioé en llana de vidre mitjangant les columnes GenElute (Sigma), d'acord
amb les especificacions del fabricant. El DNA obtingut va ser precipitat per addici6 de NaOAc-
AcOH 3 M pH 5,2 a una concentracié final de 0,3 M, i EtOH absolut a una concentraci6 final del
70%. El sediment de DNA obtingut es va rentar amb 500 L d'EtOH 70%, assecat en una corrent

d'aire i resuspés finalment en 10 L d'aigua ultra-pura autoclavada.

Purificacié per a subclonatge amb la T4 DNA lligasa

En el cas de les bandes de DNA destinades al subclonatge (ja fossin productes de digesti
enzimatica, o amplificacions per PCR a partir de vector), es va utilitzar el set QlAquick Gel
Extraction Kit (Quiagen). Tal i com indica el fabricant, les bandes van ser tallades amb un bisturi

esteril, I'agarosa va ser desfeta i diluida en tamp6 i el DNA es va purificar mitjangant una columna
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de silica (Quiagen). Després de diversos rentats amb tampons d'alta concentracié salina, el DNA

va ser eluit amb 30-50 uL d'aigua ultra-pura autoclavada, depenent de la intensitat de la banda.

3.2.7. Clonatge de DNA

Clonatge de fragments de productes de PCR pel sistema TA

Entre 2 i 4 pL de la reaccié de lligacié van ser clonats en el vector pCRII-TOPO (Invitrogen) i
transformats en cél-lules competents DH5x (TOP 10, Invitrogen), d'acord amb les indicacions del
fabricant. Una fraccio de 50 pL i una altra de 250 pL d'aquesta transformacié van ser sembrats en
dues plaques d'agar amb medi LB-A50, tractades préviament amb 40 pL d'una solucidé de 20
mg/mL de X-GAL. Els clons obtinguts van ser explorats per PCR sobre colonia (posant en
contacte una punta de pipeta estéril amb la coldnia d'interés i posteriorment amb la mescla de

reaccié de PCR) o per doble digesti6 del plasmid purificat.

Aquest sistema va ser utilitzat també en el clonatge de cDNA en el vector pBlueBac. En aquest
cas, pero, l'exploracié dels clons es va realitzar unicament per PCR, amb un oligonucleoétid del
DNA inserit i un del vector, per tal de poder verificar la correcta orientacié del DNA inserit en el

vector.

Subclonatge en vectors d'expressio

Un cop escollides les dianes de restriccié adequades per a la insercié del gen d'interés en el
vector d'expressio es van dissenyar els oligonucleodtids apropiats per tal d'introduir-les als extrems
5' i 3' de la seqliéncia. Amb aquests encebadors es va dur a terme una PCR, utilitzant com a
substrat el vector de clonatge on havia estat inserit el gen aillat. Després d'analitzar el producte de
PCR mitjangant un gel d'agarosa, la banda corresponent al DNA d'interes (en tots els casos I'Unica

banda observada en el gel) va ser extreta.

Tant el producte de PCR purificat com el vector desti van ser doble digerits en una sola reaccio,
utilitzant les condicions suggerides pel fabricant (Fermentas) per a cadascuna de les
combinacions d'enzims. El producte de digestido del DNA inserit va ser purificat mitjangant un gel
d'agarosa, mentre que el vector doblement digerit es va purificar utilitzant la columna de silica del
set QIAquick Gel Extraction Kit (Quiagen), perd ometent I'etapa de separaci6 del gel d'agarosa per
tal de minimitzar-ne les pérdues. Un cop digerits i purificats, tant el DNA a inserir com el vector van

ser quantificats.

Per a la reacci6 de lligaci6 es van utilitzar 90 fmols d'insert i 30 fmols de vector en preséncia d'una

unitat de T4 DNA Lligasa (Invitrogen) i els tampons proporcionats pel fabricant. La reacci6é es
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dugué a terme en 100 cicles, que van consistir en 30 s a 10 °C seguit de 30 s a 30 °C. Aquestes
condicions s6n un compromis entre les baixes temperatures d'hibridacié dels extrems cohesius i la

temperatura optima de funcionament de la T4 DNA Lligasa (Lund et al. 1996).

3.2.8. Transformacié de plasmids
Transformacio en E. coli

Transformacio per métodes quimics
Per a transformar quimicament els bacteris E. coli es va optar pel métode del CaCl, (Ausubel et al.

1991), un dels diferents métodes que utilitzen cations divalents (en aquest cas, el Ca?), per tal
d'obrir porus en la membrana dels bacteris, que permeten l'acceptacié de plasmids en sotmetre

les cél-lules a un xoc térmic.

Obtencié de les cél-lules competents

Cent mL de medi LB fresc van ser inoculats amb 1 mL d'un cultiu saturat amb la soca d'eleccié i el
cultiu es va incubar a 37 °C i 250 rpm fins assolir una DOey de 0,4. Arribat aquest punt, el
creixement va ser aturat incubant el cultiu en gel durant 10 min (a partir d'aquest moment, totes les
etapes es van dur a terme en fred) i les cél-lules van ser recollides per centrifugacié a 3.500 g
durant 10'. Descartat el sobrenedant, el sediment cel-lular va ser resuspés en 20 mL d'una solucié
de 10 mM Tris-HCI (pH 7,0), 60 mM CaCl; i 15% glicerol (filtrada amb un diametre de porus de
0,22 um i atemperada a 4°C). El cultiu va ser centrifugat durant 5 min a 2.500 g i el sediment
cel-lular obtingut va ser resuspés de nou en 20 mL de la dissolucié anterior. Transcorreguts 30 min
d'incubacié en gel, la suspensié cel-lular va ser centrifugada de nou durant 5 min a 2.500 g i el
sediment cel-lular va ser resuspés en 4 mL de la solucié de CaCl,, incubant-se durant 1 h en gel.
Finalment, la suspensi6 va ser repartida en fraccions aliquotes de 200 uL i conservada a -80 °C

fins el moment de la seva utilitzacio.

Transformacio per xoc térmic

Per al xoc térmic amb cél-lules competents de CaCl, preparades al laboratori, entre 2 i 5 pL de
plasmid van ser afegits a la solucié de cél-lules competents i incubats durant 30 min en gel.
Transcorregut aquest temps es va procedir al xoc térmic, que va consistir en una incubaci6é de 3
min a 42 °C (o 5 min a 37 °C), seguida d'una incubaci6 de 2 min en gel. Finalitzat el xoc térmic, es
van addicionar 800 pL de medi LB i el cultiu va ser incubat durant 1 h a 37 °C. Finalment, el cultiu
va ser sembrat en dues plaques de medi LB en agar (100 uL i 900 pL, respectivament), que van

ser incubades tota la nit a 37 °C.
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Per al xoc téermic amb les cél-lules TOP10 (Invitrogen) quimicament competents, es va seguir el
mateix procediment, perd en aquest cas el tractament térmic va ser de 30 s a 42 °C. Per a la
incubacié d'1 h a 37 °C, 250 yL de medi SOC van ser afegits als 50 pL de cél-lules recent

transformades.

Transformacié per electroporacio
L'electroporacié és una técnica de transformacié basat en principis fisics. Un elevat potencial

eléctric en el si de la suspensid cel-lular provoca I'obertura de porus a la paret cel-lular, permetent
I'entrada del plasmid a l'interior de la céllula. En la majoria dels casos, l'eficiencia d'aquesta
técnica és superior a la de la transformacié per métodes quimics. Es per aquest motiu que
I'electroporacio es va utilitzar en casos en que la concentracié del plasmid era inferior a I'obtinguda

mitjangant una preparacié de plasmid convencional.

Obtencioé de cél-lules eléctricament competents
L'objectiu final en l'obtencié de cél-lules eléctricament competents és tenir una suspensio cel-lular
altament concentrada, lliure de salts i amb preséncia de glicerol que protegira les membranes en

el procés de congelacié.

Per a l'obtencié de les cél-lules, 500 mL de medi LB van ser inoculats amb 10 mL d'un cultiu
saturat de la soca desitjada i incubats a 37 °C i 250 rpm. Quan el cultiu va assolir una DOeggo
d'entre 0,51 0,7, el creixement es va aturar per incubacioé en gel durant 10 min (a partir d'aquest
moment, totes les etapes es van dur a terme en fred). El sediment cellular, obtingut per
centrifugacio a 3.500 g durant 10 min, va ser resuspés en 150 mL d'una soluci6 de glicerol al 10%
(préviament filtrada amb un porus de 0,22 um). Aquest procés va ser repetit consecutivament amb
volums de resuspensié decreixents (50 mL, 25 mL i 0,5 mL). La suspensi6 finalment obtinguda va
ser repartida en fraccions aliquotes de 50 yL, que van ser congelades en un bany de metanol i
neu carbonica. Les cél-lules congelades van ser conservades a -80 °C fins el dia de la seva

utilitzacio.

Transformacié per electroporacié

Per a la transformacié propiament dita, una de les fraccions anteriors va ser mesclada amb 5 L
de la solucié de plasmid i introduida en una cel-la d'electroporacié préviament refrigerada. Aquesta
mescla va ser sotmesa a un corrent eléctric amb les seglents condicions: 1,7 kV de potencial,
200 Q de resistencia i 25 yF de capacitancia. A continuacié 500 yL de medi SOC van ser afegits a
la mescla de plasmid i céllules, i la solucié resultant va ser incubada durant 1 h a 37 °C.

Finalment, el cultiu es va sembrar en plaques d'agar amb medi LB, en preséncia de I'antibiotic
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corresponent al plasmid transformat.

Transformacié de cél-lules de llevat
Per a transformar les cél-lules de llevat es va utilitzar el métode de I'acetat de liti (LiOAc), tal i com

es descriu en el manual de l'usuari del vector pESC (Stratagene).

Preparacié de cél-lules de llevat competents

Per a 'obtencié de cél-lules de llevat competents, 50 mL de medi YPAD van ser inoculats amb 2,5
mL d'un cultiu saturat de la soca desitjada i el cultiu es va incubar a 30 °C i 250 rpm fins a assolir
una DOeyo propera a 1,0. El sediment cel-lular, obtingut per centrifugacié a 1.000 g durant 5 min, va
ser resuspés en 10 mL de tampo LTE (0,1 M LiOAc, 10 mM Tris-HCI (pH 7,5) i 10 mM EDTA).
Aquesta etapa es va repetir, resuspenent el sediment obtingut en 0,5 mL de tampé LTE. La
suspensid obtinguda es va repartir en fraccions aliquotes de 50 pL i es va mantenir a 4 °C fins al

moment de la transformacié (no més de 3 dies).

Transformacié

Per a la transformacio, entre 1 i 3 yg de plasmid van ser mesclats amb una de les fraccions
anteriorment obtingudes, i a la mescla s'hi van afegir 300 pL d'una solucié de transformaci6 (40%
de PEG 3350, en solucié LTE). La solucioé resultant es va incubar durant 30 min a 30 °C, seguida
d'una incubaci6 de 15 min a 42 °C. Finalment, el cultiu es va sembrar en plagues d'agar amb medi

SD-U i aquestes van ser incubades a 30 °C fins a l'aparicié de colonies (2 o 3 dies).

3.2.9. Purificacié de DNA plasmidic

Purificacié a partir de cultius d'E. coli

El procediment utilitzat per a I'extracciéo de DNA plasmidic a partir d'un cultiu d'E. coli esta basat en
el métode de lisi alcalina (Birnboim & Doly 1979). En aquest procediment, les membranes
cel-lulars sén trencades per accié d'un tampo6 alcali (generalment amb NaOH), que conté també
dodecil sulfat sodic (SDS). El resultat d'aquesta lisi és la formaci6é d'un agregat de I'SDS amb les
membranes, proteines i DNA cromosomic, que precipita en intercanviar els ions Na* per K* (Ish-
Horowicz & Burke 1981), presents a la solucié de neutralitzacié en forma d'acetat potassic. En el
métode utilitzat en aquesta tesi, el DNA circular present en el sobrenedant de la lisi va ser purificat
mitjangcant una resina d'intercanvi anionic, que uneix el DNA en preséncia d'hidroclorat de
guanidina (present també a la solucié de neutralitzacid), i a pH acid. Després de diversos rentats
amb tampons d'alta concentraci6é salina, el DNA plasmidic és eluit per addicié d'aigua ultrapura

autoclavada.
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En el decurs d'aquesta tesi es van utilitzar tres sets diferents que utilitzen aquest mateix principi.
El Quiagen Plasmid Mini Kit (Quiagen) i el High Pure Plasmid Isolation (Roche) van ser utilitzats
per a la purificaci6 de DNA plasmidic provinent d'un petit volum de cultiu (5-8 mL), obtenint-se
generalment entre 8 i 10 ug de plasmid. Aquestes quantitats van ser suficients per als processos
de sequenciacio, transformacioé i subclonatge. Addicionalment, el set Quiagen Plasmid Maxi Kit
(Quiagen) es va utilitzar per a la obtencié de plasmid per a transfeccié en cél-lules d'insecte.
Aquest set utilitza el mateix principi que els anteriors, si bé substitueix els processos de
centrifugacié posteriors a la lisi per filtracions. Utilitzant aquest sistema a partir de sediments
cel-lulars provinents de 150 mL de cultiu, es van obtenir 0,5 mg de plasmid a una concentracio

d'aproximadament 1 pg/pL.

Purificaci6 a partir de cultius de llevat

L'extracci6 de DNA circular provinent de célllules de Sacharomyces cerevisiae presenta dos
dificultats si es compara amb el mateix procediment aplicat a les cél-lules bacterianes d'E. coli. En
primer lloc, la paret cel-lular del llevat fa la cél-lula més resistent a la lisi. En segon lloc, la quantitat
de DNA plasmidic obtinguda a partir d'un cultiu de llevat és inferior a I'obtinguda a partir d'un cultiu
d'E. coli. Es per aixd que la majoria de protocols aconsellen transformar en E. coli el plasmid
obtingut a partir del llevat, per tal d'obtenir-ne quantitats majors i poder-lo manipular. El
procediment utilitzat en aquesta tesi és una adaptacié d'un protocol préviament descrit a la
literatura (Robzyk & Kassir 1992).

La coldnia corresponent va ser inoculada en 5 mL de medi selectiu i el llevat es va fer créixer
durant 24 h a 30 °C. El sediment cel-lular, recollit per centriguacié a 10.000 g durant 2 min, va ser
resuspeés en 100 pL de la solucié STET (8% sacarosa, 50 mM Tris-HCI (pH 8), 50 mM EDTA i 5%
Tritd X-100). A la suspensié cel-lular s'hi van afegir 200 pL de boles de vidre (GlassBeads 425-600
pum, Sigma) i es va agitar durant 5 min a temperatura ambient amb I'ajut d'un vortex. A la mescla
s'hi van afegir 100 pL addicionals de solucié STET i va ser escalfada durant 3 min a 95°C, seguit

d'una incubacié de 5 min en gel.

Les membranes, proteines i DNA gendmic d'aquesta solucié lisada van ser extrets amb 200 pL
d'una solucié de Fenol:Cloroform:Alcohol isoamilic (25:24:1), saturada amb Tris-HCI 100 mM (pH
8), que es va agitar vigorosament fins formar una emulsié. Les fases aquosa i organica es van
separar per centrifugacioé a 12.000 g durant 5 min, i la fase aquosa es va transvasar a un nou tub.
Aquesta fase aquosa va ser rentada amb 150 uL de Cloroform, seguint el mateix procediment que

per a l'extraccié anterior.

Finalment, a la fraccié aquosa obtinguda s'hi van afegir 150 uL del tamp6 Binding Buffer del set de
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purificacié de DNA plasmidic High Pure Plasmid Isolation (Roche) i la mescla resultant va ser
carregada en una columna amb resina d'intercanvi idnic del mateix set (Roche). Després dels
rentats indicats pel fabricant, el DNA va ser eluit amb 100 pL d'aigua ultrapura autoclavada.
Finalment, 5 pL d'aquesta solucié van ser transformats en 50 pL de cél-lules electrocompetents, i

el plasmid es va extreure segons el procediment indicat anteriorment.

Conservacio6 del plasmid
Tant en el cas del bacteri com en el cas del llevat, els cultius obtinguts per a l'extraccio de

plasmids van ser congelats i emmagatzemats a -80 °C (Sambrook & Russell 2001).

En el cas dels cultius d'E. coli, 600 L del cultiu saturat va ser mesclat amb 200 uL d'una solucio
de glicerol al 60%, filtrada amb un tamany de porus de 0,22 pym. La soluci6é resultant, amb una

concentracio final de glicerol del 15%, va ser congelada a -80 °C.

En el cas dels cultius de S. cerevisiae, 0,5 mL de cultiu en fase estacionaria van ser mesclats amb
0,5 mL d'una solucié de glicerol al 30%, filtrada amb un tamany de porus de 0,22 ym. La solucié

resultant (que contenia una concentracié final de glicerol del 15%) va ser congelada a -80 °C .

3.3. Identificacio i obtencio de cDNAs

3.3.1. Consideracions generals

La metodologia utilitzada per a la identificacié de noves seqiiéncies de cDNA va dependre de
I'espécie i el tipus de seqliéncia cercada. En el cas de l'arna S. littoralis, un banc de cDNA
obtingut préviament pel grup de les doctores Emmanuelle Jacquin-Joly i Martine Maibéche-Coisne
(UMR 1272, UPMC-INRA, France) va proporcionar la seqiiéncia completa de la major part de les
CEs estudiades, sent necessaria Unicament la finalitzacié dels extrems 5' i/o 3' en alguna de les

sequéncies.

En la resta de casos, les noves seqiiéncies van ser identificades seguint una estratégia de PCR
amb oligonucledtids degenerats. Aquests es van dissenyar a partir de I'alineament de seqiiéncies
homologues, a excepcid feta de les seqliencies parcials Snon-EST2p i Snon-EST3p, en que van

ser dissenyats a partir de seqiéncies peptidiques obtingudes directament de la proteina.

3.3.2. Condicions especifiques per a cada gen

Identificacié del cDNA de la reductasa Slit-FAR1

Els oligonucledtids degenerats FARfor i FARrev (taula 3.1) van ser obtinguts a partir de dues
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regions conservades, identificades en un alineament de les FARs conegudes fins al moment. El
cDNA de la glandula de S. littoralis va ser utilitzat de motlle en una PCR amb aquests dos
oligonucledtids i les seguients condicions de temperatura i temps: 3 min de desnaturalitzacié inicial
a 94 °C, seguit de 40 cicles de 30 s a 94 °C, 30 s a 45 °C i 2 min a 72 °C, amb una extensié final
de 10 min a 72 °C. El fragment de 294 pb obtingut en separar electroforéticament el producte de la

PCR va ser purificat i clonat en el vector pCRII.

Un cop confirmada la homologia de la seqiiéncia obtinguda amb la familia de les FARs, aquesta
va ser utilitzada per al disseny de dos oligonucleotids especifics per a I'amplificacié dels extrems 5'
i 3" (5'SIsFAR i 3'SIsFAR, respectivament). Per a l'amplificacié de l'extrem 5', I'oligonucleotid
5'SISFAR es va utilitzar en combinaci6 amb el 5'Outer (Ambion) en una PCR amb les seguents
condicions de temperatura i temps: 3 min de desnaturalitzacié inicial a 94 °C; 10 cicles de 30 s a
94 °C,30mina60°Ci1mina72°C; 35ciclesde30sa94°C,30sa55°Ci1mina72°C;
elongacié final de 10 min a 72 °C. La banda de 849 pb obtinguda en I'electroforesi en gel

d'agarosa va ser purificada i clonada en el vector pCRII per a la seva sequenciacio.

L'amplificacio de I'extrem 3' es va dur a terme mitjangcant dues PCRs consecutives. En la primera
es va utilitzar I'oligonucleotid 3'SIsFAR en combinacié amb el 3'Outer (Ambion). Un cop observada
una banda de 600 pb (t&nue i amb molt soroll de fons) en el gel d'electroforesi, una petita mostra
d'aquesta va ser utilitzada per a una segona amplificacié, aquest cop combinant els
oligonucledtids 3'SIsFAR i 3'Inner (Ambion). Les condicions de temps i temperatura d'aquestes
dues PCRs van ser les segients: 3 min a 94 °C, seguit de 36 cicles de 30 s a 94 °C, 30sa 60 °Ci

2 min a 72 °C, i una extensio final de 10 min a 72 °C.

La banda de 812 pb obtinguda finalment en I'electroforesi en gel d'agarosa va ser purificada i

clonada en el vector pCRII per a la seva sequenciacio.

Un cop confirmat que els diferents fragments obtinguts donaven lloc a un mateix cDNA, la
sequéncia completa es va amplificar amb una Pfu DNA polimerasa, utilitzant els oligonucledtids
especifics SlitFAR1for i SlitFAR1rev, i amb les seglients condicions de temperatura i temps de
PCR: 2 min de desnaturalitzaci6é a 94 °C, seguits de 40 cicles de 30 s a 94 °C, 30 sa 48 °C i 4 min
a 72 °C, i 10 min d'extensi6 final a 72 °C. La unica banda observada en I'electroforesi en gel

d'agarosa va ser purificada i clonada en el vector pCRII per a la seva sequenciacié i analisi.
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Taula 3.1. Oligonucleotids utilitzats en la identificacié de la reductasa SlitFAR1

Nom Seqiiéncia
FARfor 5'-TA[CT][AG]C[I]TACAC[ACIAA[AG]GC[ACG]TTGG[GC]AGA-3'
FARrev 5'-TTGAC[AG]JACIAT][I][CT]TCTAC[ACT]GG-3'
5'SIsFAR 5'-ACGATAGAAGGTCTGACGATGATA-3'
3'SIsFAR 5'-ACTATCATCGTCAGACCTTCTATCGTG-3'
SlitFAR1for 5-TTAATATTCGTGTCAAAGTGAAG-3'
SlitFAR1rev 5'-AGTGAGCACCAGCCTTAG-3'

Intents d'amplificacié del cDNA d'una alcohol acetil transferasa de S. littoralis

Per als assajos d'amplificacié d'un possible cDNA codificant per a I'alcohol acetil transferasa de S.
littoralis, es van escollir dues regions conservades en acetil transferases d'insecte, a partir de les
quals es van dissenyar els oligonucleotids degenerats AATUp i AATDo (ambdds d'orientacio
directa i de sequiéncies AA[CT] CG[CT] TGG TT[CT] GAC AA i GA[AG] CA[CT] TCC [CTI[GC][I]
TCC GAJACT] G respectivament).

Inicialment es va dur a terme una 3'RACE-PCR amb AATUp i 3'Outer (Ambion), utilitzant el

3'RACE-cDNA de la glandula de S. littoralis i amb les seglients condicions de temperatura:

1. Tres min de desnaturalitzacié a 94 °C
2. Tres blocs consecutius de cicles de temperatura d'hibridacié decreixent:

5x|30sa94°C 5x|30sa94°C 34x130sa 94 °C
30sa60°C 30sa58°C 30sab56°C
2mina72°C 2mina72°C 2mina72°C

3. Elongacié final de 10 min a 72 °C

La separacidé per electroforesi d'aquesta PCR va donar lloc a una banda maijoritaria
(d'aproximadament 600 pb) amb molt soroll de fons. La banda va ser extreta i el DNA utilitzat com
a substrat en una segona PCR, aquest cop amb els oligonucledtids AATUp i 3'Inner (Ambion),
amb les mateixes condicions de temperatura, perd0 unicament 30 cicles en el tercer bloc
d'amplificacions. La banda d'aproximadament 600 pb obtinguda a partir d'aquesta PCR va ser

clonada en un vector pCRIl i seqlienciada.

Alternativament, I'oligonucleotid AATDo va ser combinat amb el 3'Outer (Ambion), amb les

seguents condicions de temperatura: 3 min a 94 °C, seguit de 36 cicles de 30 s a 94 °C, 30 s a 60

60



Material i métodes

°C i1 mina72°C, amb una extensio final de 10 min a 72 °C. L'electroforesi va mostrar una banda
feble a aproximadament 500 pb, que va ser purificada i el DNA va ser clonat en el vector pCRII per

a la seva sequlenciacio.

Identificacié del cDNA de la carboxil esterasa Snon-EST1

L'oligonucleotid degenerat 3'ESTSnUp (5'-AAC TTT GG[AC] CT[AGCT] AA[AG] GA[CT] CA-3),
corresponent a la sequiéncia d'aminoacids NQGLKDQI, dissenyat a partir de I'alineament d'altres
esterases (Merlin et al. 2007), va ser utilitzat en una 3'RACE-PCR en combinacié amb
I'oligonucledtid UPM (Clontech) i utilitzant 3'RACE-cDNA de I'antena de S. nonagrioides com a
motlle. Les condicions de temperatura i temps per a la PCR van ser les seglents:

1. Cinc min de desnaturalitzaci6 a 94°C
2. Cicles quatre blocs consecutius de cicles de temperatura d'hibridacié decreixent:

3x130sa94°C 3x/30sa94°C 3x/30sa94°C 3x 30sa94°C
30sa60°C 30sab7°C 30sab4°C 30sab0°C
30sa72°C 30sa72°C 30sa72°C 30sa72°C

3. Elongaciot final de 10 s a 72 °C

El producte de la reacci6 de PCR va ser separat en una electroforesi en gel d'agarosa, i la
sequéncia de 1340 pb va ser purificada i clonada en el vector pCRII per a la seva sequenciacio i
analisi. Un cop verificada la identitat de la seqliéncia, la regi6 5' d'aquesta va ser amplificada
mitjangant I'oligonucledtid especific 5’ESTSnDo (TGC CCC ACC ACC ATA GCT TTC GCC AG) i
I'oligonucleodtid UPM (Clontech), amb les segilients condicions de temperatura:

1. Un min de desnaturalitzacié a 94 °C
2. Tres blocs consecutius de cicles de temperatura d'hibridacié decreixent:

5x|30sa94°C 5x|30sa94°C 25x130sa94°C
3mina72°C 30sa70°C 30sa68°C
3mina72°C 3mina72°C

3. Elongacié final de 10 mina 72 °C

Finalment la seqliencia completa va ser amplificada amb els oligonucledtids especifics SnESTUp
(ATG ATT GGC TAC AAT AGT AAA GAA GAC TTT) i SnESTDo (TGT CTT TTC AGG CGT TGG
GTT CCC), mitjangant una PCR amb les seglients condicions: 1 min a 94 °C; 35 cicles de 30 s a
94 °C,30sab50°Ci2mina 72 °C; una extensio final de 10 min a 72 °C.

Identificacioé del cDNA de la carboxil esterasa Snon-EST2p

La identificacidé de la seqiéncia parcial Snon-EST2p es va dur a terme a partir de I'oligonucledtid
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degenerat pep1_3RACE (TA[CT] GCJ[I] CA[AG] CCJl] CC[AT] GT[CT] GGII] AA), dissenyat a partir
de la sequéncia d'aminoacids obtinguda en [l'aillament d'una esterasa de S. nonagrioides
(GIPYAQPPVGK). Aquest oligonucleoétid va ser combinat amb I'UPM (Clontech) en una 3'RACE-
PCR a partir de 3'RACE-cDNA de I'antena de S. nonagrioides, i amb les seglents condicions de
temperatura i temps de PCR:

1. Un min de desnaturalitzacié a 94 °C
2. Quatre blocs consecutius de cicles de temperatura d'hibridacié decreixent:

3x/30sa94°C 3x/30sa9%4°C 3x130sa94°C 3x| 30sa94°C
30sa65°C 30sab62°C 30sab9°C 30sab5°C
3mina72°C 3mina72°C 3mina72°C 3mina72°C

3. Elongaci¢ final de 10 min a 72°C

Després de separar per electroforesi en gel d'agarosa el producte de la PCR, la banda majoritaria
(perd no unica) de 1600 pb va ser purificada i clonada en el vector pCRIl. Deu clons van ser

seleccionats analitzats per doble digestio i tres d'ells sequienciats.

Identificacio del cDNA de la carboxil esterasa Snon-EST3p

Per a I'obtencié de la seqiiéncia parcial Snon-EST3p, el producte de purificacié de la banda de
1600 pb, obtinguda en la PCR descrita anteriorment, va ser utilitzat com a DNA motlle per a una
segona amplificacié. Per aquesta segona amplificacié es va utilitzar I'oligonucleotid pep1 3RACE
(utilitzat en l'obtenci6 de Snon-EST2p) en combinacié amb I'oligonucledtid degenerat EstRev
(TCI[CT] TT[CT] AG[GT] CCI[AT] GCIAG] TT[GT] CC), dissenyat a partir d'una regié conservada

observada en l'alineament de diverses esterases.

Després d'un minut de desnaturalitzacio inicial a 94 °C, es van dur a terme 35 cicles de 30 s de
desnaturalitzacié a 94 °C, 30 s d'hibridaci6é a 45 °C i 30 s d'extensio a 72 °C. Finalment, després
d'una darrera extensié de 10 min a 72 °C, el producte de PCR va ser separat per electroforesi en

gel d'agarosa i la banda de 400 pb obtinguda va ser purificada i clonada en el vector pCRII.

L'oligonucledtid SNEST3_3RACE (CAA TAC GAC ATG CTC ACA AAT ACT GGA AGA G) va
permetre extendre la seqliéncia en sentit 3', obtenint-se una seqiiéncia parcial anomenada Snon-

EST3p. Les condicions de temperatura utilitzades en aquesta PCR van ser:

1. Un min de desnaturalitzacié a 94 °C
2. Tres blocs consecutius de cicles de temperatura d'hibridacié decreixent:

5x|30sa94°C 5x130sa94°C 25x|130sa 94 °C
3mina72°C 30sa70°C 30sa68°C
3mina72°C 3mina72°C
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3. Elongacié final de 10 min a 72°C

Identificacio de cDNAs de carboxil esterases de S. littoralis

Per a la identificaci6 de cDNAs amb possible activitat esterasa, es va partir del banc de cDNA

antenal de Spodoptera littoralis, obtingut recentment pel diferents grups de recerca sota la

coordinaci6 de Genoscope (Franga) (Legeai et al. 2011). Per a l'analisi bioinformatica de les

sequencies, duta a terme pel grup de les doctores Emmanuelle Jaquin-Joly i Martine Maibéche-
Coisne (UMR 1272, UPMC-INRA, Franca) es va utilitzar una analisi TBlastN, a partir de la

sequiéncia préviament obtinguda SIit-EST (Merlin et al. 2007). Un cop seqlenciats els clons

identificats pel métode bioinformatic, les seqiieéncies dels extrems 5' i 3' d'algunes de les esterases

van ser completats segons el procediment descrit anteriorment. Els oligonucledtids utilitzats per a

I'amplificacié dels extrems 5'i 3' de les seqliéncies es mostren a la taula 3.2.

Taula 3.2. Oligonucleotids utilitzats en I'amplificacié dels extrems 5' i/o 3' de les
seglencies d'esterases que van aparéixer incomplertes en el banc de cDNA antenal.

Nom Seqiiéncia
SICXE2-3' CCGCATCACCAGAACCGAATCCGAACCC
SICXE7-5' ATTCAGTTGAAGTTCGCGAAATGGGAACACCGG
SICXE7-3' CCGGTGTTCCCATTTCCCGAACTTCAACTGAAT
SICXES8-3' GCTTACGTTCTTGGAAATGGAGGAAAAATGGTCATAGGA
SICXE9-5' ACAATTACCCGGTGCTGTAAAGTCATTGAT
SICXE9-3' GTTCTATTTGGGTGGTGAAGAACACCTAACGGCAGAG
SICXE20-3' TGCAAGTCGGCTGGCTCAAGAAATG

Les condicions de temperatura utilitzades per a la PCR van ser en tots els casos les mateixes:

1. Un min de desnaturalitzacié a 94 °C
2. Tres blocs consecutius de cicles de temperatura d'hibridacié decreixent:

5x|30sa94°C 5x|30sa94°C 25x130sa94°C
3mina72°C 30sa70°C 30sa68°C
3mina72°C 3mina72°C

3. Elongacié final de 10 min a 72°C
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3.4. Caracteritzacio del cDNA

3.4.1. Analisi del transcrit per Northern blot

Per a l'analisi per Northern blot, es va sintetitzar una sonda de DNA de 540 pb, marcada amb
digoxigenina gracies a la utilitzacié de la mescla de nucledtids Dig-DNA labelling mix (Roche). Per
a la sintesi d'aquesta sonda es va dur a terme una PCR a partir de cDNA total de I'antena de S.
noagrioides amb els oligonucledtids SnESTUp (ATG ATT GGC TAC AAT AGT AAAGAAGAC TTT)
i SNESTDo (TGT CTT TTC AGG CGT TGG GTT CCC). De la mateixa manera, els oligonucleotids
rpL8Up (GAG TCA TCC GAG CTC AJAG][AC] G[AGCT]A A[AG]G G) i rpL8Do (CCA GCA GTT
TCG CTT [AGCT]AC [CT]TT [AG]TA) van ser utilitzats per a la sintesi d'una sonda control (508pb),
dirigida contra la proteina ribosomal rpL8, d'expressié ubiqua i constitutiva (Ruhf & Meister 1999).
Amdues sondes van ser quantificades espectrofotométricament a 260 nm i la seva puresa va ser

verificada mitjangant una electroforesi en gel d'agarosa.

Vint micrograms d'RNA de cadascun dels teixits assajats van ser separats per electroforesi en gel
d'agarosa que contenia un 1% de formaldehid. La separaci6é de bandes resultant va ser transferida
a una membrana de nilé de carrega positiva. La transferéncia va ser verificada per visualitzacio
sota la llum UV de I'RNA ribosomal, tant en el gel, com en la membrana, abans i després de la
transferéncia. Les dues sondes van ser incubades simultaniament amb la membrana que contenia
I'RNA durant tota la nit a 45 °C. Finalment la membrana va ser incubada amb un anticos
antidigoxigenina acoblat a una fosfatasa alcalina. La detecci6 de la preséncia de 'RNA es va dur a
terme per quimioluminscéncia, incubant la membrana amb el reactiu CSPD (Roche) que per acci6
de la fosfatasa alcalina déna lloc a un compost inestable, que es descomposa, emetent llum a una
longitud d'ona de 477 nm. Aquesta emissié va ser detectada per contacte amb una pel-licula

fotografica.

3.4.2. Analisi del transcrit per PCR semiquantitativa

Per a la caracteritzacié de l'abundancia relativa de transcrit en diferents teixits o condicions del
cicle biologic de l'insecte es va dur a terme una amplificacié del gen d'interes mitjangant la técnica
de la PCR, perd utilitzant un nombre de cicles de la reaccié en que les diferéncies d'amplificacio

tinguessin una relacié lineal.

Com a teixit referéncia per tal d'establir el nombre de cicles, es va utilitzar I'antena en el cas de les
esterases i la glandula feromonal en el el cas de la reductasa d'S. littoralis. Diverses PCRs es van
dur a terme utilitzant un nombre de cicles creixent. Després de separar els productes de PCR

mitjancant un gel d'agarosa, les bandes obtingudes es van escanejar i la seva intensitat es va
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quantificar mitjangant el programa informatic ImageJ (National Institute of Health).

Un cop establertes les condicions d'amplificacié, aquestes es van utilitzar per a amplificar el gen
objecte d'estudi a partir de les pertinents mostres de cDNA. Com a control es va dur a terme el
mateix procediment amb el gen de la proteina ribosomal rpL8, d'expressié ubiqua i constitutiva
(Ruhf & Meister 1999).

La taula 3.3 mostra les condicions de PCR i els oligonucleotids utilitzats per a cadascun dels gens.

Taula 3.3. Oligonucleotids utilitzats en els estudis de distribucié tissular dels transcrits obtinguts. T:
Temperatura d'hibridacié utilitzada (en graus centigrads). C: Nombre de cicles de la PCR.

Nom Oligonucleotids T C
Directe Revers

REDUCTASA DE S. LITTORALIS

SIsFAR1 CAGTGGTCATTCATTCAGCA GATGAGGTCCACCACATGAT 54 26

ESTERASES DE S. NONAGRIOIDES

SnCXE2 AGGTCTCAGTCACAGTATTT TGAATAGACCCTTAGACATC 56 34

SnCXE3 CGTCACTCAGACCGCTTGTA GCAGTGGTATCAACGCAGAG 49 29

rpL8 GAGTCATCCGAGCTCA[AG] CCAGCAGTTTCGCTT[AGCT]AC[CTITT[ 50 35
[ACIG[AGCTI]AA[AG]GG AG]TA

ESTERASES DE S. LITTORALIS

SICXE2 GAGGGACGGGAAGGGGCC GGGCAAGTTGTCGAAGAA 57 32

SICXE3 ATGGTGGAAGTTAAAGTGGAACAAGG GCCGTGTGGGACCAGGAAGTC 55 28
A

SICXE4 ATGCAGTGGCAGACGTGTGTGTTA GATCATGTCTTTTGTGTCCAACAG 55 30

SICXE5 ATGTTGTACGCGCTGCTGTGTGCA TGCATATCGTATCCCGCGGTAAGC 60 27

SICXE6 ATTCCTTGGTCCCTATG CAGCGATGGTGATTTGATTG 57 29

SICXE7 CCGGTGTTCCCATTTCCCGAA ATAAATATTATCTACGTTAGTAAAGTTAAG 60 30

TTGTCGAGC

SICXES8 TGTGGTAAAAAGTAGTTTTATTTACGCT TTTCCTCCATTTCCAAGAACGTAAGC 57 39
CTTC

SICXE9 ATCAATGACTTTACAGCACCGGGTAAT AAGAAATCGAGGTTGACCTTCAAACTCA 60 35
TGT AC

SICXE10 CGGACGACCGGTCAGTTGTA TACCAGGGACCAGCGTGTTG 65 35

SICXE11 CACTGGGCTCATAAGATAG AGGTGCATTATGTTTGGAAA 50 30

SICXE12 GAATTTTTTGGTGGCGATC CTCCAATTCGCAAGTTTTC 50 30

SICXE13 ATGGACTGCCTCAAGTATAGGCC CATCAAGTTGGACAGACTGG 50 30

SICXE14  AAAAAAAAGAGACCCTGTGGAGGTT  CTTTATGCGTTATATTTTTACCATCCA 50 30

SICXE15  ACTCCCAAGATCCCTGG AATCCGACCCAAAATATCAATGTATA 50 30

SICXE16 CGCCACCAGCGCCAC GGACTGCCGCGCCGC 50 30

SICXE17  AACATGATCTTCTACGGCCCG CTTTCTCCAGCAGCTCG 50 30
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Continuacié taula 3.3

Nom Oligonucleotid directe Oligonucleotid revers T C

SICXE18  ACTAGGAACGTTAGGGTTTCTTTGC CATCCCTTCTTTACTAGTTGTTCCATA 50 35
SICXE19  ATGATCCGTGTGTTTGTATTGTTATTG  GATATCTGCAAGAATAATTTCTTCTCTCAT 45 35
SICXE20 GCTCCTGACGGCACGTACCTA TCTGGCCGATGGTCTCCATT 65 35

PROTEINA RIBOSOMAL L8

rpL8 GAGTCATCCGAGCTCA[AG] CCAGCAGTTTCGCTT[AGCT]JAC[CTITTI[A 50 35
[AC]GIAGCT]AA[AG]GG GJTA

3.5. Expressié recombinant de proteines

3.5.1. Expressio en E. coli

Expressié de la cera sintasa (ATF)

La construccio del gen de la cera sintasa (anomeada pels autors ATF, de acyl transferase) en el
vector pET23a va ser amablement cedida pel Dr. Alexander Steinblichel (Institut fir Molekulare
Mikrobiologie und Biotechnologie, Westfalishe Wilhelms-Universitat, Minster). Per a la seva
expressiod, el plasmid (anomenat pels autors pET23a::5'Hissatf) (Uthoff et al. 2005) va ser

transformat en cél-lules de la soca Rosetta(DE3)pLysS.

El procés d'expressio es va iniciar amb la inoculaci6 de 10 mL de medi LB-AC amb la colonia
d'interés. Després de 12-16 h de creixement a 37 °C i 250 rpm, 3 mL d'aquest cultiu es van
inocular en 500 mL de medi LB-AC fresc i el cultiu es va fer créixer fins a assolir una DOgg d'entre
0,51 0,7. En aquest punt l'inductor IPTG va ser afegit a una concentraci6 final d'1 mM i el cultiu va
ser incubat en les mateixes condicions durant 3 h addicionals. Transcorregut aquest temps, el
sediment cel-lular va ser recollit per centrifugacié a 10.000 g durant 15 min (4°C) i rentat amb 20
mL de Tris-HCI 10 mM pH 7,3. Un cop eliminat el sobrenedant per centrifugacié, el sediment
cel-lular va ser congelat a -80 °C i conservat a aquesta temperatura fins al moment de I'extraccio

proteica.

Assajos d'expressid de la carboxil esterasa Snon-EST1
Els assajos d'expressié recombinant amb aquest sistema d'expressioé es van dur a terme amb el
cDNA de l'esterasa Snon-EST1. Donat que aquesta esterasa conté un péptid senyal de secrecio

extracel-lular, per a l'expressié amb E. coli aquest péptid va ser eliminat (residus 1 a 19, ambdés
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inclosos) i unicament la regid6 que codificava per la forma final de I'enzim (bases 58 a 1593,

ambdues incloses) va ser clonada en els corresponents vectors d'expressio.

Assajos amb el vector pGEX
El cDNA codificant per I'esterasa Snon-EST1 va ser clonada en el vector pGEX entre les dianes

de restriccié EcoRI i Xhol, que van ser introduides a la seqliéncia mitjangant una PCR amb els
oligonucleodtids SnESTpGEXfor (5'-CC GGA ATT CCC GTG TCC GAG AAT GTG ACT GTT GAA
ACA-3') i SnESTpGEXrev (5'-CCG CTC GAG TTAATT GGA CAT CTT CTT ACATGAACT CTT
TGT-3').

L'expressio es va iniciar amb la inoculacié de 2 mL de medi 2xYTA amb una coldnia de la soca
BL21 d'E.coli, transformada amb el vector pGEX-SnonEST1. Després de 12-16h de creixement a
37°C i 250 rpm, 100 pL d'aquest cultiu van ser inoculats en 10 mL de medi LBA fresc, i es va
continuar el creixement en les mateixes condicions fins assolir una DOegy d'entre 0,6 i 0,8. En
aquest punt s'hi va addicionar IPTG a una concentracié final de 0,5 mM i es va continuar la
incubacioé. Per tal d'assajar diferents condicions d'expressid, aquest periode d'induccié va ser dut a
terme a 37 °C (2,4 i 6 h), a 30 °C (6 h), a 25 °C (16 h) i a 20 °C (16 h). Transcorregut aquest
temps, el cultiu va ser centrifugat durant 10 min a 7.000 g i, un cop retirat el sobrenedant, el

sediment cel-lular va ser conservat a -80 °C fins el moment de I'extraccié proteica.

Alternativament, el vector pUBS-520 va ser cotransformat en la soca BL21 d'E. coli, juntament
amb la construccié pGEX-SnonEST1. El procés d'expressidé que es va seguir va ser el mateix,
perd en aquest cas el medi contenia, a més d'ampicil-lina, kanamicina a una concentracié de 34

ug/mL, i unicament es va dur a terme un assaig d'induccié a 20 °C durant 12h.

Assajos amb el vector pMAL
El cDNA codificant per I'esterasa Snon-EST1 va ser clonada en els vectors pMAL entre les dianes

de restriccié Xbal i Hindlll, que van ser introduides a la seqiiéncia mitjangant una PCR amb els
oligonucleodtids SnESTpMALfor (5'-TTT GAA GTC TAG AGT GTC CGA GAATGT GAC TGT TGA
AAC A-3') i SnESTpMALrev (5'-TAT AAG CTT TTAATT GGA CAT CTT CTT ACATGAACT CTT
CGT-3').

Tant el vector pMALc2x-SnonEST1, com el pMALp2x-SnonEST1 van ser transformats en cél-lules
d'E. coli de la soca BL21. La coldonia seleccionada va ser incubada durant 12-16 h a 37 °C i 250
rom en 2 mL de medi LBA, i 100 uL d'aquest cultiu van ser reinoculats en 10 mL de medi fresc.
Quan el nou cultiu va assolir una DOsg d'entre 0,5 i 0,7, I'analeg galactosid IPTG va ser afegit a

una concentracio final de 0,3 mM i el cultiiu es va continuar incubant durant 3 h addicionals en les
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mateixes condicions. Finalitzat aquest temps d'incubacié, les cél-lules van ser recollides per
centrifugacié a 5.000 g durant 10 min i, un cop retirat el sobrenedant, el sediment cel-lular va ser

conservat a -20 °C fins el moment de I'extraccio proteica.

En el cas del vector pMALp2x-SnonEST1, es va dur a terme un assaig alternatiu, utilitzant la soca
d'E. coli Rosetta(DE3)pLysS. L'assaig es va dur a terme seguint el mateix procediment, pero

afegint I'antibiotic cloramfenicol en el medi de cultiu.

3.5.2. Expressié en S. cerevisiae

Expressio de la reductasa Slit-FAR1

El DNA codificant per la reductasa Slit-FAR1 va ser clonat en el vector pESC-URA entre les dianes
de restricci6 BamHI i Hindlll, que van ser introduides a la sequéncia mitjangant una PCR amb els
oligonucleotids SIsFARpESCfor (5'-ACT TCA AAG GAT CCT AAAATG GTT GTG TTG ACT TCG
AAA GAAAAATCA-3') i SISFARpESCrev (5'-ATG ATT GTAAAG CTT TTATTT TAT CTT TTC CAA
AAA CTG TCG TAC TCC-3'). El vector pESC-SIitFAR1 va ser transformat en el llevat S. cerevisiae
(soca YPH501) i aquest va ser inoculat en 50 mL de medi SD-U i incubat durant aproximadament
48 h a 30 °C i 250 rpm. Transcorregut aquest temps, la DOgoo Va ser mesurada i es va calcular el
volum de cultiu necessari per a obtenir una soluci6 de 500 mL amb una DOsy de 0,1, segons

l'equaci6 seguent:

0,1-500
DO, precultiu

=Volumde precultiu (mL)

La fraccié de cultiu enretirada va ser centrifugada durant 10 min a 7.000 g i el sediment cel-lular
obtingut va ser resuspés en 10 mL de medi SG-U. Aquesta operacio va ser repetida dues vegades
més per tal d'eliminar el maxim possible la glucosa residual. Finalment, la suspensié de 10 mL de
cultiu en medi SG-U va ser inoculada en 490 mL de medi SG-U fresc i incubat a 30 °C i 250 rpm

fins assolir una DOsyo d'entre 1,1 i 1,3 (24-26 h, aproximadament).

Assolida aquesta densitat Optica, el creixement es va aturar incubant el cultiu en gel durant 10 min
i el sediment cellular va ser recuperat mitjangcant una centrifugaci6 de 15 min a 7.000 g. El
sediment obtingut va ser rentat amb 10 mL de tamp6 Tris-HCI 10 mM (pH 7,5) i, un cop centrifugat
de nou, i eliminat el sobrenedant, va ser congelat a -80 °C i conservat a aquesta temperatura fins

al moment de I'extraccio proteica.
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Expressio de l'alcohol acetil transferasa CmAAT 1

El llevat S. cerevisiae (soca INV2.1) que contenia el plasmid pYES-CmAAT1 va ser amablement
cedit pel Dr. Jean-Claude Pech (Genomique et biotechnologie des fruits INRA/INPT-ENSAT), que
va fer arribar el llevat en una placa d'agar amb medi selectiu. Un cop obtingudes les mostres per a
la conservacié del cultiu a -80 °C, es va dur a terme l'expressié de la proteina recombinant
CmAAT1 tal i com s'indica en la publicacié sobre la caracteritzaciéo de I'enzim (Yahyaoui et al.
2002), perd utilitzant un temps de creixement menor, degut als motius exposats als apartats de
Resultats (4.2.5) i Discussio (4.3.4).

Una colonia de llevat provinent d'una placa d'agar amb medi SD-U va ser inoculada en 50 mL de
medi fresc i incubat durant aproximadament 48 h a 30 °C i 250 rpm. Transcorregut aquest temps,
la DOsoo Va ser mesurada i es va calcular el volum de cultiu necessari per a obtenir una soluci6 de

500 mL amb una DOsy de 0,2, igual que en el cas de I'expressio de la reductasa SlitFAR1.

La fraccié de cultiu enretirada va ser centrifugada durant 10 min a 7.000 g i el sediment cel-lular
obtingut va ser resuspés en 10 mL de medi SG-U. Aquesta operaci6 va ser repetida dues vegades
més per tal d'eliminar el maxim possible la glucosa residual. Finalment, la suspensié de 10 mL de
cultiu en medi SG-U va ser inoculada en 490 mL de medi SG-U fresc i incubat a 30 °C i 250 rpm
fins assolir una DOsy d'entre 1,1 i 1,3 (24-26h, aproximadament). Assolida aquesta densitat optica,
el creixement es va aturar incubant el cultiu en gel durant 10 min i el sediment cel-lular va ser
recuperat mitjancant una centrifugacié de 15 min a 7.000 g. El sediment obtingut va ser rentat amb
10 mL de tampé Tris-HCI 10 mM (pH 7,5) i, un cop centrifugat de nou i eliminat el sobrenedant, va

ser congelat a -80 °C i conservat a aquesta temperatura fins al moment de I'extraccié proteica.

3.5.3. Expressio en cél-lules Sf21 infectades amb baculovirus

Aquest sistema d'expressié recombinant es basa en la infeccié de cél-lules d'insecte Sf21 o Sf9
amb un baculovirus recombinant, en que el gen de la polihedrina ha estat substituit pel DNA de la
proteina d'interes. En el cicle natural d'aquest virus, la polihedrina s'expressa en grans quantitats i
s'acumula a l'interior del citosol en forma de cossos d'inclusio, provocant la ruptura de la cél-lula i
permetent la sortida dels virions. Aquesta proteina, perd, no és necessaria per a la transmissio del

virus entre les cél-lules quan aquestes es troben en un cultiu.

Tal i com s'explica a l'apartat de material d'aquest capitol, el sistema escollit per a aquest tipus
d'expressié (Bac-N-Blue) permet diferenciar els virus recombinants dels no recombinants per

addicié d'un substrat cromogénic al medi.

Aquest sistema es va utilitzar per a I'expressié recombinant de les esterases SIItEST7 i SItEST10
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Cultiu de les cél-lules Sf21

Les cél-lules de la linia Sf21 van ser cultivades rutinariament en flascons de 25 cm? i 5 mL de medi
complet. Els flascons van ser sembrats amb 0,5-0,75 x10° cél-lules i incubats a 27 °C fins a la
confluéncia del cultiu en monocapa (4-5 dies). Finalitzat aquest temps, el medi va ser enretirat per
aspiracié i les célllules van ser resuspeses en 5 mL de medi fresc, amb l'ajut d'un raspador
cel-lular. La densitat cel-lular es va mesurar manualment amb una cambra de comptatge de Blrker
(Brand) i un microscopi invertit, i el volum necessari per a la sembra d'un nou flasc6 va ser diluit

en medi complet fins a un volum final de 5 mL, que es van dipositar en el nou flascé.

Per a la conservaci6 a llarg terme de les cél-lules, la suspensio cel-lular d'un cultiu confluent va ser
centrifugada durant 10 min a 500 g i el sediment cel-lular es va resuspendre en medi complet (que
contenia un 10% de DMSO) per tal d'assolir una densitat de 10’ cél-lules/mL. Un mL d'aquesta
suspensid es va transferir a un criovial estéril i aquest va ser congelat a -20 °C durant 1 h,

transferit a -80 °C durant 24 h i finalment emmagatzemat en N liquid.

Transfeccio i expressié de proteines recombinants

Transfeccié

La primera etapa del procés d'expressié consisteix en cotransfectar el vector pBlueBac amb el
DNA de la proteina d'interés inserit, juntament amb el virus linealitzat. Aquest procés es va dur a
terme mitjangant I'agent lipofil Cellfectin (Invitrogen), que forma un liposoma que engloba el virus
lineal i el plasmid. Aquest liposoma es fusiona amb la membrana cel-lular, alliberant el DNA viric i

plasmidic al citosol.

Per a la transfeccio, 2 mL de medi complet que contenia 10° cél-lules Sf21/mL es va sembrar en
una placa de 60 mm i es va incubar durant 30-45 min a 27 °C per tal que les cél-lules s'adherissin.
Paral-lelament es va preparar la mescla de transfeccio, que va consistir en 0,5 ug de DNA viral, 1
mL de medi incomplet, i 4 pL de solucié de vector d'1 pg/uL. Un cop homogeneitzada per inversio,
la solucié va ser incubada durant 15 min a temperatura ambient. Transcorregut aquest temps, el
medi complet de les cél-lules va ser retirat i, després d'un rentat amb medi incomplet, s'hi va
addicionar la solucié de transfeccié gota a gota. Les cél-lules van ser incubades durant 4h en un
agitador basculant (2-4 rpm) i finalment es van incubar durant 72 h a 27 °C, introduides dins d'una
bossa de plastic segellada per tal d'evitar I'evaporacié excessiva del medi. El medi retirat després
d'aquesta incubacié (anomenat PQ) contenia la primera generaciéo de virus (mescla de virus
recombinants i no recombinants). Les cél-lules van ser reincubades amb 3 mL de medi complet

durant 48 h addicionals i el medi retirat després d'aquest temps va ser unit a I'estoc PO.
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Seleccio dels virus recombinants

Per tal d'aillar un clon recombinant d'entre la mescla de virus continguda en I'estoc PO, es va dur a
terme un assaig de placa. Aquest assaig consisteix a immobilitzar una monocapa de cél-lules
infectades mitjangant un recobriment d'agarosa a baixa concentracié. Aquest recobriment evita
que els virus emergits d'una cél-lula lisada es puguin desplacar pel medi, i dona com a resultat la
formacio de plaques d'infecci6 virals localitzades al voltant de la cél-lula originalment infectada
(figura 3.10).

2. La cél:lula és lisada i

allibera virions, que
O OO infectaran cél-lules veines O
@) Q -O
O ®
1. El virié infecta la cél-lula l
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O O (? ?‘f 8
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O mesura que e Y’
5 O :I ::cle es re:etehl‘ @) G’E; @)
O apareix una placa
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4. Si la beta-galactosidasa O
es produeix, el substrat X-GAL O
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esdevé blava O~

Figura 3.10. Procés de formaci6 d'una placa viral en la monocapa del cultiu.

Per a dur a terme aquest procés, les cel-lules van ser sembrades en plaques de 100 mm de
diametre i incubades durant 1 h amb dilucions de I'estoc viral PO (de 10 a 107 per duplicat) en un
agitador orbital. Transcorregut aquest temps, el medi va ser retirat i una solucié d'agarosa 0,875%
i X-Gal 150 ug/mL en medi complet va ser abocada damunt la monocapa de cél-lules. Un cop
solidificada l'agarosa, les plaques van ser tancades dins d'un envoltori de plastic i incubades
durant 7 dies a 27 °C. Un cop formades les plaques d'infeccié viral, els virus van ser recuperats
mitjangant aspiracié6 amb una pipeta en el centre de la placa d'infecci6. El virus extret d'aquesta
manera va ser mesclat amb 2 mL de medi complet que contenia 2,5 x10° cél-lules/mL. Aquest
procediment es va dur a terme tant amb una placa d'infeccié blava (virus recombinant), com

incolora (virus no recombinant) per a futurs controls negatius.

Verificacié per PCR del DNA viral

Per tal de comprovar la preséncia de virus recombinant en les mostres extretes de les plaques

blaves, es va dur a terme una purificacioé del virus, seguida d'una amplificacié per PCR. Després
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de tres dies de creixement, 750 uL del medi de les cél-lules infectades en I'etapa anterior van ser
centrifugats 3 min a 5.000 g per tal d'eliminar les restes cel-lulars i al sobrenedant s'hi van afegir
750 pL d'una solucié al 20% de polietilenglicol 8.000 (PEG) i 1 M NaCl (autoclavada i atemperada
a 4 °C), es va agitar per inversio i la mescla es va incubar durant 30 min a temperatura ambient.
Transcorregut aquest temps, la mescla va ser centrifugada durant 10 min a 20.000 g i el
sobrenedant va ser enretirat. El sediment, que contenia els virus encapsidats, va ser resuspés en
100 uL d'aigua esteril i incubat durant 1 h a 50 °C en preséncia d'1 ug/uL de proteinasa K (Roche).
El DNA alliberat per la digestié de les proteines de la capside va ser extret amb 110 pL de
fenol:cloroform (1:1) i centrifugant 5 min a 12.000 g per a la separacié de les fases. La fracci6
aquosa va ser transvasada a un nou tub i el DNA va ser precipitat addicionant 1/10 del volum
d'acetat sodic 3 M, 2 volums d'etanol absolut i 5 pL d'una soluci6 de glicogen 2 mg/mL. Després
d'una incubacié de 30 min a -20 °C, el DNA precipitat va ser recollit per centrifugacié a 16.000 g
durant 15 min a 4 °C, es va rentar amb etanol al 70% i, després d'evaporar I'etanol, el DNA es va
resuspendre amb 10 pL d'aigua estéril. Una PCR (25 pL volum total), duta a terme amb els
oligonucleotids Polyhedrin For i Polyhedrin Rev (Invitrogen) sobre 2,5 pyL d'aquest DNA va
permetre posar de manifest la preséncia de virus no recombinant (800 pb aprox.) o virus
recombinant (2300 pb aprox.). Els sobrenedants que van mostrar preséncia de virus recombinant

van ser recollits i emmagatzemats com a estoc P1.

Amplificacioé del virus i estudi de I'expressio
La generacio d'un estoc viral concentrat (P2) es va dur a terme infectant 5 mL de cél-lules (4x10°

cél-lules/mL) amb 20 pL de la soluci6é estoc P1 i recollint-ne el sobrenedant després d'onze dies
d'infeccié. Una fraccioé de 0,5 mL d'aquest estoc P2 va ser emmagatzemada a -80 °C, mentre que
la resta va ser conservada a 4 °C per a I'expressio. La concentracio viral present en I'estoc P2 va
ser quantificada mitjancant un assaig de placa equivalent al descrit anteriorment per a la
purificacié del virus. Un cop comptades el nombre de plaques virals blaves, la concentracio del
virus va ser expressada en unitats formadores de plaques (pfu, de plate forming units) per mL,

segons la relacié segtient:

nombre de plaques

ulmlL=
pfulm factor de dilucio XmL d ' inocul

La multiplicitat d'infeccié (MOI, de Muiltiplicity of infection), definida com la relacioé entre el nombre
de pfu utilitzades per la infeccio i el nombre de cél-lules a infectar és un dels parametres clau per a
I'expressié d'una proteina recombinant amb aquest sistema. Una MOI excessivament baixa pot

donar lloc a un rendiment baix de recuperacié de la proteina, mentre que una MOI excessivament
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alta pot produir una mort cel-lular molt elevada i rapida i evitar aixi que les cél-lules produeixin
grans quantitats de la proteina recombinant. La MOI que es va utilitzar en les expressions dutes a

terme en aquesta tesi es va fixar en 20 pfu/cél-lula.

Un altre parametre a tenir en compte per a I'optimitzacié de I'expressié és el temps d'incubacié per
a la recuperacié de la proteina recombinant. La determinacié d'aquest temps d'incubacié es va dur
a terme mitjangant assajos d'expressio cada 24 h entre 24 i 96 h. Finalitzat el temps d'incubacio,
tant el sobrenedant com les cél-lules (recollides amb tamp6 de mostres d'electroforesi 1x), van ser

analitzats per electroforesi.

Escollit el temps optim d'expressid, els assajos per a la produccié i purificacié de proteina es van
dur a terme en flascons de 25 cm?, on s'hi van sembrar 25x10° cél-lules i es van incubar amb 5 mL
de medi incomplet. Un cop adherides les cél-lules, el cultiu es va infectar amb una MOI de 20

pfu/cél-lula.

3.6. Extraccié i purificacioé de proteines

3.6.1. Extraccid proteica dels teixits d'insecte

Els teixits disseccionats i conservats a -80 °C van ser triturats mecanicament en un bany de
nitrogen liquid amb I'ajut d'un pist6. Un cop obtinguda una pols homogénia, els tubs van ser
retirats del bany i homogeneitzats en preséncia de tamp6 fosfat 20 mM (pH 7,4), a diferents
volums, depenent de l'espécie i el tipus de teixit (taula 3.4). La suspensié obtinguda va ser
sotmesa durant 10 min a un bany d'ultrasons refrigerat a 10-15 °C. Finalment, la fracci6 insoluble

va ser separada mitjangant dues centrifugacions de 15 min cadascuna, a 18.500 g i 4 °C.

Taula 3.4. Volums de tamp6 utilitzats en I'extraccio (per unitat

de teixit).

S. nonagrioides S. littoralis
Antena 1,1 uL 1-2 uL
Cervell 1,5 uL 4 ulL
Espiritrompa - 2uL
Pota 2,2 uL 5ulL
Torax 100 uL 200 uL
Abdomen 200 uL 500 uL
Ala 5uL 7 uL
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3.6.2. Extraccié de proteines de E. coli
Extracci6 de proteina soluble total

Sonicacio

El sediment provinent d'un cultiu de 10 mL es va resuspendre en tampé fosfat 100 mM (pH 7,3), a
una relacié de 4 mL per cada gram de sediment humit. La suspensidé es va mantenir en un bany
de gel i NaCl i es va sotmetre a polsos de 15 s de sonicaci6 i 1 min d'atemperament (sonicador
Branson 250 W i punta de 3 mm de J). Després de 3-4 cicles en aquestes condicions, les fases
solubles i insolubles es van separar per centrifugaci6 a 18.000 g durant 10 min a 4 °C. Del
sobrenedant resultant, se'n van separar 21 pL per a analitzar mitjangant SDS-PAGE. El sediment
de membranes i proteines insolubles va ser resuspés amb 3 mL de tampé fosfat 100 mM (pH 7,3)
per cada gram de sediment insoluble. D'aquesta suspensi6, 2 uL van ser analitzats per SDS-
PAGE.

Disrupci6 cel-lular

El disruptor cel-lular (també anomenat "premsa francesa") provoca el trencament de les cel-lules
exercint una elevada pressi6 sobre la suspensi6 cel-lular, que passa a través d'un petit conducte i
impacta sobre una peca d'acer inoxidable (figura 3.11). Aquest impacte té com a resultat la lisi de

les membranes cel-lulars.

Figura 3.11. Esquema del capcal d'un disruptor cel-lular. A:
entrada de la mostra, B: pist6 i valvula, C: zona d'impacte,
D: camisa collectora, E: sortida de la mostra.
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Per a la lisi de les cél-lules d'E. coli mitjangant aquest sistema, el sediment cel-lular provinent de
500 mL de cultiu d'E. coli es va resuspendre en 35 mL de tampd de resuspensid per a
cromatografia de metall (500 mM NacCl, 20 mM Tris-HCI, 5 mM Imidazole, pH 7,9) i s'hi van afegir
350 pL d'una mescla d'inhibidors de proteases (Protease inhibitor cocktail, Sigma). La suspensio
cel-lular es va processar mitjangant un disruptor cel-lular a una pressi6 d'1,4 kbars. Finalment, per
tal de separar-ne les fraccions solubles i insolubles, es van dur a terme dues centrifugacions
consecutives (de 15 i 30 min, respectivament) a 18.000 g i 4 °C. Del sobrenedant resultant, se'n
van separar 21 pL per a anilitzar mitjiangant SDS-PAGE. El sediment de membranes i proteines
insolubles va ser resuspés amb 3 mL de tampd Tris-HCI 10 mM (pH 7,3) per cada gram de

sediment insoluble. Dos pL d'aquesta suspensi6 van ser analitzats per SDS-PAGE.

Extraccio6 de la fracci6 periplasmatica

Per a I'extraccio periplasmatica es va utilitzar la técnica del xoc osmotic (Neu & Heppel 1965), que
es basa en incubar les céllules en preséncia de sacarosa i EDTA, i sotmetre-les a un rapid
refredament en preséncia de MgSO,4. Amb aquest procediment, s'aconsegueix alliberar una fraccio

important de les proteines presents en el periplasma del bacteri gram negatiu E. coli.

El sediment cel-lular provinent de 10 mL de cultiu d'E. coli va ser resuspes en 1,25 mL de tampd
30 mM Tris-HCI i 20% de sacarosa, pH 8,0. A la suspensi6 resultant s'hi van afegir 8 uL de solucié
d'EDTA 0,25 M i es va agitar durant 10 min a temperatura ambient. El sediment cel-lular, obtingut
per centrifugacié a 9.000 g durant 5 min, va ser resuspés en una soluci6 de MgSO4s 5 mM
préviament refredada, a una relacié de 2,2 L per cada mg de sediment. La nova suspensio
obtinguda es va agitar enérgicament durant 10 min a 4 °C i finalment es va centrifugar durant 5

min a 8.000 g. El sobrenedant obtingut corresponia a la fracci6é periplasmatica.

3.6.3. Extraccid de proteines del llevat S. cerevisiae

Per a l'obtencié d'un extracte proteic total a partir d'un cultiu de S. cerevisae, el sediment cel-lular
procedent de 500 mL de cultiu va ser resuspés en 35 mL de tampéd de resuspensid, que varia en
funcié de si el llevat recombinant utilitzat era el que expressava l'acetil transferasa de mel6 (llevat
ScINV + pUC-CmAAT1) o la reductasa d'acids grassos d'S. littoralis (llevat YPH501 + pESC-
SlitFAR1) (taula 3.5).
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Taula 3.5. Composicio dels tampons de lisi per als diferents llevats utilitzats.

Composicié Concentracio final

ScINV + pUC-CmAAT1 YPHS501 + pESC-SIitFAR1

Tris-HCI 20 mM pH 7,9 20 mM pH 7,3
Inhibidor de proteases 0,3% 1%
(Protease inhibitor cocktail, Sigma)

B-mercaptoetanol 2mM -
Imidazole 5mM -
NaCl 1M -

Per a la lisi de les cél-lules, la suspensio cel-lular es va processar mitjangant un disruptor cel-lular
(Constant Systems) a una pressié d'1,86 kbars. Finalment, per tal de separar-ne les fraccions
solubles i insolubles, es van dur a terme dues centrifugacions consecutives, de 15 i 30 min

respectivament, a 18.000 g i 4 °C.

En el cas del llevat recombinant que expressava la CmAAT1, I'extracte proteic va ser conservat en
gel fins al moment de la purificacié per cromatografia d'afinitat. En el cas del llevat que expressava
la SlitFAR1, es va afegir glicerol a una concentracié final del 10% i la soluci6 resultant va ser
fraccionada en aliquotes. Les fraccions aliquotes van ser congelades i conservades a -80 °C fins

al moment de la seva utilitzacio.

3.6.4. Extraccid de proteines de cél-lules Sf21
Per a l'extraccié de proteines produides utilitzant les cél-lules d'insecte Sf21 es van utilitzar dos
meétodes, depenent de si la proteina contenia el péptid d'excrecié cel-lular i era, per tant, secretada

al medi de cultiu, o en canvi era produida a l'interior del citosol.

Proteines intracel-lulars

Finalitzat el temps d'expressid, el medi va ser enretirat i les cél-lules van ser rentades dues
vegades amb tampé PBS (1 mM KH;PO,, 155 mM NaCl, 3 mM Na;HPO., pH 7,4, Gibco). Durant
el segon rentat, les cél-lules van ser resuspeses per accié mecanica i centrifugades. El sediment
cel-lular va ser resuspés en un tampo de lisi (1% Nonidet P40, 50 mM NaH.PO,, 300 mM NaCl, 10
mM imidazole, pH 8). Després d'una incubacié de 10 min a 4 °C, les restes cel-lulars van ser
recollides per centrifugacié a 10.000 rpm durant 10 min a 4 °C, i el sobrenedant va ser purificat

mitjangant una cromatografia d'afinitat per metall.
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Proteines extracel-lulars
Un cop finalitzat el temps d'expressid, el sobrenedant va ser recollit i s'hi va afegir un 10% de
tampé 500 mM NaH»PO, i 300 mM NaCl (pH 8). Les proteines recombinants presents en aquesta

solucid van ser purificades mitjangcant cromatografia d'afinitat per metall.

3.6.5. Quantificacié de proteines pel métode Bradford

En tots els casos, la quantificacié de proteines es va dur a terme amb el reactiu Bradford protein
assay reagent (Bio-Rad), basat en el métode Bradford (Bradford 1976). Aquest métode utilitza la
capacitat del reactiu Blau de Coomassie (Coomassie Brilliant Blue G-250) per unir-se als residus
alcalins i aromatics de les proteines, canviant la seva forma cationica (vermella) per una forma
anionica (blava). La intensitat del color blau (mesurable espectrofotométricament amb un maxim

d'absorbancia a 595 nm) és proporcional a la quantitat de proteina present a la mostra.

Per a la mesura de la concentracié, un volum de mostra d'entre 1 uL i 10 pyL (depenent del tipus de
mostra) es va disoldre en aigua ultra-pura fins a un volum de 160 pL. A aquesta soluci6 s'hi van
afegir 40 pL del reactiu anteriorment esmentat i, després d'un periode d'incubacié d'entre 5 i 45
min, se'n va mesurar l'absorbancia a 595 nm. Com a recta de calibratge per a la interpolacio6 de les
mesures d'absorbancia es va utilitzar un banc de dilucions d'albimina sérica bovina (BSA) de 8
concentracions finals diferents (0, 0,5, 1, 2,4, 6, 10i 12 pg/mL), preparats a partir d'una mateixa

solucié mare de 0,2 mg/mL.

3.6.6. Electroforesi de proteines
El gel de poliacrilamida s'obté a partir d'una dissolucié dels reactius mostrats a la taula 3.6, afegint
dodecil sulfat sodic (SDS) unicament als gels utilitzats per a l'electroforesi en condicions

desnaturalitzants.

Taula 3.6. Composici6 del gel de poliacrilamida utilitzat en [I'electroforesi de

proteines.
Concentracions finals
GEL SEPARADOR GEL APILADOR
Tris-HCI 375 mM pH 8,8 125 mM pH 6,8
Acrilamida/Bisacrilamida 10% / 0,3% 4% / 0,1%
Persulfat amonic 0,1% 0,1 %
TEMED 0,02% (v/v) 0,03%
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Per a l'electroforesi en condicions no desnaturalitzants, els extractes proteics van ser mesclats
amb un tampd de carrega que contenia glicerol per a una concentracié final del 10% i Blau de
Bromofenol per a una concentracié final del 0,001%. Un cop mesclades suaument, les diferents
mostres van ser carregades en un gel de poliacrilamida al 10%, polimeritzat sense preséncia
d'SDS. La migracié de les proteines es va dur a terme sotmetent el gel a una poténcia de 30 V
durant 15 min, seguida de 200 V, en preséncia de tampo6 d'electroforesi (25 mM Tris-HCI i 192 mM
glicina). L'electroforesi es va aturar posteriorment a la sortida del blau de bromofenol,
concretament un cop transcorregut el 50% del temps necessari per a la sortida d'aquest en les

condicions utilitzades.

Per a l'electroforesi en condicions desnaturalitzants, les mostres van ser barrejades en una
proporcio 3:1 amb un tamp6 de mostres que contenia 0,5 M de Tris-HCI (pH 6,8), 20% de glicerol,
10% de dodecil sulfat sodic (SDS), 0,05% de 2-mercaptoetanol i 0,005% de Blau de Bromofenol.
Un cop homogeneitzada, la barreja de mostra amb el tampé de carrega era sotmesa a un
tractament térmic de 5 min a 95 °C. Les mostres tractades eren carregades en un gel de
poliacrilamida de mateixa composicid6 que el natiu descrit anteriorment, perd polimeritzat en
presencia d'un 0,1% d'SDS. L'electroforesi es va dur a terme en presencia d'un tampd
d'electroforesi d'igual composicié que la del gel natiu, perd amb un 0,1% d'SDS. Les condicions
eléctriques eren d'una poténcia inicial de 90 V, seguida d'una potencia de 120 V un cop les
mostres entraven al gel. L'electroforesi es va aturar quan el Blau de Bromofenol o el marcador

pretenyit desitjat assolia la base del gel.

3.6.7. Isoelectroenfoc

L'isoelectroenfoc (IEF, de I'Anglés Isoelectric Focusing) és una técnica de separacié de proteines
basada en el punt isoeléctric d'aquestes. Si bé es pot realitzar tant en forma desnaturalitzant com
no desnaturalitzant, en el cas d'aquest treball tots els IEF van ser duts a terme en condicions no
desnaturalitzants. En aquest tipus de separacid, les proteines es desplacen del catode a I'anode
mogudes per la seva propia carrega global. Aquest carrega va canviant a mesura que les
proteines migren a través del gradient de pH del gel, immobilitzat gracies a les amfolites,
molécules amb una elevada capacitat tamponadora local, que es troben ancorades a la xarxa de
poliacrilamida. Quan les proteines assoleixen la regié del gel en que el pH local coincideix amb el
punt isoléctric, la carrega global esdevé nul-la i la proteina atura la seva migracio. Per als |IEF duts

a terme en aquest treball es van utilitzar els gels prepolimeritzats Ready precast gel (pH 3-10,
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Biorad).

Les mostres van ser mesclades a parts iguals amb un tampé de carrega que contenia 40 mM de
Lys, 40 mM d'Arg i un 50% de glicerol. Un cop omplerta la cellla de la cubeta corresponent al
catode amb tamp6 de catode (20 mM de Lys i 20 mM d'Arg), les mostres van ser carregades en
els pous corresponents. La part de la cubeta corresponent a I'anode va ser omplerta amb 600 mL
de tampé d'anode (7 mM d'acid fosforic) i l'isoelectroenfoc es va dur a terme amb les seglents
condicions eléctriques: 60 min a 100 V, 60 min a 250 V i 30 min a 500 V.

Un cop aturat l'isoelectroenfoc, el gel es va treure del motlle i va ser processat segons la finalitat

de cada experiment.

3.6.8. Electroforesi bidimensional de proteines
Per tal de separar les diferents esterases observades en les antenes de mascle de l'insecte S.
nonagrioides, es van utilitzar dues técniques diferents d'electroforesi bidimensional, segons si la

primera dimensio era una electroforesi, o un isoelectroenfoc.

A partir d'una electroforesi no desnaturalitzant

El gel obingut va ser dividit en dos i una d'aquestes parts va ser tenyida mitjancant el métode
d'activitat d'esterases. Agafant com a referéncia la part tenyida del gel, la porcié6 de gel que
contenia la proteina d'interés en la part no tenyida va ser tallada amb un bisturi esteéril (figura
3.12). La porcié de gel va ser introduida en un vial i incubada durant 15 min en un tamp6 que
contenia 2% SDS, 2% 2-mercaptoetanol, 0,02% Blau de Bromofenol, 20 mM Tris-HCI (pH 8).
Transcorregut aquest temps, el vial que contenia la porcié de gel va ser sotmes a un tractament
térmic de 5 min a 95 °C, seguit d'un refredament en gel. La porcié de gel va ser introduida entre
dos vidres que contenien la part separadora d'un gel de poliacrilamida i, sense que aquesta
toqués al gel ja polimeritzat, s'hi va afegir la solucié d'acrilamida del gel apilador, de manera que,
en polimeritzar, incorporés la porci6é de gel que contenia la proteina d'interés desnaturalitzada. Un
cop polimeritzat, I'electroforesi en condicions desnaturalitzants es va dur a terme seguint el

procediment habitual, descrit anteriorment.
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Desnaturalitzacio

Gel apilador

Gel no tenyit

PAGE

SDS-PAGE

Figura 3.12. Diagrama de I'electroforesi bidimensional a partir d'una electroforesi en
condicions no desnaturalitzants.

A partir d'un isoelectroenfoc no desnaturalitzant

Un cop finalitzat l'isoelectroenfoc, el gel va ser rentat breument amb aigua ultrapura i incubat
durant 30 min en una solucié de fixacid, composta per acid tricloroacetic al 12%. Transcorregut
aquest temps, el gel va ser incubat durant 10 min en una soluci6 d'etanol al 20% i una porcié del
carril on es trobava la proteina d'interés va ser tallada amb un bisturi estéril. Aquesta porcié de gel
va ser incubada durant 5 min en tampé de mostres (63 mM Tris-HCI (pH 6,8), 10% glicerol, 2%
SDS, 0,0025% Blau de Bromofenol) al qual se li va afegir (al moment) etanol absolut a una
proporcid 1/4. Transcorregut aquest temps, la solucié va ser retirada i el fragment de gel es va
deixar en tamp6 d'electroforesi desnaturalitzant fins al moment d'iniciar I'electroforesi. La tira va
ser muntada a la part superior d'un gel (SDS-PAGE) separador evitant la preséncia de bombolles
d'aire entre la tira de gel d'IEF i el gel separador. Després de dipositar un paper de filtre amb 5 pL
de marcador de pesos moleculars, el sistema va ser recobert amb una solucié d'1% d'agarosa i
0,0025% de Blau de Bromofenol en tampé d'electroforesi. Un cop solidificada I'agarosa es va dur a

terme I'electroforesi segons el procediment habitual, descrit anteriorment.

Analisi per espectrometria de masses
Per a 'analisi de sequiéncia, les proteines d'interes van ser tallades del gel amb un bisturi esteéril i
traslladades a la Plataforma de Protedmica del Parc Cientific de Barcelona. Un cop alla, les

proteines van ser digerides amb tripsina i analitzades per espectroscopia de masses pel personal
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responsable del Servei.

L'espectrometre de masses utilitzat tenia un ionitzador d'electroesprai (ESI, de ElectroSpray
lonisation) i dos analitzadors en tandem, el primer un quadrupol (Q) i el segon un analitzador de

temps de vol (TOF, de I'anglés Time of flight).

3.6.9. Deteccié de proteines en gel

Tincié de Blau de Coomassie

Aquest métode, emprat inicialment per a la coloracié de teixits, utilitza el reactiu Coomassie
Brilliant Blue, que s'uneix als residus aromatics i alcalins, donant a la proteina una coloracié blava,
i permetent la visualitzacié de proteines amb un limit de deteccié de 30-100 ng, depenent del

procediment utilitzat (Simpson 2003).

Un cop finalitzada I'electroforesi, el gel va ser retirat del suport i incubat durant 2 min en agitacié
en preseéncia d'una dissoluci6 del 5% de metanol i 7,5% d'acid acétic. La solucio6 va ser retirada i el
gel va ser incubat durant 15 min i en agitaci6 amb la soluci6é de tenyit (40% metanol, 7% acid
acetic i 0,25 g/L Coomassie Brilliant Blue R, Bio-Rad). Finalment, la solucié de tincié va ser
enretirada i el gel es va deixar en agitacié6 amb la solucié de 5% de metanol i 7,5% d'acid acetic,

que es va anar renovant a mesura que quedava tenyida pel Blau de Coomassie.

Tincioé de nitrat de plata

La tincié de proteines amb nitrat de plata ofereix una major sensibilitat, podent detectar proteines
en quantitats de fins a 1-2 ng, depenent del procediment utilitzat (Simpson 2003). Si bé hi ha
alguns detalls del procés quimic pel qual té lloc aquesta coloraci6 que encara no han estat
esclarits, en termes generals, es basa en la interaccié de la plata catidnica amb determinats atoms
dels aminoacids. La posterior reduccié d'aquest complex (procés de velat), catalitzada pel
formaldehid, déna lloc a una coloracié marré (Chevallet et al. 2006). D'entre els diversos protocols
descrits a la literatura, en el marc d'aquesta tesi es va utilitzar el procediment adaptat a partir de
(Sinha et al. 2001), compatible amb la posterior analisi per espectrometria de masses. La principal
aportacié d'aquest procediment pel que fa a la compatibilitzacié6 amb I'analisi per espectrometria
de masses, és l'abséncia de glutaraldehid, que evita la formacié d'enllagos creuats entre les

proteines i I'acrilamida durant I'etapa de sensibilitzacio.

Finalitzada I'electroforesi, el gel va ser incubat durant un minim de 30 min i un maxim de 24 h en
solucio de fixacié (40% metanol i 10% acid acétic). La solucié de fixacié va ser retirada i es va dur
a terme una nova incubacié de 30 min en agitaci®6 amb solucié de sensibilitzacié (30% etanol,

6,8% acetat sodic i 0,2% tiosulfat sodic), seguida de 3 rentats de 5 min cadascun en aigua
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ultrapura i una incubacié de 20 min en solucié de nitrat de plata al 0,25% (preparada al moment).
Transcorregut el temps de tincid, la solucié de nitrat de plata va ser descartada i el gel va ser
breument rentat amb aigua ultrapura i incubat en soluci6é de velat (0,25% carbonat sodic i 0,04%
de formaldehid, aquest afegit al darrer moment) i agitacié. El gel va ser mantingut en aquesta
solucio fins a I'aparicid de les bandes de proteines (2-5 min), moment en el qual la reacci6 de velat

va ser aturada canviant la solucié de velat per una solucié d'/EDTA al 1,5%.

Revelat per activitat carboxil esterasa

Per tal de visualitzar les proteines amb activitat esterasa, es va utilitzar com a substrat una mescla
de dos acetats: I'acetat d'x-naftil i I'acetat de B-naftil. Els corresponents alcohols formats per la
seva hidrolisi reaccionen amb una sal de diazoni (Fast Blue Reagent, Sigma), formant un precipitat

de color marré o vermellds en la regi6 del gel on es troba I'enzim (Vogt & Riddiford 1981).

Metodologicament, el gel és incubat durant 15-30 min a 30-35 °C en una soluci6 al 0,1% de Blue
Brilliant Reagent (Sigma) en 100 mL de tamp¢ Tris-HCI 20 mM (pH 7,3), a la qual se li addicionen
2 mL d'una solucié extemporania del 2% d'acetat d'«-naftil i 2% d'acetat de B-naftil en acetona.

Transcorregut aquest temps, el gel és rentat diverses vegades amb aigua desionitzada.

3.6.10. Cromatografia d'afinitat de proteines

La cromatografia utilitzada per a la purificacié de proteines recombinants a partir d'un extracte
proteic va ser la d'afinitat per metall. Aquesta cromatografia utilitza unes particules d'agarosa
funcionalitzades amb quatre grups acetat que, forment un enllag de coordinacié amb un atom d'un
metall divalent (en aquest cas, Ni*). Aquest complex format pels grups acetat i I'atom de Ni**
(anomenat Ni-NTA) té una elevada afinitat per l'imidazole, grup de la cadena lateral de I'aminoacid
His. Les proteines que tenen una sequéncia de 6 His a un dels extrems de la cadena
d'aminoacids, seran retingudes per aquest complex. Finalment, la proteina pot ser desplacada del

complex Ni-NTA mitjangant una concentracié elevada d'imidazole.

Aproximadament 1 mL de resina Ni-NTA (Promega) va ser dipositada en una columna refrigerada i
rentada amb 5 mL de tampé 0,5 M NaCl, 20 mM Tris-HCI i 5 mM imidazole, pH 7,9. L'extracte
proteic filtrat amb un filtre de xeringa de 0,44 um va ser carregat a la columna i eluit a un flux
d'aproximadament 1 mL/min. Un cop eluit I'extracte proteic, la resina va ser rentada primer amb 7
mL del mateix tampo6 en que es trobava la mostra i després amb 10 mL de tamp6 de rentat (0,5 M
NaCl, 20 mM Tris-HCI i 30 mM imidazole, pH 7,9). Finalment, les proteines retingudes van ser
eluides i collectades amb 4 mL de tampé d'elucié (0,5 M NaCl, 20 mM Tris-HCI i 300 mM

Imidazole pH 7,9). Una mostra de cadascun dels rentats i eluits va ser conservada per ser
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analitzada per SDS-PAGE.

Purificacié en condicions desnaturalitzants

Per a la cromatografia d'afinitat en condicions desnaturalitzants, el sediment insoluble provinent de
la centrifugaci6 del lisat va ser resuspés en el mateix tampd utilitzat per a la cromatografia, perd en
preséncia d'urea a una concentracié de 6 M. La cromatografia es va completar pel procés habitual,
perdo amb la preséncia d'urea 6 M a tots els tampons utilitzats. Finalment, la mostra va ser
mesclada amb el tampé de carrega de SDS-PAGE i incubada durant 30 min a temperatura

ambient i en agitacio.

3.6.11. Canvi de tampé

La purificacié de proteines mitjangant una cromatografia d'afinitat per metall déna lloc a una
solucié proteica que conté, entre d'altres sals, una concentracié elevada d'imidazole. Tenint en
compte que la proteina obtinguda havia de ser posteriorment immobilitzada en un sistema Ni-NTA,
va ser necessari un canvi del tampo en que es trobava disolta la proteina. Aquest procés es va dur

a terme mitjancant dos procediments diferents, en funci6 de les quantitats de proteina obtingudes.

Dialisi

El métode de la dialisi es va utilitzar per a volums d'elucié superiors a 4 mL. La mostra de proteina
va ser introduida a linterior d'un sac de dialisi Spectra/por (MWCO 6-8.000 i © 6,4 mm,
Spectrumlabs) préviament hidratat amb el tampé de dialisi A (100 mM imidazole, 250 mM NaCl i
20 mM Tris-HCI, pH 7,3). El sac va ser degudament segellat i submergit en un 1 L de tamp6 de
dialisi A durant 50 min en agitacié i a 4 °C. Transcorregut aquest temps, el sac de dialisi va ser
transferit a un nou vas de precipitats que contenia 1 L de tampé de dialisi B (250 mM NaCl i 10
mM Tris-HCI 10 mM, pH 7,3), i va ser agitat a 4 °C durant aproximadament 16 h. Finalment la
mostra va ser enretirada i es va afegir glicerol a una concentracié final del 10%. La solucié de
proteina va ser repartida en fraccions aliquotes i conservada a -80 °C fins al moment de la seva

utilitzacio.

Filtracié

Per a mostres inferiors a 4 mL es va optar per un procés de filtracié per centrifugacio, utilitzant les
columnes Amicon Ultra (2 mL, 10K, Millipore), que retenen molécules amb un pes molecular
superior a 10 kDa, perd sén permeables a molécules de pes inferior com l'imidazole. Per a dur a
terme aquest tipus de filtracié, aproximadament 1,8 mL de la mostra es van carregar en una

columna, que es va centrifugar durant 30 min a 6.700 g i 4 °C. Als aproximadament 200 uL de
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mostra que quedaven a l'interior de la columna s'hi van afegir 1,5 mL de tampé Tris-HCI 10 mM pH
(7,3), i es va repetir el procés de centrifugacio i addicié de tampé. Després de la segona addicié de
tampo, la columna es va centrifugar durant 15 min en les mateixes condicions i la solucié restant
(aproximadament 500 uL) es va recollir en un nou tub. A la solucié recollida s'hi va afegir glicerol a
una concentracio final del 10%, es va repartir en fraccions aliquotes, que van ser congelades a -80

°C i conservades a aquesta temperatura fins al moment de la seva utilitzacié.

3.7. Assajos d'activitat enzimatica

3.7.1. Metodologia general

Tant els productes com els substrats utilitzats en les reaccions enzimatiques dutes a terme en
aquest treball tenien una naturalesa hidrofoba. Aixi, tot i que les reaccions eren dutes a terme en
medi aquéds, en tots els casos es va considerar apropiat dur a terme la reaccié en preséncia d'un
cosolvent. D'altra banda, per tal d'analitzar i quantificar els productes obtinguts, aquests van ser
extrets de la reaccidé mitjancant un dissolvent organic per al seu analisi per cromatografia de gasos
(GC, de Gas Chromatography) o cromatografia de gasos acoplada a l'espectrometria de masses
(GC-MS, de GC-Mass spectrometry). Donada aquesta necessitat d'utilitzar dissolvents organics,

tant per a les reaccions, com per als posteriors tractaments, es van utilitzar vials de vidre.

Incubacié i extraccio

Les reaccions van ser incubades en un bany d'aigua de temperatura regulable i aturades en un
bany de neu carbonica i metanol. Immediatament després de la descongelacio, s'hi va afegir una
solucié del solvent organic que contenia una quantitat coneguda d'estandard intern i la mescla va
ser agitada enérgicament. Per a la separaci6 de les fases, I'emulsié es va centrifugar durant 10
min a 1.500 g i la fase aquosa va ser congelada amb CO., per tal de transvasar la fase organica a

un nou vial, minimitzant el risc d'arrossegar aigua durant el transvasament.

Derivatitzacio

En els assajos enzimatics que donaven lloc a un alcohol com a producte de reaccid, aquest va ser
derivatitzat per tal de reduir la polaritat de la molécula i obtenir una millor resolucié cromatografica.
El procés de derivatitzacid utilitzat consistia en la transferéncia d'un grup trimetilsilii (TMS) a
I'hidroxil de l'alcohol, donant lloc a I'éter de TMS. Per a la derivatitzacio, I'hexa de les fraccions
organiques va ser evaporat sota una corrent de N, fins a un volum d'aproximadament 20 pL. Un

mateix volum de bis(trimetilsilitrifluoroacetamida (BSTFA, Merck) va ser afegit a les mostres i
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aquestes van ser incubades a 70 °C durant 1 h. Transcorregut aquest temps, I'excés d'agent
sililant va ser evaporat amb N: i a la solucio6 restant (entre 5i 10 pL) s'hi van afegir 15 uL d'hepta,

procedint a I'analisi per GC o GC-MS.

Analisi quantitativa

La injeccié en l'aparell de cromatografia de gasos es va dur a terme amb un robot automatic,
garantint aixi, 'homogeneitat de les injeccions. Els valors de I'area sota la corba dels diferents
productes i estandards interns van ser interpolats amb les corresponents rectes de calibratge, i la

quantitat de producte present a la mostra de partida va ser calculat segons la seglient equacio:

ie .
Q@&:Q’P , on Qfp: Quantitat de producte injectat al GC, Qfe: Quantitat d'estandard intern

injectat al GC (ambdés obtinguts per interpolacié amb la recta de calibratge), Qip: Quantitat de

producte present en finalitzar la reaccio, Qie: Quantitat d'estandard intern utilitzada en I'extraccio.

Finalment, per al calcul de les constants i parametres cinétics es va utilitzar un ajustament no
lineal a I'equacié de Michaelis-Menten. De forma complementaria, es van calcular els mateixos
parametres mitjancant un métode de linealitzacié de I'equacié de Michaelis-Menten. Per aquest
calcul es va escollir entre els métodes de linealitzaci6 de Lineweaver-Burk i Hanes-Woolf,
seleccionant aquell que mostrava un millor coeficient de correlacié. Tant els ajustaments lineals

com els no lineals es van dur a terme amb el programa GraphPad.

3.7.2. Condicions especifiques per a cada reaccio

Reductasa d'acids grassos Slit-FAR1

Per tal d'estudiar I'activitat de I'enzim recombinant expressat en el llevat S. cerevisiae es van dur a
terme dos tipus d'assajos. En primer lloc, es van realitzar assajos in vivo, afegint diferents acids
grassos al cultiu del llevat recombinant per a la reductasa SlitFAR. En segon lloc, es va obtenir un

extracte proteic del llevat i se'n va estudiar I'activitat amb assajos in vitro.

Assajos in vivo
Per als assajos in vivo un cultiu que havia crescut durant 16 h en medi d'induccié (SG-U) va ser

reinoculat en 2 mL de medi SG-U fresc que contenia 0,5 mM dels diferents acids grassos i un
0,2% del tensioactiu Tergitol NP-40 (Sigma). El cultiu va ser incubat a 30°C i en agitacié durant 22-
24 h i finalitzat aquest temps va ser liofilitzat i els productes van ser extrets amb 1 mL d'hexa.

Finalment, |la fracci6é organica va ser derivatitzada i analitzada per GC-MS.
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Assajos in vitro
Per a les reaccions in vitro, l'extracte proteic del llevat YPH501 amb el vector pESC-SIitFAR va ser

incubat en presencia de 2,5 mM del cofactor NADPH i diferents acil-CoAs a una concentracio
variable, depenent de I'assaig. El volum total de la reacci6 va ser de 400 uL, que es van completar

amb tamp6 Tris-HCI 10 mM (pH 7,3).

Per a l'obtencié dels productes formats, es van dur a terme dues extraccions consecutives amb
800 pL d'una solucié d'hexa que contenia 300 ng d'1-undecanol com a estandard intern. Un cop
reunides les dues fraccions organiques, les mostres van ser derivatitzades i analitzades. Les
condicions de GC per a l'analisi d'aquests compostos van ser: 60 °C de temperatura inicial
(mantenint-la durant 1 min), un increment de 10 °C/min fins a 120 °C, increment de 2 °C/min fins a
180 °C i finalment un increment de 10 °C/min fins a 280 °C, restant a aquesta temperatura durant

5 min.

En un assaig preliminar, 150 ug d'extracte proteic van ser incubats durant 1 h en preséncia de 0,5
mM dels diferents acil-CoAs i un 2% de DMSO. Els assajos es van dur a terme en paral-lel amb
I'extracte proteic d'un llevat transformat amb el mateix vector, perd sense preséncia de la
reductasa (YPH501 + pESC). Aquestes mostres van ser analitzades per GC-MS per tal de
confirmar la preséncia dels productes en el test, aixi com la seva abséncia en el control. En les
mateixes condicions es va dur a terme un assaig d'activitat comparatiu entre un extracte congelat i

un extracte fresc per tal de garantir la conservacié de l'activitat després del congelat.

Un cop confirmada l'activitat de I'enzim, les condicions de velocitat inicial de la reaccié es van
estudiar mitjancant la incubacié a diferents temps, utilitzant 50 ug d'extracte proteic, 125 uyM de
(Z,E)-9,11-14:SCoA i un 2% de DMSO. Establertes les condicions de linealitat de la reaccio, i
comprovat que les diferéncies entre I'extracte congelat i el fresc no eren significatives, es van dur
diferents reaccions a fi d'establir els parametres cinétics de I'enzim pels diferents acil-CoAs. Per a
cadascun dels substrats, es va dur a terme un banc de reaccions de 6 o 7 concentracions
diferents depenent del substrat, i en un rang d'1,25 uM a 80 pM, que van ser incubades durant 10
min a 30 °C en preséncia de 50 pg d'extracte proteic i un 2% de DMSO. Per a cada concentracié

de cadascun dels substrats es van dur a terme tres assajos en paral-lel.

Alcohol acetil transferasa CmAAT 1

Les reaccions es van dur a terme en un volum total de 500 pL, utilitzant Tris-HCI 10 mM (pH 7,3)
com a tamp6 i DMSO com a cosolvent. La concentracio d'acetil-CoA va ser en tots els casos de
250 uM i la d'enzim 10 ng/uL (0,17 uM), mentre que la de l'alcohol va variar en funcié de

I'experiment. Un cop va ser confirmada per GC-MS ['habilitat de I'enzim per acetilar el (Z,E)-9,11-
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14:0H, es van determinar les condicions de velocitat inicial de la reacci6. Per a aquesta
determinacid, es van dur a terme assajos a 15, 30, 45, 60 i 120 min en preséncia de (Z,E)-9,11-
14:0H a una concentracié de 0,5 mM i un 4% de DMSO. En aquestes condicions i 15 min de
temps d'incubacié es va dur a terme una exploracié de la concentracié optima de DMSO, realitzant
assajos amb el 2, 4, 6 i 8% del cosolvent. Finalment, establertes les condicions de velocitat inicial i
la concentracido optima de cosolvent, les constants cinétiques van ser calculades mitjangant
reaccions amb (Z,E)-9,11-14:0H a 5, 10, 15, 30, 60 i 120 uM.

Els productes de les reaccions van ser extrets amb 500 uL d'hexa que contenien 150 ng d'acetat
de dodecil com estandard intern. Les fraccions organiques van ser concentrades i analitzades per
GC en les seglents condicions: 60 °C de temperatura inicial (mantenint-la durant 1 min), un
increment de 10 °C/min fins a 150 °C, increment d'1 °C/min fins a 180 °C i finalment un increment

de 10 °C/min fins a 250 °C, restant a aquesta temperatura durant 5 min.

Cera sintasa ATF

Les reaccions es van dur a terme en un volum total de 200 L, utilitzant Tris-HCI 10 mM (pH 7,3)
com a tampé i DMSO com a cosolvent. La concentracio d'acetil-CoA va ser en tots els casos de
300 uM i la de I'enzim de 50 ng/pL (0,95 uM), mentre que la de l'alcohol va variar en funcié de
I'experiment. En un primer assaig, 60 uM de (Z,E)-9,11-14:0H van ser incubats amb la resta de

components de la reacci6 a 35 °C durant 1 h.

Un cop confirmada la preséncia del producte de la reaccio, (Z,E)-9,11-14:0Ac, el curs de la
mateixa es va estudiar realitzant incubacions entre 0 i 160 min amb 160 UM de substrat. Aixi
mateix, la influéncia de la concentraci6 de DMSO a la solucié6 va ser estudiada mitjangant
reaccions amb 2, 4, 6 i 8% del cosolvent. Finalment, per tal d'establir les constants cinétiques es
van dur a terme reaccions a les segiients concentracions: 1,25 uM, 2,5 uM, 10 uM, 20 uM, 40 uM,
80 uM, 160 uM 320 uM, 640 uM i 1,28 mM. Totes les reaccions van ser extretes amb 400 uL d'hexa
que contenien 120 ng d'acetat de dodecil com estandard intern. Les fraccions organiques van ser
concentrades i analitzades per GC, amb les mateixes condicions de temperatura que les

utilitzades per a l'analisi de les reaccions amb I'enzim CmAAT1.

Carboxil esterasa SICXE7

Les reaccions es van dur a terme en tamp6 Tris-HCI 20 mM (pH 7,4) amb un volum total de 50 pL
(per als substrats (Z,E)-9,11-14:0Ac i (Z,E)-9,12-14:0Ac) o 200 pL (per al substrat (Z)-3-6:0Ac),
que contenia 10 ng/uL (0,16 uM) de proteina recombinant, 4% d'etanol i el substrat a diferents

concentracions. Per tal de descartar la hidrolisi espontania dels substrats, es va dur a terme un
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assaig en les mateixes condicions, perd sense la preséncia de l'enzim. Per als assajos
comparatius amb extracte proteic provinent de les antenes, es van utilitzar les mateixes
condicions, perd substituint I'enzim recombinant per 4 ug d'extracte proteic d'antenes de mascle

de S. littoralis.

Un cop confirmada (per GC-MS) la capacitat de I'enzim per hidrolitzar el (Z,E)-9,11-14:0Ac a una
concentracié de 40 uM, a 28 °C i després d'1 h d'incubacio, les condicions de velocitat inicial per a
la reacci6 amb aquest substrat es van establir duent a terme reaccions a diferents temps, en un
rang de 10 a 80 min. Finalment, per al calcul de les constants cinétiques es van dur a terme

reaccions amb incubacions de 5 min de durada, a 28 °C i amb les seglents concentracions:
* Per al substrat (Z,E)-9,11-14:0Ac: 5 uM, 20 pM, 60 pM, 180 uM, 540 uM, 1 mM i 1,5 mM.
* Peral substrat (Z,E)-9,12-14:0Ac: 20 uM, 60 pM, 180 uM, 540 uM, 1 mM i 1,6 mM.
* Peral substrat (2)-3-6:0Ac: 1 mM, 2 mM, 5 mM, 10 mM, 15 mM i 20 mM.

Finalitzades les reaccions amb els substrats (Z,E)-9,11-14:0Ac i (Z,E)-9,12-14:0Ac, els productes
van ser extrets amb 200 pL d'hexa que contenia 1-undecanol com a estandard intern (75 ng per a
les mostres 5 a 60 UM de substrat i 150 ng per a les mostres de 180 uM i superiors), derivatitzades
i analitzades per GC. Al seu torn, les reaccions dutes a terme amb el substrat (Z)-3-6:0Ac van ser
extretes amb 400 pL d'una mescla 1:1 d'éter etilic amb hexa, que contenia 150 pg de 5-metil-1-
hexanol com estandard intern, concentrades i analitzades per GC. Les condicions
cromatografiques per les reaccions dutes a terme amb els substrats (Z,E)-9,11-14:0Ac i (Z,E)-
9,12-14:0Ac van ser: 80 °C inicials (mantinguts durant 1 min), increment de 2 °C/min fins a 180 °C
i finalment increment de 10 °C/min fins a 280 °C; mentre que en les dutes a terme amb el substrat
(2)-3-6:0Ac van ser: 50°C inicials (mantinguts durant 1 min), increment d'1°C/min fins a 65°C,
seguit d'un increment de 5 °C/min fins a 80 °C i finalment 10 °C/min fins a 280 °C, mantenint

aquesta temperatura durant 5 min.

Carboxil esterasa SICXE10

Les reaccions es van dur a terme en un volum total de 200 pL de tampd Tris-HCI 20 mM (pH 7,4),
que contenia 10 ng/pL (0,16 uM) de proteina recombinant, 4% d'etanol i el substrat a diferents
concentracions. Per tal de descartar la hidrolisi espontania dels substrats, es va dur a terme un
assaig en identiques condicions, pero sense la preséncia de I'enzim. Per als assajos comparatius
duts a terme amb extracte proteic antenal, es van utilitzar les mateixes condicions descrites en

I'apartat referent a I'esterasa SICXE?.

88



Material i métodes

Un cop confirmada (per GC-MS) la capacitat de I'enzim per hidrolitzar el (2)-3-6:0Ac a una
concentracié de 70 uM, a 28 °C i després d'1 h d'incubaci6, les condicions de velocitat inicial per a
la reacci6 amb aquest substrat es van establir duent a terme reaccions a diferents temps, en un
rang de 5 a 40 min. Finalment, per al calcul de les constants cinétiques es van dur a terme
diferents reaccions amb 5 min d'incubaci6 i amb les segiients concentracions de substrat: 1, 2, 5,
10 i 20 mM. Les reaccions van ser extretes amb 400 pyL d'una mescla 1:1 d'éter etilic amb hexa,
que contenia 150 pg de 5-metil-1-hexanol com estandard intern, concentrades i analitzades per
GC amb les mateixes condicions que les utilitzades per a I'analisi de les reaccions dutes a terme
amb el (Z2)-3-6:0Ac i I'esterasa SICXE?7.
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Biosintesi feromonal - Introduccid

4.1. La biosintesi feromonal en lepidopters

Degut a la naturalesa estructural dels compostos feromonals dels lepidopters (cadenes alifatiques
funcionalitzades), la biosintesi feromonal esta estretament lligada a la sintesi d'acids grassos. Aixi,
la major part de les espécies de lepidopters comparteixen I'acetil Coenzim A (acetil-CoA) com a
precursor comu en la biosintesi de les seves feromones (Jurenka 2003). De la mateixa manera
que en la sintesi d'acids grassos, la biosintesi feromonal s'inicia amb la carboxilacié de I'acetil-CoA
per formar malonil-CoA, seguit d'una elongaci6 ciclica de la cadena d'acid gras mitjangant el
sistema enzimatic acid gras sintetasa, que donara lloc a un acil-CoA amb una cadena saturada de
16 carbonis (palmitoil-CoA) o 18 carbonis (estearil-CoA). A partir d'aquest punt s'inicien les
modificacions especifiques per a la transformacié d'aquests intermediaris en compostos
propiament feromonals (Jurenka 2003). Els primers estudis duts a terme sobre la bioquimica de la
biosintesi feromonal suggerien que l'afinitat dels diferents precursors per aquests enzims definia
les proporcions finals en la mescla feromonal (W.L. Roelofs and Jurenka 1996). Aquesta segona
part del procés biosintétic, els enzims de la qual dependran de la composicié feromonal de cada
espéecie, esta regulada hormonalment mitjangant un neuropéptid anomenat PBAN (de l'anglés,
Pheromone biosynthesis activating neuropeptide). La informacié que hi ha sobre els mecanismes
moleculars pels quals es produeix aquesta activacio sén encara incomplets. No obstant, s'ha
pogut demostrar que el PBAN activa un receptor situat a la membrana de les cél-lules de la
glandula feromonal i produeix una entrada del Ca* extracel-lular, que al seu torn provoca
I'activacié d'enzims relacionats amb el metabolisme dels acids grassos, com lipases (Ohnishi et al.
2006), aixi com enzims clau en la produccié de feromones, com ara reductases (Fabrias et al.
1994) i alcohol acetil transferases (Mas et al. 2000). Altres enzims implicats en les etapes més
incials de la biosintesi feromonal, com les desaturases, en canvi, estarien excloses de l'activacio

per aquest neuropéptid (Arsequell et al. 1990).

Els estudis bioquimics realitzats sobre la dinamica de la producci6é feromonal sén escassos, pero
hi ha evidéncies de que els precursors feromonals sén acumulats en gotes de lipids al citosol fins
el moment de ser transformats en els productes finals i alliberats a I'ambient (Matsumoto et al.
2002). En un estudi dut a terme mitjangant RNAs d'interferéncia corresponents gens clau en la
biosintesi de la papallona de la seda Bombyx mori, s'ha pogut concloure que és l'acil-CoA
intermediari (en aquest cas, (E,Z)-10,12-hexadecadienil-CoA) el que s'acumula en forma de triacil
glicerols (TAG). L'activacié del receptor del PBAN mobilitza el (E,Z)-10,12-hexadecadienil-CoA
intermediari i el redueix per formar el (E,Z)-10,12-hexadecadienol (bombykol), producte final de la

feromona de l'insecte (Ohnishi et al. 2006).

La figura 4.1.1 mostra un possible diagrama de la biosintesi de feromones formades per una
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cadena alifatica insaturada i un grup funcional alcohol o acetat. Tot i que existeixen algunes
excepcions a aquesta composicio, la gran majoria de feromones de lepidopters estat constituides
per compostos d'aquest tipus. L'esquema esta basat en els estudis realitzats per Ohnishi i
col-laboradors sobre la biosintesi del bombykol (Ohnishi et al. 2006). Cal apuntar que, donat que la
feromona de B. mori no implica I'escurgament de la cadena, no hi ha dades experimentals que
demostrin que aquesta etapa es produeixi en el punt indicat a la figura. No obstant, alguns estudis
sobre la composicio dels TAGs acumulats en forma de gotes lipidiques a les cél-lules de la
glandula feromonal demostren que els precursors emmagatzemats en aquest punt ja han patit un
escurcament de cadena (Matsumoto et al. 2002; Bjostad & Roelofs 1986).
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Figura 4.1.1 Possible esquema general de la biosintesi feromonal, basat en Ohnishi
et al. 2006.
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4.1.1. Biosintesi de la feromona de I'arna S. littoralis

Tal i com s'ha descrit en la introduccié general, la feromona de la soca de S. littoralis utilitzada en
aquest treball consisteix en una mescla de cinc acetats d'alcohols de 14 carbonis, amb diferents
nombres, posicions i tipus d'insaturacié. La ruta biosintética d'aquest lepidopter ha estat estudiada
per diversos autors mitjancant l'aplicacié topica a la glandula feromonal d'intermediaris marcats
amb radioisotops, seguida de la extraccioé dels components de la glandula amb un solvent organic
(Mufioz et al. 2008). Malgrat no tots els enzims implicats en la ruta biosintética proposada han
estat identificats, aquesta técnica ha permeés aillar els precursors de cadascun dels intermediaris
biosintétics. D'acord amb aquests resultats, s'ha pogut establir que la biosintesi de tots els
components de la feromona de S. littoralis s'inicia amb el palmitoil-CoA. Aquest acil de 16
carbonis és desaturat i parcialment escurcat fins donar lloc als diferents intermediaris acil-CoA de
14 carbonis, amb la posicio, tipus i nombre d'insaturacions definits. Finalment els acil-CoA
insaturats son reduits als corresponents alcohols i acetilats per tal de donar lloc als acetats que

seran alliberats a I'ambient (figura 4.1.2).

16:Acil-CoA
Z-11 -2C
(2)-11-16:Acil-CoA 14:Acil-CoA >
2C Z-1 E-11
(2)-9-14:Acil-CoA ——) (2)-11-14:Acil-CoA — (E)-11-14:Acil-CoA —
A" desaturasa + migracio 7-9

del doble enllag

(E,E)10,12-14:Acil-CoA >  (Z,E)-9,11-14:Acil-CoA >

Figura 4.1.2. Ruta biosintética de la feromona d'S. littoralis (Mufioz et al. 2008). Les
fletxes buides indiquen dues etapes consecutives de reduccié i acetilacié, donant lloc
als acetats que constituiran finalment la feromona.
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4.1.2. Enzims implicats en la biosintesi feromonal

Tal i com s'ha descrit a l'inici d'aquesta introduccié, la primera part de la ruta biosintética dels
components feromonals és comuna amb el metabolisme d'acids grassos. Es a partir dels acils de
cadena llarga (en el cas de S. littoralis, palmitoil-CoA), que tindran lloc les transformacions
especifiques necessaries per donar lloc a les molécules feromonals. Els enzims que participen en
aquestes transformacions son diferents entre les espécies, doncs estan estretament lligats a la
composicié feromonal de cada lepidopter. A nivell general, perd, es poden classificar en tres grans
grups: enzims d'escurcament de la cadena, desaturases i enzims de funcionalitzacioé de la cadena;

aquests darrers, principals objecte d'estudi en aquesta tesi.

Enzims d'escurcament de cadena

Tot i que aquesta etapa no ha estat caracteritzada des d'un punt de vista enzimatic en cap
espécie, diversos estudis han posat de manifest la capacitat dels insectes per escurgar cadenes
d'acid gras fins a una longitud definida. Aquesta activitat ha estat atribuida a una g-oxidacio parcial
identificada també en vertebrats i localitzada als peroxisomes (Hashimoto 1996). Els dos enzims
implicats en aquest procés serien una acyl-CoA oxidasa i una 3-oxoacil-CoA tiolasa. Un estudi
realitzat en el lepidopter Trichoplusia ni va demostrar una preferéncia de substrat en els enzims de
la B-oxidacié peroxisomal, que seria la responsable d'aturar el cicle de B-oxidacié a un nombre
determinat de carbonis (Jurenka et al. 1994). En el cas de S.littoralis, si bé la preséncia de -
oxidacié ha estat corroborada bioquimicament mitjancant la utilitzacié d'inhibidors d'acil-CoA
oxidases (Rosell et al. 1992), no existeix informacié experimental pel que fa a l'especificitat
d'aquests enzims. No obstant, donat que en la ruta biosintética d'aquesta espécie Unicament
s'observa un escurcament de cadena en la transformacié del 16:Acil-CoA en 14:Acil-CoA i del (2)-
11-16:Acil-CoA al (Z2)-9-14:Acil-CoA, la B-oxidacié peroxisomal en S. littoralis tindria una

especificitat per substrats de 16 carbonis, pero no de 14.

Desaturases

Si bé la desaturacié dels intermediaris acil-CoA és I'etapa més complexa i amb més diversitat en la
biosintesi feromonal, també ha estat la més estudiada, tant des d'un punt de vista de la diversitat
(identificant nombroses proteines responsables d'aquesta activitat), com del mecanisme (elucidant
les diferents etapes de la reaccid, aixi com la manera en que es produeix un isdmer o un altre). Els
primers estudis duts a terme mitjangant I'aplicacio topica d'intermediaris marcats sobre la glandula
d'S. littoralis demostraven que la ruta biosintética de la seva feromona inclou 3 activitats

desaturasa diferents en funcié de la posici6 del doble enllag (Martinez et al. 1990):
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1. La desaturacié en posici6 11 del 16:Acil-CoA per produir (Z)-11-16:Acil-CoA i del
14:Acil-CoA per produir (E)-11-i (2)-11-14:Acil-CoA.

2. La desaturacio en posicié 9 del (E)-11-14:Acil-CoA per produir (Z,E)-9,11-14:Acil-CoA.

3. La desaturacio i reordenacié del doble enlla¢ del (Z2)-11-14:Acil-CoA per donar lloc a
(E,E)-10,12-14:Acil-CoA.

Posteriorment, els treballs de biologia molecular duts a terme sobre l'insecte van revelar la
preséncia de tan sols dues desaturases actives a la glandula feromonal d'S. littoralis. Totes dues
(anomenades posteriorment SIsZ9 i SIsZ/E11, respectivament) van ser expressades de forma
recombinant en un llevat deficient en la desaturasa i elongasa propies (Rodriguez et al. 2004). Els
resultats dels assajos d'activitat duts a terme amb la proteina SIsZ9 recombinant van revelar que
I'enzim produia el (Z)-9-14:Acid quan era incubat en preséncia de 14:Acid, perd quan el medi de
reaccié contenia una mescla de 14:Acid i (E)-11-14:Acid, I'tinic producte obtingut era el (Z,E)-9,11-
14:Acid (Rodriguez et al. 2004). Aquests resultats explicarien el fet que, malgrat la preséncia d'una
Z9 desaturasa a la glandula feromonal, el compost (Z)-9-14:Acid no hagi estat mai detectat com a
intermediari. Per la seva banda, els productes de reaccié de SIsZ/E11 eren tant el (2)-11-16:Acid,
com el (E)-11-14:Acid i el (Z2)-11-14:Acid, demostrant que el mateix enzim podia ser responsable
de totes les insaturacions en la posicidé 11 del procés biosintétic. En estudis posteriors realitzats
amb aquest mateix enzim, es va demostrar que la desaturasa SIsZ/E11 era també responsable de
la formacié del (E,E)-10,12-14:Acil-CoA a partir del (Z)-11-14:Acil-CoA, mitjancant una reaccio

d'insaturacié acompanyada de migracio i isomeritzaci6 del doble enllag (Serra et al. 2006).

Enzims de funcionalitzacié del carbonil: Reductasa
En l'etapa de reduccid, els diferents acil-CoAs sén transformats als corresponents alcohols
mitjancant l'oxidacié del cofactor NADPH, en una reacci6é catalitzada per una reductasa d'acids

grassos (FAR, de Fatty Acyl-CoA reductase).

La reducci6é d'acids grassos a alcohols esta relativament estesa entre els éssers vius. Tant les
plantes com els animals duen a terme aquesta transformaci6é en una etapa prévia a la sintesi de
ceres (esters d'alcohols de cadena llarga i acils de cadena llarga) (Riendeau & Meighen 1985).
Aquesta reaccid, mecanisticament similar a la catalitzada per la HMG-CoA reductasa en la sintesi
de colesterol, ha estat estudiada en diversos organismes mitjangcant preparacions cel-lulars
(Riendeau & Meighen 1985). Si bé els detalls sobre el mecanisme de la reaccié son encara
desconeguts, els estudis realitzats sobre extractes cel-lulars han pogut concloure que aquesta té

lloc en una sola etapa, sense la formacié intermédia d'un aldehid. Aixi doncs, a diferéncia d'altres
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sistemes metabolics, que transformen els acil-CoAs en aldehids i posteriorment en alcohols per
transferéncia de dos electrons a cada reaccio, les FAR catalitzen la reaccié en una sola etapa, la
qual cosa implica la transferéncia dels quatre electrons necessaris per a la reduccié per un sol
enzim (Kolattukudy & Rogers 1986). Una altra diferéncia important amb les reductases formadores
d'aldehids és la localitzacié subcel-lular. Aixi, mentre que els enzims que redueixen I'acil-CoA a
aldehid es troben de forma soluble, les FAR s'han localitzat a la fraccié microsomal, tant en els
estudis realitzats en plantes, com en animals (Metz et al. 2000; Kolattukudy & Rogers 1986).
Aquesta observacio és consistent amb la naturalesa transmembrana de les préviament descrites

desaturases, que utilitzen el mateix tipus de substrats.

No obstant I'abundancia relativa d'estudis bioquimics sobre aquests enzims, no va ser fins I'any
2000 que es va purificar i clonar la primera reductasa d'acids grassos, en aquest cas, provinent de
les llavors de la planta Simmondsia chinensis. Aquesta seqliéncia, juntament amb la de
I'hnomologa HMG-CoA reductasa va servir de referéncia I'any 2003 per a I'amplificacio i el clonatge
de la primera FAR implicada en la biosintesi d'una feromona (Moto et al. 2003). Aquesta FAR,
provinent de la glandula feromonal de la papallona de la seda B. mori, va ser expressada en un
sistema recombinant, mostrant la capacitat de catalitzar la formaci6 de (E,2)-10,12-
hexadecadienol a partir del corresponent acil-CoA. En assajos realitzats amb diferents substrats,
I'enzim mostrava una preferéncia pels acil-CoAs de 15 o 16 carbonis, essent poc actiu pels de 17 i

18, i del tot inactiu pels de 18 i 19 carbonis.

La hipotesi segons la qual I'especificitat dels enzims biosintétics defineix la composicio final de la
mescla feromonal ha motivat l'estudi d'aquests enzims en altres espécies de lepidopters.
Posteriorment a la identificacié de la FAR de I'arna B. mori (la mescla feromonal de la qual només
conté un component susceptible de ser generat per I'accié de la FAR), diversos ortdlegs d'altres
espécies de lepidopters han estat identificats i caracteritzats bioquimicament en assajos d'activitat
in vivo, expressant I'enzim recombinant en un sistema heterdleg. En les espécies estudiades fins
al moment, l'especificitat dels enzims identificats ha resultat variable. Aixi, per exemple, mentre la
FAR glandular de l'arna Ostrinia nubilalis mostrava una especificitat per l'isbmer E o Z de la
feromona depenent de la raca de linsecte (Lassance et al. 2010), la FAR de [I'espécie
Yponomeuta evonimellus tenia un perfil d'activitat forca inespecific pel que fa a la preferéncia de
substrats (Liénard et al. 2010). No obstant, el nombre d'ortdlegs caracteritzats des d'un punt de
vista bioquimic és encara molt baix per treure conclusions sobre la rellevancga i la universalitat del

paper de les FAR en la determinacié de les proporcions de la mescla feromonal.

Enzims de funcionalitzacié del carbonil: Acetil transferasa

La implicacié d'una activitat acetil transferasa en la darrera etapa de la ruta biosintética de
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feromones de tipus acetat va ser demostrada per primera vegada per W. Roelofs en el barrinador
europeu Ostrinia nubilalis (Jurenka & Roelofs 1989). Els estudis es van dur a terme mitjangant
l'addicié de l'intermediari feromonal marcat radioactivament a un extracte proteic de glandules
feromonals, i van posar de manifest que Unicament els extractes proteics del teixit glandular (més
concretament, de la fraccid6 microsomal) catalitzaven la sintesi de la feromona a partir de I'alcohol
precursor i l'acetil-CoA. D'altra banda, estudis cinétics on es comparava l'activitat en front de
diferents precursors va demostrar una preferéncia de I'enzim per l'isdmer Z, majoritari en la mescla
feromonal. No obstant el temps transcorregut des que va tenir lloc aquest primer descobriment, i
malgrat I'evolucié de les técniques de biologia molecular, cap alcohol acetil transferasa (AAT)

implicada en la biosintesi feromonal ha estat aillada o clonada fins al moment.

Tot i I'abséncia d'estudis sobre aquests enzims en lepidopters, la funcié de transferéncia d'un grup
acetil a un alcohol (duta a terme per AATs) no és exclusiva de la biosintesi feromonal i existeixen,
per tant, nombrosos enzims que catalitzen aquesta reaccié en un context diferent al de la
produccié de feromones. De tots ells, els més semblants pel que fa al tipus de substrat sén les
AATs responsables de la sintesi de compostos volatils que formen part de diversos aromes
naturals, molts d'ells constituits també per molécules de tipus acetat (D'Auria et al. 2002; El-
Sharkawy et al. 2005; Lilly et al. 2006). L'interés per I'estudi de les propietats organoléptiques dels
productes naturals ha motivat la recerca dirigida a la identificacié i caracteritzacié d'aquests
enzims en fruites, flors o en els llevats utilitzats per a la fermentacié del raim. En tots els casos,
I'enzim transfereix el grup acetat des d'una molécula d'acetil-Coenzim A (acetil-CoA) a un alcohol,

generalment primari, formant un enllag ester que déna lloc a I'acetat del corresponent alcohol.

Si bé les AATs identificades fins al moment poden catalitzar I'acetilacié6 de més d'un substrat, totes
mostren una certa preferéncia per algun alcohol en particular. Aixi per exemple, algunes de les
AAT identificades i caracteritzades en el melé mostren certa activitat en front un ampli ventall
d'alcohols, perd aquesta és majoritaria per un d'ells en particular en cada enzim (El-Sharkawy et
al. 2005). D'altra banda, en el llevat S. cerevisiae dues AATs diferents son les responsables de
I'acetilacié de Il'etanol i la pregnenolona, respectivament, si bé totes dues mostren activitat per a

formacié de l'acetat d'isoamil (Mason & Dufour 2000).

Els criteris de classificaci6 de les alcohol acetil transferases varien en funcié del grau de
coneixement que es té de cadascun dels diferents grups. Aixi, tot i que algunes AATs de planta
accepten els mateixos substrats que les AATs de llevat (http://www.brenda-enzymes.org,
EC:2.3.1.84), la base de dades InterPro les classifica a partir de la seva seqiiéncia primaria en
dues families diferents: les de llevat, com acetil transferases propiament dites (IPR010828), i les

de planta en un grup heterogeni anomenat genéricament transferases (IPR003480). A banda
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d'aquests dos grups amb activitat per a alcohols alifatics i/o aromatics, la base de dades InterPro
identifica, al moment de I'elaboracié d'aquest treball, unes altres 9 families amb activitat alcohol O-
acetil transferasa. Aquestes inclouen enzims d'acetilacié de proteines o polisacarids, proteines
d'uni6 a cofactors, enzims de detoxificacid d'antibidtics en procariotes i la familia de les
carnitin/colin acetil transferases, que inclou tant els enzims responsables de la sintesi i/o
regeneracié de l'acetilcolina en les neurones colinérgiques, com de l'acetilacié de la L-carnitina en

I'nomeostasi dels grups acetil dins i fora del mitocondri.

De totes les 11 families, les anomenades transferases (IPR003480), les acetiltransferases
(IPR010828), i les carnitin/colin acetiltransferases (IPR000542) es diferencien de la resta per
utilitzar alcohols lliures (no formant part de cap macromolécula) i generalment alifatics com a
substrat (figura 4.1.3). No obstant aix0, aquesta proximitat en la reaccié catalitzada no es tradueix
en un elevat grau d'identitat entre les proteines. Aixi, per exemple, el percentatge d'identitat entre
la colin acetil transferasa del mosquit Culex quinquefasciatus (numero d'accés XP_001843149) i la
carnitin acetil transferasa de la mateixa espécie (niumero d'accés XP_001869241) és només del
25%. Aquesta diferéncia és encara més acusada si es comparen dues proteines amb funcions
catalitiques semblants, perd pertanyents a dues families diferents, com ara les dues carnitin
acetiltransferases del llevat Saccharomyces cerevisiae (numeros d'accés del GenBank CAA78399
i DAAQ7677 per les isoformes mitocondrial i citosdlica, respectivament) i les dues alcohol acetil
transferases de la mateixa espécie (numeros d'accés del GenBank BAA05552 i DAAQ08272 per
I'ATF1 i ATF2, respectivament), que tenen un percentatge d'identitat d'entre el 6 i el 8%. Aixi, llevat
d'alguns elements conservats entre les proteines d'un mateix grup, I'Unic motiu conservat
universalment entre les acil transferases en general és I'hexapéptid HXXX(D/E)(G/A) (Brown et al.
1994), la histidina del qual esta directament implicada en el mecanisme catalitic de la reaccio
(McGarry & Brown 1997; Ramsay et al. 2001).
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Figura 4.1.3. Exemples de substrats de tres families amb activitat alcohol

O-acetil transferasa conegudes fins al moment. En vermell s'indica I'hidroxil
que és acetilat.

Aixi doncs, malgrat la disponibilitat de la seqiéncia completa del genoma de Drosophila
melanogaster, el mascle de la qual produeix una feromona d'agregacié de tipus acetat (Bartelt et
al. 1985), la carenca de dominis o elements de seqliéncia conservats en aquest grup de proteines
dificulta la identificacié de possibles AAT implicades en la biosintesi feromonal.
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4.2. Resultats

4.2.1. Aillament i caracteritzacié de la reductasa d'acids grassos de S.
littoralis

Clonacié del cDNA de Slit-FAR1
Metodologia: 3.2. i 3.3.2.

L'alineament de les cinc FARs amb activitat coneguda identificades fins al moment (figura 4.2.1)
va posar de manifest la preséncia de com a minim tres regions altament conservades,
susceptibles de ser utilitzades com a motlle per al disseny d'oligonucledtids degenerats que
permetessin I'amplificacié de proteines amb potencial activitat FAR. La primera d'elles, situada
entre els residus 26 i 34 de la FAR de B. mori (BmorFAR) fou descartada per als proposits de
clonacié, donat que havia estat proposada com a sequiéncia consens per al lloc d'unié dels co-
factors NADH o NADPH, utilitzats per altres proteines cel-lulars. Les altres dues regions van ser
utilitzades per al disseny dels oligonucleotids degenerats FARfor (en sentit directe) i FARrev (en
sentit revers), respectivament. La traduccio teorica del fragment obtingut de I'amplificacié amb
aquests dos oligonucleodtids va resultar en una sequéncia parcial de 79 aminoacids, sense la
preséncia de cap codé d'aturada. La cerca per alineament local d'aquest fragment va mostrar una
identitat d'un 51% amb el fragment situat entre els residus 215 a 293 de la sequéncia d'aminoacids
de la BmorFAR. Finalment, la técnica de PCR-RACE va permetre I'obtencié d'un cDNA complet de
1602 pb. La seqiiéncia corresponent a la pauta oberta de lectura (ORF, de open reading frame)
d'aquest fragment (verificada amb una polimerasa d'alta fidelitat), codificava per una seqiiéncia de

454 aminoacids, que va ser anomenada Slit-FAR1.
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| * | | I | I
MSHNGTLDEHYQTVSEFYDGKSVFITGATGFLGKAYVEKLAYSCPGIVSIYILIRNKKGS
MVVLTSKEKSNMSVADFYAGKSVFITGGTGFLGKVFIEKLLYSCPDIDKIYMLIREKKGQ
—————————— MVSIPEYYEGKNVLLTGATGFLGKVLLEKLLRSCPKVNSVYVLVRQKAGQ
—————————— MVSIPEYYEGKNILLTGATGFLGKVLLEKLLRSCPRVNSVYVLVRQKAGQ
—————————— MSTIAAFYGGKSILITGATGFLGKVLMEKLFRTSPDLKVIYILVRPKAGQ
—————————— MSMIAAFYSNKSILITGATGFLGKVLMEKLFRTSPHLKVIYILVRPKSGQ
70 80 90 100 110 120

| | | | x| I
NTEERMRKYLDQPIFSRIKYEHPEYFKKITPISGDIAAPKLGLCDEERNILINEVSIVIH
SIRERLTKIVDDPLFNRLKDKRPDDLGKIVLIPGDITVPGLGISEENETILTEKVSVVIH
TPOQERVEEVLSGKLFDRLRDENPDFREKITAINSELTQPKLALSEEDKEVIIDSTNIIFH
TPOQERVEEILSSKLFDRLRDENPDFREKITAINSELTQPKLALSEEDKEIIIDSTNVIFH
TLOORVFQILDSKLFEKVKEVCPNVHEKIRAIYADLNONDFAISKEDMOQELLSCTNIIFH
TLOERVFQILNSKLFEKVKEVCPNVHEKIRPISADLNQRDFAISKEDVQELLSCTNIIFH
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SAASVKLNDHLKFTLNTNVGGTMKVLELVKEMKNLAMFVYVSTAYSNTSQRILEEKLYPQ
SAATVKFNEPLATAWNVNVEGTRMIMALSRRMKRIEVFIHISTAYTNTNRAVIDEVLYPP
CAATVRFNENLRDAVQLNVIATROLILLAQOMKNLEVFMHVSTAYAYCNRKHIDEVVYPP
CAATVRFNENLRDAVQLNVIATRQLILLAQOMKNLEVFMHVSTAYAYCNRKHIDEVVYPP
CAATVRFDDTLRHAVQLNVTATROQLLLMASOQMPKLEAFIHISTAYSNCNLKHIDEVIYPC
CAATVRFDAHLREAVQLNVTATQQOLLLMASQMPKLEAFIHISTAFSNCNLSHIDEVIYPC
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I I I I *| I
SLNLSEIQKFAEEHYILGKDDDEMIKFIGNHPNTYAYTKALAENLVAEEHGEIPTIIIRP
PADINDVH----QHVKNGVTEEETEKILNGRPNTYTFTKALTEHLVAENQSYMPTIIVRP
PVDPKKLID-SLEWMDDGLVNDITPKLIGDRPNTYIYTKALAEYVVQQEGAKLNVAIVRP
PVDPKKLID-SLEWMDDGLVNDITPKLIGDRPNTYIYTKALAEYVVQQOEGAKLNVAIVRP
PVEPKKIID-SLEWLDDAITDEITPKLIRDWPNIYTYTKALGEMVVQQOESRNLNIATIIRP
PVEPRKIID-SMEWLDDSITIEEITPKLIGDRPNTYTYTKALGEIVVQQESGNLNVAIVRP
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SIVGAIKDDPIRGWLANWYGATGLSVFTAKGLNRVIYGHSNHVVDLIPVDYVANLVIVAG
SIVGASWKEPFPGWIDNFNGPSGLFIAAGKGILRTIRASNNALADLVPVDVVVNMSLAAA
SIVGASWKEPFPGWIDNFNGPSGLFIAAGKGILRTMRASNNALADLVPVDVVVNTSLAAA
SIVGATWQEPFPGWVDNINGPNGIIIATGKGFLRAIKATPMAVADVIPVDTVVNLMLAVG
SIVGATWQEPFPGWVDNLNGPSGLITIATGKGFLRSIKATPMAVADVIPVDTVVNLTIAVG

Figura 4.2.1. Alineament de la sequéncia Slit-FAR1 amb les seqiéncies de FARs utilitzades per al
disseny d'oligonucledtids degenerats. Els nimeros d'accés a la base de dades de proteines del
GenBank sén: Bombyx mori FAR (BAC79426), Homo sapiens FAR1 (NP_115604), Homo sapiens FAR2
(AAH22267), Mus musculus FAR1 (AAHO7178), Mus musculus FAR2 (NP_848912). La sequéncia
consens proposada per a la interacci6 amb els cofactors esta subratllada amb una linia discontinua,
mentre que les dues regions seleccionades per al disseny d'oligonucledtids degenerats estan
subratllades amb linies continues. (Continua a la pagina segtient).
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310 320 330 340 350 360
BmorFAR ——AKNKPTKEVTVYHVTTSDLNPISIRRIFIKLSEFASKNPTSNAAPFAATTLLTKQKPL
S1itFAR1 —--AKTYHSNEVTIYNSCSSSCNPITMKRLVGLFIDYTVKHK-SYVMPLPGWYVYSNYKWL
HsapFAR1 WYSGVNRPRNIMVYNCTTGSTNPFHWGEVEYHVISTFKRNPLEQAFRRPNVNLTSNHLLY
MmusFAR1 WYSGVNRPRNIMVYNCTTGSTNPFHWGEVEYHVISTFKRNPLEQAFRRPNVNLTSNHLLY
HsapFAR2 WYTAVHRPKSTLVYHITSGNMNPCNWHKMGVQVLATFEKIPFERPFRRPNANFTSNSFTS
MmusFAR2 WYTAVHRPKSTLIYHSTSGNLNPCNWYKMGLOQVLATIEKIPFESAFRRPNADFTTSNFTT
370 380 390 400 410 420
BmorFAR IKLVTFLMOTTPAFLADFWMKTQRKEAKFVKQHNLVVRSRDOQLEFFPSQSWLLRCERARV
S1itFAR1 VFLVTVIFOQVIPAYLGDIGRRLLGKNPRYYKLONLVAQTQEAVHFFTSHTWEIKSKRTSE
HsapFAR1 HYWIAVSHKA-PAFLYDIYLRMTGRSPRMMKTITRLHKAMVFLEYFTSNSWVWNTENVNM
MmusFAR1 HYWIAVSHKA-PAFLYDIYLRMTGRSPRMMKTITRLHKAMVFLEYFTSNSWVWNTDNVNM
HsapFAR2 OYWNAVSHRA-PATIIYDCYLRLTGRKPRMTKLMNRLLRTVSMLEYFINRSWEWSTYNTEM
MmusFAR2 HYWNTVSHRV-PAITYDFYLRLTGRKPRMLKLMNRLLKTISMLEYFINHSWEWSTNNTEM
430 440 450 460 470 480
BmorFAR LSAGLGDSGRAVFRCDPSPIDWDQYLPIYFEGINKHLFKNKF - === ——m e e
S1itFAR1 LFSSLSLTDOQRMFPCDANRIDWTDYITDYCSGVROQFLEKIK=====————m——m———————
HsapFAR1 LMNQLNPEDKKTEFNIDVRQLHWAEYIENYCLGTKKYVLNEEMSGLPAARKHLNKLRNIRY
MmusFAR1 LMNQLNPEDKKTEFNIDVROQLHWAEYIENYCMGTKKYVLNEEMSGLPAARKHLNKLRNIRY
HsapFAR2 LMSELSPEDQRVENFDVROLNWLEYIENYVLGVKKYLLKEDMAGIPKAKQRLKRLRNIHY
MmusFAR2 LLSELSPEDQRVENFDVROLNWLEYIENYVLGVKKYLLKEDLAGIPKAKQHLRRLRNIHY
490 500 510 520
BmorFAR e
S1itFARl =  ——mmmmm
HsapFAR1 GEFNTILVILIWRIFIARSOMARNIWYFVVSLCYKFLSYFRASSTMRY
MmusFAR1 GENTILVILIWRIFIARSOMARNIWYFVVSLCYKFLSYFRASSTMRY
HsapFAR2 LEFNTALFLIAWRLLIARSOMARNVWFFIVSFCYKFLSYFRASSTLKV
MmusFAR2 LEFNTALFLIIWRLLIARSOMARNVWFFICPLFKL-===—=————————

Continuaci6 Figura 4.2.1. Els asteriscs mostren les posicions de Slit-FAR1 potencialment glicosilables.
Finalment, les regions predites com a possibles dominis transmembrana estan ombrejats en gris.

La seqléncia SlitFAR1 tenia un pes molecular i punt isoeléctric calculats de 51,4 kDa i 8,9
respectivament i contenia, a més de les dues regions conservades utilitzades per al disseny dels
oligonucleodtids degenerats, el motiu proposat per a la uni6 del cofactor NADPH. L'analisi
bioinformatica va posar de manifest la preséncia de tres punts potencialment glicosilables
(assenyalats amb asteriscs a la seqliéncia), en cas de ser orientats a l'interior del reticle
endoplasmatic. Finalment, pel que fa a una possible topologia de tipus transmembrana, es van
identificar fins a tres possibles regions transmembrana al llarg de la seqiiéncia (ombrejats en gris a

la la figura 4.2.1). No obstant, unicament el tercer (residus 360 a 376) va ser identificat pels tres
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servidors utilitzats en la prediccidé, mentre que els altres dos Unicament van ser identificats per un
dels servidors. A més, el primer fragment transmembrana (residus 24 a 44) coincidia amb el lloc

predit per a la unié del cofactor NADPH, molt probablement situat fora de la membrana.

Caracteritzacié del transcrit Slit-FAR1

Analisi filogenética

Metodologia: 3.2.1.

La seqliéncia d'aminoacids deduida del cDNA identificat es va comparar amb altres reductases
d'acids grassos identificades en lepidopters. Per a l'analisi es va utilitzar una seleccié de
sequiéncies descrita previament per Lofstedt i col-laboradors (Liénard et al. 2010), basada en
cerques BLASTP i TBLASTN sobre la base de dades GenBank, aixi com diverses llibreries de
cDNA. A aquesta seleccié s'hi van afegir, a més de Slit-FAR1, 3 seqléncies del lepidopter
Heliothis virescens, identificades recentment en un banc de cDNA de la glandula de linsecte
(Vogel et al. 2010). Tal i com mostra la figura 4.2.2, la seqiéncia Slit-FAR1 és agrupada en el si
d'un conjunt de reductases (indicat a la figura amb branques de color vermell), la majoria de les
quals han estat identificades especificament a la glandula feromonal de diferents lepidopters. De
totes elles, la seqiéncia més propera a Slit-FAR1 va ser la FAR d'Heliothis virescens (nUmero
d'accés ACX53790), identificada en un banc de cDNA glandular d'aquesta arna, i que té una
identitat de sequéencia del 72 % amb la Slit-FAR1.
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Figura 4.2.2. Analisi filogenetica de les reductases de lepidopter. (Continua a la pagina segiient)

107



Biosintesi feromonal - Resultats

Estudi d'especificitat tissular
Metodologia 3.4.2.

D'altra banda, a fi d'avaluar I'especificitat del transcrit de Slit-FAR1, es va estudiar la preséncia
d'aquest en diferents teixits de l'insecte. Addicionalment als teixits de la femella, s'hi va incloure
I'abdomen sencer del mascle. El resultat va mostrar una preséncia del transcrit unicament a la

glandula feromonal (figura 4.2.3).

G? CG?2 092 A? P22 T? AbC

Slit-FAR1 —

rpL8 —— N S — et et

Figura 4.2.3. Preséncia del transcrit de Slit-FAR1 en diferents teixits de
l'insecte S. littoralis. G: glandula feromonal, CG: cos gras, O: ovaris, A: ales, P:
potes, T: torax, Ab: abdomen. La proteina ribosomal rpL8 va ser utilitzada com
a control dels nivells d'expressio.

4.2.2. Expressio recombinant de Slit-FAR1
Metodologia: 3.5.2i 3.6.3

El DNA Slit-FAR1 va ser clonat en el vector pESC-URA (figura 3.6 de material i métodes) entre les
dianes de restricci6 BamHlI i Hindlll, presents en el lloc de clonatge multiple MCS2. El plasmid
resultant, anomenat pESC-SIitFAR1, va ser seqienciat en la regi6 d'inserci6 per tal de verificar-ne

la seva integritat.

Un cop el vector va ser transformat amb éxit en el llevat competent de la soca YPH501, I'expressio
de la proteina i purificacié de I'extracte total va donar com a resultat I'obtencié d'aproximadament
18 mg de proteina soluble total per cada 100 mL de cultiu, a una concentracié mitjana de 2,5

mg/mL.

Continuacié de la figura 4.2.2. Les sequUéncies en blau corresponen a B. mori, en verd a Ostrinia
scapulalis i en marré a Heliothis virescens. El simbol # indica que ha estat demostrada la preséncia
especifica del transcrit a la glandula feromonal, mentre que el simbol @ indica que ha estat demostrada la
capacitat de I'enzim per produir alcohols feromonals a partir dels corresponents precursors. L'asterisc i el
triangle mostren valors de bootstrap de 90-100% i 80-89%, respectivament.
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4.2.3. Activitat de la proteina Slit-FAR1 recombinant
Metodologia: 3.7.

Assajos in vivo

En un primer intent per verificar I'activitat de I'enzim recombinant, el llevat recombinant per a la
reductasa Slit-FAR1 va ser incubat en preséncia dels seglents acids grassos: l'acid (Z,E)-9,11-
tetradecadienoic, I'acid (Z)-9-tetradecenoic, I'acid (E)-11-tetradecenoic, I'acid (Z)-11-tetradecenoic i
I'acid tetradecanoic, que van ser afegits al medi a una concentraci6 final de 0,5 mM. Després de
24 i 48 h de creixement en condicions d'inducci6 i en preséncia dels diferents acids grassos, cap
dels corresponents alcohols va ser detectat en I'extracci6 amb hexa dels productes presents en el

medi d'incubacio.

Assajos in vitro
Posteriorment a aquest assaig les cél-lules del llevat van ser trencades i I'extracte proteic soluble

va ser utilitzat per a dur a terme un assaig d'activitat in vitro, utilitzant els derivats acyl-CoA dels
acids grassos com a substrat i el NADPH com a cofactor. En un primer estadi de I'estudi, i per tal
de detectar la possible activitat, es va dur a terme l'assaig unicament amb el (Z,E)-9,11-14:SCoA
(com a acid gras diinsaturat), el (Z)-9-14:SCoA (com a acid gras mono-insaturat) i el 14:SCoA
(com a acid gras saturat). L'assaig es va dur a terme en paral-lel amb un extracte proteic del llevat
recombinant YPH501 + pESC-SIitFAR1 i I'extracte proteic d'un llevat transformat amb el vector nu
com a control (YPH501 + pESC).

Els cromatogrames de la fraccié organica de l'extraccié dels productes van mostrar la preséncia
de l'alcohol corresponent a cadascun dels assajos (figura 4.2.5, filera superior). En canvi, cap

traca d'aquests alcohols va ser detectada en els experiments control (figura 4.2.5, filera inferior).
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Figura 4.2.5. Cromatogrames dels assajos d'activitat in vitro duts a terme utilitzant diferents
derivats acil-CoA com a substrat: (Z,E)-9,11-14:SCoA, (Z)-9-14:SCoA i 14:SCoA. Els
cromatogrames de la filera superior corresponen als assajos d'activitat duts a terme amb
I'extracte proteic del llevat recombinant per Slit-FAR1, mentre que els de la filera inferior (en
vermell) corresponen als assajos duts a terme amb el llevat control. Per a cada cromatograma
es mostra el pic corresponent al derivat trimetilsilil (TMS) de I'alcohol format en la reaccié. Els
asteriscs indiquen pics corresponents als isomers del producte. Les sigles E.l. indiquen el pic
corresponent a lI'estandard intern.

D'altra banda, mentre que el derivat TMS de l'alcohol 14:0H va ser detectat en un sol pic del
cromatograma, I'espectre de masses dels corresponents derivats TMS dels alcohols (Z2)-9-14:0H i
(Z,E)-9,11-14:0H van ser detectats en més d'un pic. L'analisi per GC-MS en les mateixes
condicions d'una mescla sintética dels quatre isdmers de l'alcohol (Z,E)-9,11-14:0H i els dos
isomers de l'alcohol (Z)-9-14:0H va donar lloc a quatre i dos pics, respectivament, coincidents

amb els obtinguts en els corresponents assajos d'activitat.

Un cop confirmada I'activitat de I'enzim recombinant, es van estudiar i optimitzar les condicions de
reaccid. En primer lloc, es van explorar diferents concentracions del cosolvent utilitzat (DMSO),

mostrant-se una activitat major quan aquest es trobava a una concentracié del 2% (figura 4.2.6 A).
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Aixi mateix, per tal de poder dur a terme les futures reaccions amb un mateix extracte congelat, es
va comprovar que l'enzim era encara actiu després del procés de congelaci6. L'assaig no va
mostrar diferéncies significatives entre el producte obtingut mitjangant I'extracte fresc i el congelat
(21,1£1,7 i 20,4x1,5 pM de producte obtingut, espectivament) (figura 4.2.6 B). Aquest mateix

extracte va ser utilitzat per a totes les reaccions dutes a terme amb posterioritat.

A B

40- 25-
20-

< 30 =
% g 15

5 O

I 20- f
= S 10-

o )

N 10 =
—_ 5-
0 T 0

2% 4% 6% Congelat Fresc

Concentracio de DMSO

Figura 4.2.6. Optimitzaci6 de la concentraci6 de DMSO (A) i verificaci6 de la conservacié de
I'activitat després del congelat (B).

Finalment, es van determinar les condicions en que la reaccidé enzimatica avangava a una velocitat
propera a la velocitat inicial. Amb aquesta finalitat, un mateix extracte proteic es va utilitzar per a
dur a terme assajos d'activitat amb el (Z,E)-9,11-14:SCoA com a substrat i a diferents temps

d'incubacio (figura 4.2.7).
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Figura 4.2.7. Activitat de la SIitFAR recombinant per a (Z,E)-9,11-14:SCoA
aturant la reacci6 a diferents temps d'incubacio.

El resultat va mostrar que la reaccié enzimatica progressava de forma propera a la linealitat com a
minim fins als 16 min en les condicions de concentracié de proteina utilitzades. A partir d'aquest

resultat, el temps seleccionat per a les futures incubacions va ser de 10 min.

Per al calcul dels parametres cinétics es van dur a terme reaccions en un rang de concentracions
de substrat d'entre 1,25 uM i 80 uM. Tal i com mostra la figura 4.2.8, si bé I'enzim mostrava un
perfil de tipus Michaelis-Menten per a tots els substrats, en tots els casos es va observar una

reduccié de la velocitat aparent de la reacci6 a les concentracions més elevades.

(Z,E)-9,11-14:SCoA
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Figura 4.2.8. Corbes de Michaelis-Menten (esquerra) i linealitzacions de Hanes-Woolf
(dreta) de la Slit-FAR1 per a cadascun dels diferents precursors feromonals estudiats.

112



Biosintesi feromonal - Resultats

niws

(2)-9-14:SCoA

[Siv

N

ni¥s
8+

74
64
54
44
34
24
14

T U U

[S] (uM)

T 1
40 60 80 -15

(2)-11-14:SCoA

[Siv

[S] (uM)

H

(=]

ni¥s
B

54
4

34

T U U

10 20 30
[S] (uvy

T T T T 1

5 15 25 35 45
(S (uM)

(E)-11-14:SCoA

[Siv

N

nws
4.5+

3.54

2.54

[S] (M)

[S] (uM)

[SIv

-

1 r T T 1
40 -10 /5 5 10 15

[SI (M

Continuacio6 de la figura 4.2.8.
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A partir d'aquestes dades, els parametres cinétics aparents Km® i Vmax® van ser calculats, tant
pel métode d'ajustament no lineal a l'equaci6 de Michaelis-Menten, com pel métode de
linealitzacié de Hanes-Woolf. La taula 4.2.1 mostra els diferents valors obtinguts, aixi com el rang

de concentracions utilitzades en el calcul d'aquests parametres:

Taula 4.2.1. Valors dels parametres cinétics de I'enzim Slit-FAR1 per als diferents substrats estudiats.

Ajustl?emlejra\tc%oc:;neal a Linealitzacio de Rang de
fequa Hanes-Wolff concentracions
Michaelis-Menten utilitzat per al

Km® (uM) Vmax® (nM/s) Km® (uM) Vmax®(nM/s)  calcul (uM)
(Z,E)-9,11-14:SCoA 7,7 5,2 7,5 5,1 2,5a40
(£)-9-14:SCoA 7,0 6,4 7,0 6,3 25a20
(Z)-11-14:SCoA 4,4 7,8 29 7,0 2,5a40
(E)-11-14:SCoA 3,7 6,2 3,0 5,7 1,25a20
14:SCoA 2,5 4,0 4,7 5,5 1,25a 10

Finalment, a partir dels valors de Km* i Vmax®, es van calcular les eficiéncies catalitiques de
I'enzim per a cadascun dels precursors feromonals. Donat que I'enzim no havia estat purficat i
que, per tant, no resultava possible obtenir els valors de Kcat, l'eficiéncia catalitica es va calcular
segons el quocient Vmax®*/Km®, i considerant les dades obtingudes en el calcul segons la
linealitzacié de Hanes-Wolff (taula 4.2.2).

Taula 4.2.2. Eficiencies catalitiques de I'enzim per a cadascun
dels precursors feromonals.

Precursor Eficiéncia catalitica (s™)
(Z,E)-9,11-14:SCoA 6,8 x10*
(2)-9-14:SCoA 9,0 x10*
(2)-11-14:SCoA 24,1 x10*
(E)-11-14:SCoA 19,0 x10*
14:SCoA 11,7 x10*
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4.2.4. Temptativa de clonatge de I'alcohol acetil transferasa de S.
littoralis

Metodologia general: 3.2. | 3.3.2.

Tal i com s'exposa a la introduccié, I'abséncia de seqiiéncies de referéncia per al disseny
d'oligonucledtids degenerats va motivar la utilitzaci6 de sequéncies d'altres enzims que
catalitzessin la transferéncia d'un grup acetil a un alcohol. En una primera analisi es van comparar
diverses seqiéncies d'AATs de planta amb 4 seqliéncies de la familia carnitin/colin acetil
transferasa (dues carnitin acetil transferases i dues colin acetil transferases) identificades en el
mosquit Aedes aegipti i en la mosca Drosophila melanogaster en el moment de la realitzacié del
present treball. Tal i com es mostra a la figura 4.2.9, el grau d'identitat entre les seqliiéncies de
planta i les d'insecte va resultar ser baix, no identificant-se tampoc cap motiu conservat entre elles.
D'altra banda, els dos ortdlegs carnitin acetil transferases d'insectes van mostrar un 20 %

d'identitat, mentre que el de les colin acetil transferases va ser del 65 %.

Pwas AAT Pwas AAT

Thio AAT 32% Thio AAT

Saut AAT 32% 33% Saut AAT

Spas AAT 10% 7% 8% Spas AAT

Rhyb AAT 8% 6% 7% 6% Rhyb AAT

Cmel AAT 6% 7% 6% 9% 15% Cmel AAT

Aaeg ChAT 5% 5% 4% 6% 4% 5% Aaeg ChAT
DmelChAT 5% 4% 3% 5% 4% 4% 66% Dmel ChAT
Aaeg CAT 5% 4% 5% 5% 5% 5% 23% 23% Aaeg CAT
Dmel CAT 5% 3% 3% 5% 4% 4% 19% 21% 20%

Figura 4.2.9. Matriu d'identitats de les AAT de plantes i carnitin/colin acetil transferases
(CAT per carnitin acetil transferases i ChAT per colin acetil transferases. Ombrejat en verd
s'indiquen els percentatges d'identitat entre les AAT de planta i les carnitin/colin acetil
transferases d'insecte.

D'acord amb aquestes resultats, es va optar per utilitzar les quatre seqiéncies d'insecte com a
referéncia per al disseny d'oligonucledtids degenerats amb els quals amplificar una seqiéncia
d'AAT de la glandula de S. littoralis.

Si bé l'alineament va posar de manifest la presencia de diverses posicions conservades,
unicament el motiu NRWFDK contenia més de tres residus altament conservats (figura 4.2.10).
Aquest unic motiu visiblement conservat també es va observar en l'alineament de carnitin/colin
acetil transferases de mamifer. D'altra banda, les quatre seqiiéncies contenien la seqiiéncia
consens EHXXX(D/E)(G/A) de les carnitin/colin acetil transferases d'insecte, present també en el

centre actiu dels enzims amb activitat aciltransferasa.
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10 20 30 40 50 60

Aaeg ChAT  -—-————-- MIMHLHPGEQPNHPAGWKDSILSLPKKWLSTSEATDEFGFPEMLPKVPVPTLD
Dmel ChAT ...VVSNLRGFLTHRLSNITPSD-TGWKDSILSIPKKWLSTAESVDEFGFPDTLPKVPVPALD

Aaeg CAT = —=-——=———- MLRVSRSPLASFRRWKSTTSGDDYQYMOKTRIPMLHFQASLPRLPIPELE
Dmel CAT ...TLKLLLMYKGWMYESRAPGSRVSLPTMLWVAVVRVLSSWNKPGLYSFQGSLPRLPLPSVK
70 80 90 100 110 120

Aaeg_ChAT OTMTEYQRALQPILTPOOLERARGIIRQFTAPNGLGTTLOQFLLDKRETEDNWAYYYWLN
Dmel ChAT ETMADYIRALEPITTPAQLERTKELIRQFSAPQGIGARLHQYLLDKREAEDNWAYYYWLN
Aaeg_CAT KTCERYLAAQKPLLIDEAFRKTKDNVDRFKSTTGPKLOQOLLKKKDAQNKHTSYISEPWFD
Dmel CAT DTMTRYLRSVRPLLDDENYTRMERLAKEFEQTIGKKLOWYLILKSWWS—--TNYVSDWWEE
130 140 150 160 170 180

Aaeg_ChAT DMYMDNPLPLPINSNPGMVLPPRKFTTVNDLARFAARLVDHLVSHKEMLDSGGLAQERAT
Dmel ChAT EMYMDIRIPLPINSNPGMVFPPRRFKTVHDVAHFAARLLDGILSHREMLDSGELPLERAA
Aaeg_CAT -MYLRDRVPLPINYNPLLMMNPDARPEYNDOQLIRTTNLVISSLRFMKSLRAHQLEPEVFH
Dmel CAT YVYLRGRSPLCVNSN-FYGTDAIFMNLTDKOAARAANVISLLLNFRRLIEHQELQPIMVQ
190 200 210 220 230 240

Aaeg ChAT SRE-—— - KGOPLCMAQYYRLLGSCRRPGENRDSQYLP
Dmel ChAT SRE-————e e KNQPLCMAQYYRLLGSCRRPGVKQDSQFLP
Aaeg_CAT MNPAKSDTDTFRKVTSMAPSFVATYVAYAFKAFPLDMSQYQGLFGATRIPETGKDRIYRN
Dmel CAT -~ GMIPLCSWOYERTFNTARVPGLETDRIIHY
250 260 270 280 290 300

Aaeg_ChAT EQRT----DEHVIVCCRNQMYCLPVKAGDRGRLNEDEIASQVLHVLNDAPCLSRRASRIG
Dmel ChAT SRERLNDEDRHVVVICRNQMYCVVLQASDRGKLSESEIASQILYVLSDAPCLPAKPVPVG
Aaeg_CAT EK-—=——- SRHLLVIRNGHMYSVDVLDEAGNIEQPETLLARFKYVLSDNRPP--SDSPLG
Dmel CAT RD-==——- SNHIVVLHKGCYYKM-LIYYKGRILRPCELQVQIEEILKGKATPVEGEEHLA
310 320 330 340 350 360

Aaeg ChAT LLTAEPROQHWAKDRKLLLLEEQNARNIELIEQALVLICIDEPIPLTFNARGFNGSPAGAH
Dmel ChAT LLTAEPRSTWARDREMLQEDERNOQRNLELIETAQVVLCLDEPLAGNFNARGFTGATPTVH
Aaeg CAT LLTTENRDTWARIRYHLGEIG-NEKALRTVDSALFCLCLDN======————e——-— GTIDPE
Dmel CAT ALTAWNRSKWAEARNTFFSWGVNQTSLRTIESAAFVLSLDD=====—=—=—=————— EPFEFD
370 380 390 400 410 420

| | I | I |

Aaeg ChAT YCGGRDESNMAQEMIHGGGSEYNSGNRWEDKTMOLIICNDGTWGLCYEHSPSEGIAVVQL
Dmel ChAT RAGDRDETNMAHEMIHGGGSEYNSGNRWEFDKTMOLIICTDGTWGLCYEHSCSEGIAVVQL
Aaeg_ CAT HPIPMIRD-==-- FLFGDGT--~--+ NRWFDKYFSLIVSKDGTAGINHEHSWGDGYAVLRY
Dmel CAT LARPELLDNFGKKLLHGNGY———-+ NRWFDKJFTVCVGTNGRVGFNAEHTWSDAAIASHM

Figura 4.2.10. Alineament de proteines d'insecte amb activitat acetil transferasa. Aaeg_ChAT i
Aaeg_CAT: colin acetil transferasa i carnitin acetil transferasa d'Aedes aegypti, respectivament.
(Continua a la pagina segtient)
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Aaeg_ ChAT
Dmel ChAT
Aaeg CAT
Dmel CAT

Aaeg ChAT
Dmel ChAT
Aaeg CAT
Dmel CAT

Aaeg_ChAT
Dmel ChAT
Aaeg_CAT
Dmel CAT

Aaeg ChAT
Dmel ChAT
Aaeg_ CAT
Dmel CAT

Aaeg ChAT
Dmel ChAT
Aaeg CAT
Dmel CAT

Aaeg_ ChAT
Dmel ChAT
Aaeg CAT
Dmel CAT

430 440 450 460 470 480
LEGIYKKIDEMPAKEETGSQDHL----PPPERLEWIVRPEIDQRIQEAARNVDKNIEDLD
LEKIYKKIEEHPDEDNGLPQHHL----PPPERLEWHVGPQLOLRFAQASKSVDKCIDDLD

FOEIYKETTKRPFVDPSLOPNDVNRGADVVRLIEFKLDDKIRDGIIVAQNHHNAVIDALD
WENLIVDDLVSDGYDETGNTKGTPAFQPPTPTRLTWDLKPCLAQIEEATIDVTKLINEVN

490 500 510 520 530 540
FYVYRYRPFGKNFIKACQVSPDVFIQLALOLAYFKLYGYLVSTYESASTRRFLLGRVDCI
FYVYRYOSYGKTFIKSCQVSPDVYIQLALOLAHYKLYGRLVATYESASTRRFLHGRVDCI
MNYMKYEGINKNICKKQRISPDSVMOLGFOLAFFKQHGKFVATYESCSTAAFRHGRTETM
LRILVHODYGKGFMKKCRISPDAYIQOMALQLAYYRDAGRFSLTYEASMTRLFREGRTETV

550 560 570 580 590 600

RSASMEALEWAKAMCQGEGANVTLESDKEEDYSSEANDAKKVTFSIYSRDHLRELFRCAA

RAASTEALEWAKAMCQGEGANVPLESDREDE==—=-— EESRKVKFSIYSKDHLRELFRCAV
RPCTMATKEFCEAIERKQOSPTSAGE-========—— LRAMMDKCSAVHGQLTKEAAM-GQ
RPCTIESSAWVKAM=---QONPNTTND=-=-=======—=— ERVKMMQAACDRHOLGYQDAMCGR

610 620 630 640 650 660

ARQTEVMVONILGHGIDIHLLGLREACREQQGTLHELFTDESYKIANCFLLSTSQVACST
ARQTEVMVKNILGNGIDIPLLGLREASIEVTGEMHELFKDESYIISQCFLLSTSQVACST
GFDRHLFGLRHTAQTNDIQLPCIFE--=-D---P---AYAAINHNILSTSTLSS-PALLA-
GIDRHLFCLYVVSKYLEVDSPFLNEVLSE---PWRLSTSQTPHGOTPKMDLKKHPNCISA

670 680 690 700 710 720

NSFMGYGPVTPHGYGASYNPHPNEIIFCISAFFS-SDKTSASRFARSLODSLDAMRDLLS
DSFMGYGPVTPRGYGCSYNPHPEQIVFCVSAFYS-CEDTSASRYAKSLODSLDIMRDLLQ
-G--GFGPVVRDGYGIGYNIQDAFLGSVVTSYKP---DRNGREYVDCLRSAYEDIAKVLN
GG--GFGPVADDGYGVSYITIAGENLIFFHISAKTTCQQTDVHRFAQNISQALSDIRSMFE

OHMKDHPKPAKSLTNGKST

Continuaci6 Figura 4.2.10. Dmel_ChAT i Dmel_CAT: colin acetil transferasa i carnitin acetil transferasa
de Drosophila melanogaster, respectivament. Per a l'alineament, els primers 38 residus de la sequéncia
Dmel_ChAT i 121 residus de Dmel_CAT han estat eliminats, ja que no es va trobar cap coincidéncia
significativa. Els requadres mostren la regié conservada NRWFDK i el péptid consens EHXXX(D/E)

(GIA).

Malgrat la divergéncia de seqiiéncies observada per a aquesta seqiéncia consens, l'alineament

de nucledtids corresponents a aquests 7 residus en cadascuna de les seqliencies va posar de

manifest la preséncia d'alguns nucleotids conservats (figura 4.2.11), que van ser utilitzats per al
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disseny dels oligonucleotids degenerats.

Ch_AAeg NRWFDK Ch_AAeg EHSPSEG
Ch_DMel NRWFDK Ch_DMel EHSCSEG
Cn_AAeg NRWFDK Cn_AAeg EHSWGDG
Cn_DMel NRWFDK Cn_DMel EHTWSDA
*kkk*k* * %

Cn_DMel AACCGCTGGTTTGACAAG ChDMel GAGCACTCCTGTTCCGAAGGC
Cn_AAeg AACCGTTGGTTCGACAAA Cn_DMel GAACACACCTGGTCCGACGCT
Ch_AAeg AATCGCTGGTTTGACAAA Ch_AAeg GAGCATTCCCCCTCTGAAGGA

Ch_DMel AATCGCTGGTTTGACAAA Cn_AAeg GAGCACTCCTGGGGAGATGGA
*k kk kkkkk hkkkk *k kk  kk *x *

Oligonucleotid AATUp Oligonucleotid AATDo

AA[CTICG[CT]TGGTT[CT]GACAA GA[AG]CA[CT]TCCI[CT][GC][I[TCCGA[ACTIG

Figura 4.2.11. A dalt, seqiiéncies d'aminoacids (i la seva correspondéncia en nucledtids) seleccionades
per al disseny d'oligonucledtids degenerats i a baix, seqiéncia dels oligonucledtids degenerats. Els
asteriscs indiquen les posicions en que els nucledtids o aminoacids estan totalment conservats.

Dues amplificacions per PCR consecutives amb I'oligonucledtid AATUp (primer en combinacio
amb el 3'Outer i posteriorment amb el 3'Inner) van donar lloc a un fragment de DNA de 699 pb.
Dos dels clons obtinguts a partir d'aquest DNA van ser analitzats mitjan¢cant una cerca BLAST,
mostrant una identitat pel gen d'una proteina d'unié a nucleotids (Histidine triad nucleotide-binding
protein 1) i pel d'una gliceraldehid 3-fosfat deshidrogenasa, respectivament. Alternativament,
I'amplificacié utilitzant AATDo i 3'Outer (Ambion) va donar com a resultat un fragment de DNA de
687 pb, que va ser aillat i clonat. L'analisi (analoga a l'anterior) de tres dels clons obtinguts va
mostrar novament i en tots tres casos una identitat pel gen d'una proteina d'unié a nucledtids

(Histidine triad nucleotide-binding protein 2), no relacionada amb l'activitat acetil transferasa.

4.2.5. Expressié recombinant i d'ortolegs amb activitat acetil transferasa
Degut a les dificultats trobades en l'intent de clonatge d'una alcohol acetil transferasa feromonal de
S. littoralis, es va optar per la utilitzacié d'un enzim ortdleg com a alternativa per a la catalisi de la
reaccié de ftransferéncia d'un grup acetil a un alcohol. Després de dur a terme un estudi
bibliografic sobre les AAT estudiades fins al moment, se'n van seleccionar tres que havien estat
expressades amb éxit en un sistema recombinant: l'acetil transferasa de poma (MpAAT1),
expressada en E. coli (Souleyre et al. 2005); I'acetil transferasa de mel6 (CmAAT1), expressada

en S. cerevisiae (Yahyaoui et al. 2002); i una cera sintasa d'Acinetobacter sp. (anomenada pels
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autors del treball ATF, de acyl transferase), expressada en E. coli (Uthoff et al. 2005). D'aquestes
tres, unicament les dues darreres van ser expressades i assajades amb el precursor de la

feromona de S. littoralis.

Expressioé i purificacié de l'alcohol acetil transferasa CmAAT1 en S. cerevisiae
Metodologia general: 3.5.2. i 3.6.3.

En un primer assaig es van utilitzar les condicions d'expressio descrites pel grup que havia
identificat la proteina (EI-Sharkawy et al. 2005), canviant el sistema d'extraccié de boles descrit en
aquest treball pel disruptor cel-lular. En els primers assajos, es va utilitzar el temps d'incubacié en
condicions d'induccié descrit pels autors (que era fins assolir una DOgo de 4 segons la publicacié,
0 48 h d'incubacio, segons comunicacié personal), obtenint-se entre 4 i 7 mg de proteina total per
100 mL de cultiu, una quantitat inferior a I'esperada. Paral-lelament, una visualitzacié al microscopi
del lisat obtingut va revelar un baix percentatge de trencament cel-lular en aquestes condicions.
Després de diversos assajos d'optimitzacié es va observar que amb el dispositiu utilitzat al nostre
laboratori la lisi era optima quan tenia lloc durant la fase exponencial del creixement del llevat. Un
cop establert el perfil de creixement del llevat en les condicions utilitzades en el nostre laboratori
(figura 4.2.12), es va decidir aturar la incubaci6 del cultiu a valors de DOsw que no superessin I'1,5.
En aquestes condicions, el rendiment obtingut en extreure la proteina del cultiu del llevat va ser
d'aproximadament 13 mg de proteina total per 100 mL de cultiu. Després de la cromatografia

d'afinitat per metall, la quantitat de proteina pura obtinguda va ser de 10 ug per 100 mL de cutliu.
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1 Figura 4.2.12. Perfil de creixement del llevat
0.0 T T T T T 1 S. cerevisiae (soca INVSc1) transformat
0 5 10 15 20 25 30 amb el plasmid pYES-CmAAT1 i en

Time (h) preséncia de medi SG-U.

L'electroforesi (SDS-PAGE) de la proteina purificada per cromatografia d'afinitat (figura 4.2.13) per
metall va mostrar una banda maijoritaria d'un pes molecular mesurat de 43 kDa, proper, perd no

coincident amb el pes molecular deduit a partir de la seqiéncia d'aminoacids (57,6 kDa,
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considerant I'epitop V5 i la seqiiéncia de 6 His introduides pel vector pYES). A part de la banda
majoritaria, es va observar una segona banda d'un pes molecular de 34 kDa. Un gel dut a terme
amb les mateixes condicions va ser tenyit amb nitrat de plata, no apareixent altres bandes
addicionals. Paral-lelament, el sediment insoluble obtingut després de la lisi va ser purificat en

condicions desnaturalitzants (figura 4.2.12, carril A).
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Figura 4.2.13. SDS-PAGE tenyit amb Blau de Coomassie de la proteina
CmAAT1 purificada. A: 50 pL del producte de purificacio de la fraccié
insoluble. B: 0,4 ug de la proteina CmAAT1 purificada a partir de la fraccié
soluble. El triangle buit indica el pes molecular esperat per a la proteina
recombinant, mentre que 'asterisc mostra la banda majoritaria observada.

Expressio i purificacié de la cera sintasa ATF en E. coli
Metodologia: 3.5.2. i 3.6.2.

L'expressio i purificacié de la cera sintasa d'Acinetobacter sp. ATF, formalment anomenada wax
ester synthase/acyl coenzyme A (acyl-CoA):diacylglycerol acyltransferase (WS/DGAT), va ser
expressada i purificada seguint el procediment descrit pels seus autors (Uthoff et al. 2005), afegint
una etapa d'eliminacié (o reduccié de la concentracio) d'imidazole al finalitzar la cromatografia

d'afinitat per metall. El rendiment del procés va ser de 410 ug de proteina pura per 100 mL de

cultiu.

L'electroforesi per SDS-PAGE del procés d'expressio i purificacié (figura 4.2.14) va mostrar una

banda de sobreexpressio d'aproximadament 50 kDa, proper al pes molecular teoric de la proteina
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(52,6 kDa, inclosa la cua d'His inserida pels autors per tal de facilitar-ne la purificacid).
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Figura 4.2.14. SDS-PAGE de les diferents etapes d'expressio i purificacio de la
proteina ATF. M: marcador de pesos moleculars, CC: cultiu control (no induit), CI:
cultiu induit, S: fraccié soluble del cultiu induit, P: fraccié pura. Els asteriscs
vermells indiquen la proteina sobreexpressada.

4.2.6. Assajos d'activitat amb alcohol acetil transferases
Metodologia: 3.7.

Les dues proteines recombinants expressades i purificades van ser utilitzades en assajos
d'activitat per a la formaci6 del component feromonal maijoritari de S. littoralis el (Z,E)-9,11-14:0Ac

a partir del seu corresponent alcohol i I'acetil-CoA.

Assajos amb l'alcohol acetil transferasa CmAAT1

Un cop confirmada I'activitat de I'enzim obtingut pel (Z)-3-hexenol, un dels seus substrats naturals
(Yahyaoui et al. 2002), I'enzim va ser assajat amb el precursor feromonal (Z,E)-9,11-14:0H a les
concentracions de 0,5 i 1 mM. L'analisi per GC-MS de I'extraccié amb un dissolvent organic dels
productes d'aquesta reaccié va posar de manifest la preséncia del compost (Z,E)-9,11-14:0Ac,

que va coincidir en temps de retencié i espectre de masses amb un estandard sintétic de

referéncia.

Un cop confirmada la capacitat de I'enzim per utilitzar aquest substrat, el progrés de la reacci6 es
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va estudiar utilitzant temps d'incubacié creixents. Tal i com es mostra a la figura 4.2.15, la reacci6
assoli un perfil pla (en que la formaci6é de producte respecte al temps és propera a zero) a partir
d'aproximadament 80 min. D'acord amb aquests resultats, els posteriors assajos es van dur a
terme amb un temps d'incubaci6é de 15 min.
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Figura 4.2.15. Corba de progrés de la reaccié de formacié del (Z,E)-9,11-
14:0Ac per I'enzim CmAAT1.

Posteriorment es va explorar la utilitzacié de diferents concentracions de DMSO, a fi d'establir la
concentracié optima d'aquest cosolvent per a la reaccio. Els assajos es van dur a terme en
preséncia d'un 2, 4, 6 i 8% de DMSO, en les mateixes condicions descrites anteriorment. L'analisi i
quantificacié dels productes obtinguts, va mostrar com la reaccié duta a terme amb un 4% de

DMSO va assolir una concentracié de producte més elevada que les demés (figura 4.2.16).
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Figura 4.2.16. Activitat de I'enzim CmAAT1 en presencia de diferents
concentracions de DMSO.

Finalment, es van dur a terme un banc de reaccions a diferents concentracions de substrat, amb la
finalitat d'obtenir les constants cinétiques Km i Vmax de I'enzim per al substrat (Z,E)-9,11-14:0H.
L'assaig es va dur a terme amb les mateixes condicions anteriorment descrites, utilitzant un rang
de concentracions de 5 a 250 uM. La representacio grafica de les velocitats obtingudes en funcié

de les diferents concentracions de substrat utilitzades va mostrar un perfil de tipus Michaelis-
Menten (figura 4.2.17).
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Figura 4.2.17. Corba de Michaelis-Menten (esquerra) i linealitzacié de Hanes-Wolff (dreta) per a
I'enzim CmAAT1 amb el substrat (Z,E)-9,11-14:OH a concnentracié constant d'acetil-CoA.
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Les constants cinétiques aparents van ser calculades tant per ajustament no lineal a la corba de
Michaelis-Menten, com mitjancant la linealitzaci6 de Hanes-Woolf, utilitzant unicament els valors
per a concentracions igual o inferiors a 125 uM. La taula 4.2.3. mostra els parametres cinétics
obtinguts amb aquests dos métodes de calcul.

Taula 4.2.3. Valors de les constants cinétiques de I'enzim CmAAT1 amb el substrat (Z,E)-9,11-
14:0H

Métode de calcul utilitzat Constants cinétiques
Km?® (uM) Vmax® (nM/s) Kcat® (s™)

Ajustament no lineal a l'equacio
de Michaelis-Menten

Linealitzaci6 de Hanes-Woolf 7,8 2,2 1,3 x10?

7,4 2,1 1,2 x102

Assajos amb la cera sintasa ATF
Metodologia: 3.7.1. i 3.7.2.

La capacitat de I'enzim per formar el (Z,E)-9,11-14:0Ac a partir del corresponent alcohol i I'acetil-
CoA va ser verificada analitzant els productes obtinguts per GC-MS. El cromatograma va posar de
manifest la preséncia d'un compost amb igual temps de retencié i espectre de masses que el
corresponent estandard sintétic (Z,E)-9,11-14:0Ac.

Per a l'estudi de l'evolucié de la reaccio, es van dur a terme incubacions a diferents temps,
obtenint-se una progressié en la concentracié del producte aparegut (figura 4.2.18). D'acord amb
aquests resultats, el temps d'incubaci6 utilitzat per tal que les condicions de reaccié fossin

properes a les de velocitat inicial va ser de 25 min.
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Figura 4.2.18. Evoluci6 de la reacci6 a diferents temps d'incubaci6.

Per tal d'elucidar les constants cinétiques de la reaccié es van dur a terme incubacions de I'enzim
en preséncia de concentracions de substrat variables, en un rang d'entre 1,25 pM i 1,3 mM. La

representacio grafica de les velocitats obtingudes per a cada concentracié de substrat va mostrar
una corba de tipus Michaelis-Menten (figura 4.2.19).
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Figura 4.2.19. Corba de Michaelis-Menten (esquerra) i linealitzacid6 de Hanes-Woolf (dreta) per a I'enzim
ATF amb el substrat (Z,E)-9,11-14:0H, a concentraci6é d'acetil-CoA constant.

El calcul dels parametres cinétics aparents es va dur a terme tant mitjangcant un ajustament no
lineal a l'equacié de Michaelis-Menten, com per la linealitzaci6 de Hanes-Woolf. La taula 4.2.4

mostra un resum dels valors obtinguts en funcié del métode de calcul utilitzat.
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Taula 4.2.4. Valors dels parametres cinétics de I'enzim ATF amb el substrat (Z,E)-9,11-14:0H.

Métode de calcul utilitzat Constants cinétiques
Km® (uM) Vmax® (nM/s) Kcat® (s™)

Ajustament no lineal a l'equacio
de Michaelis-Menten

Linealitzacié de Hanes-Woolf 163 20 2,1 x107?

225 21 2,2 x10%?
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4.3. Discussio

4.3.1. Aillament i caracteritzacio del cDNA de la reductasa d'acids
grassos de S. littoralis

Aillament del cDNA de Slit-FAR1

Les reductases d'acids grassos (FARSs) identificades fins al moment en lepidopters i verificades
funcionalment presenten un grau d'identitat de la sequiéncia primaria variable, que oscil-la entre el
99% (de OscXlll de O. scapulalis vs. OnuZpgFAR de O. nubilalis) i el 21% (BmorpgFAR de B.
mori vs. YevFARIIl de Y. evonimelus). No obstant, en el moment de la identificacié de la proteina
Slit-FAR1, la Unica FAR d'insecte identificada era la BmorFAR del lepidopter B. mori, que va ser
alineada amb reductases de mamifer per tal d'identificar regions de la seqliéncia altament
conservades a la familia de les FARs. L'alineament va posar de manifest la preséncia de tres
d'aquestes regions, que van permetre aillar satisfactoriament el cDNA de la primera FAR
identificada en l'arna S. littoralis. En treballs realitzats posteriorment en els lepidopters Ostrinia
scapulalis i Heliothis virescens, en que s'ha optat per una estratégia de llibreria de cDNA, s'ha
posat de manifest la preséncia de més d'una reductasa a la glandula del lepidopter (Antony et al.
2009; Vogel et al. 2010). Tot i que en l'analisi transcriptdomica de la glandula de H. virescens no
apareix informacié sobre la distribucio tissular del transcrit, en el cas de O. scapulalis es va
observar que només una d'aquestes isoformes era especifica del teixit glandular. En el cas de S.
littoralis, si bé tots els clons analitzats (provinents d'una amplificaci6 amb oligonucleodtids
degenerats) van donar com a resultat la mateixa seqiiéncia, no es pot descartar la preséncia
d'altres FAR a la glandula de linsecte. La utilitzacié d'una estratégia basada en I'amplificacié
mitjangant oligonucleotids degenerats restringeix els resultats unicament a aquelles sequéncies
que contenen la regié a la qual s'hibrida I'oligonucledtid, obviant altres seqiiéncies que podrien

estar relacionades amb la familia de les FARSs.

El nombre de sequiéncies de FAR identificades fins al moment és encara baix. A més, degut la
manca d'informacié estructural, no s'han assenyalat encara dominis o residus clau per a l'activitat
(a excepcid de la zona d'interaccié amb el cofactor NAD(P)H). No obstant, la seqliencia obtinguda
va mostrar les caracteristiques observades en l'ortdleg BmorpgFAR, com ara la preséncia de les
regions conservades esmentades anteriorment, o una longitud de seqiéncia de 454 residus

(propera als 466 residus de I'homologa BmorFAR).

Pel que fa a les altres caracteristiques de la seqliéncia, cal tenir en compte la limitacié que suposa

el fet que la localitzacié subcel-lular de les FARs no hagi estat definida encara amb claredat.
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Existeixen evidéncies experimentals que indiquen que aquestes proteines es trobarien a la fraccio
microsomal (Metz et al. 2000; Kolattukudy & Rogers 1986). Aquesta localitzacié seria coherent
amb la d'altres enzims que utilitzen els mateixos substrats que les FARs (acil-CoAs de cadena
llarga), com ara les desaturases, que han estat associades a la membrana del reticle
endoplasmatic, i de les quals es disposa d'abundant informaci6 estructural sobre el plegament i els
dominis transmembrana (Buist 2004). No obstant, la predicci6 de dominis transmembrana
mitjangant eines bioinformatiques no doéna lloc a resultats concloents pel que fa a aquest tipus de
topologia. Tot i tractar-se d'algoritmes ampliament utilitzats i citats a la literatura, els propis
servidors adverteixen de la prudencia amb que cal tractar els resultats obtinguts. En el cas de la
sequéncia Slit-FAR1, els tres servidors utilitzats van coincidir en la prediccié d'una regid
transmembrana, que estaria situada entre els residus 360 i 376 aproximadament. Pel que fa als
altres dos segments (residus 24 a 44 i 256 a 275), el més feble o poc probable seria el primer, que
a més d'haver estat identificat en un sol dels servidors, coincideix amb la regié proposada per a la
uni6 del cofactor NADPH (probablement situada fora de la membrana). Aquesta manca de certesa
sobre la localitzacié subcel-lular de la proteina no afecta unicament les prediccions estructurals,
sin6 també a les modificacions postraduccionals, que depenen en gran mesura d'aquesta
localitzacié. Aixi, per exemple, els possibles punts de glicosilacié predits sén condicié necessaria,
perd no suficient per tal que es produeixi aquesta modificacié postraduccional, que Unicament té

lloc a l'interior del reticle endoplasmatic (Berg et al. 2002).

Caracteritzacio

Si bé existeix encara poca informacié sobre la major part de les seqiéncies presumiblement
codificants per FARs identificades fins al moment, I'analisi filogenética d'aquestes mostra un grup
format majoritariament per seqiiéncies identificades especificament a la glandula feromonal de
lepidopters. Per contra, altres seqliéncies identificades en aquest teixit, perd que han resultat tenir
un patré d'expressié heterogeni o ubic, apareixen localitzades en altres grups. Es el cas, per
exemple, de l'arna Ostrinia scapulalis, per a la qual s'han identificat un total de 13 reductases a la
glandula feromonal, de les quals només una (aquella que s'expressa Unicament a la glandula) esta
present en aquest grup filogenétic (Antony et al. 2009). La localitzacié de la seqiéncia Slit-FAR1
en aquest grup filogenétic és, doncs, coherent amb aquesta especificitat de teixit, que va ser
confirmada mitjangant un experiment d'RT-PCR a partir de diferents teixits de l'insecte. Per a
aquest estudi d'especificitat tissular es van seleccionar diferents teixits potencialment involucrats
en la reducci6 d'acids grassos a alcohols. Si bé aquesta activitat resulta d'una importancia cabdal
en la biosintesi de nombrosos components feromonals dels lepidopters, també ha estat associada

a altres processos, com ara la formacié de ceres per a la impermeabilitzacié de les cuticules
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(Locke 1965). D'altra banda, la naturalesa de les molécules utilitzades com a substrat (acids
grassos activats en forma d'acil-CoA), podria fer pensar en la preséncia d'aquests enzims en
teixits amb un elevat metabolisme lipidic. D'acord amb aquestes dues potencials activitats, els
teixits seleccionats per a l'analisi van ser el torax, les potes, el cos gras, els ovaris i la glandula
feromonal, detectant-se unicament la preséncia de Slit-FAR1 en aquest darrer teixit. Finalment,
I'especificitat de sexe va ser també verificada amb |'abséncia de productes d'amplificacié en

['abdomen del mascle.

4.3.2. Expressio recombinant i activitat de la reductasa Slit-FAR1

El sistema d'expressio seleccionat per a obtenir la proteina Slit-FAR1 recombinant va ser el llevat
S. cerevisiae i el vector pESC (concretament pESC-URA), utilitzats amb éxit per a I'expressi6 de la
proteina BmorFAR (Moto et al. 2003), amb el DNA d'aquesta sota el control del promotor GAL1.
Donada l'abséncia de dades estructurals sobre aquestes proteines, aixi com l'existéncia d'algunes
dades que suggereixen una localitzacié d'aquestes proteines a la fraccié microsomal (Metz et al.
2000; Kolattukudy & Rogers 1986), es va optar per no afegir cap sequiiencia de marcatge (tipus

epitop o cua d'His) als seus extrems.

En un primer estadi de l'estudi es va plantejar la deteccié d'activitat reductasa per addicié dels
corresponents acids grassos als cultius del llevat recombinant i control, tal i com ha estat descrit
per a la reductasa de B. mori (Moto et al. 2003). No obstant, transcorregudes 24 h o 48 h de
creixement en preséncia dels diferents precursors, cap dels alcohols era detectat en I'extracte
organic del liofilitzat del cultiu. Tot i les sospites inicials de que I'enzim no era correctament
expressat, els assajos posteriors van demostrar la capacitat d'aquest per a produir alcohols a
partir dels corresponents acil-CoAs. D'altra banda, els experiments in vivo no només no van
mostrar activitat, siné que es va observar una reduccié notable en el ritme de creixement del llevat
en afegir el precursor diinsaturat (Z,E)-9,11-14:Acid al medi de cultiu. Aixi doncs, aquesta abséncia
d'activitat podria ser deguda al propi disseny experimental, que depén de la implicacio de diversos
processos metabolics del propi llevat, com ara la incorporaci6 dels acids grassos afegits al medi al
o la transferéncia del coenzim A als mateixos. El llevat S. cerevisiae, de la mateixa manera que
altres eucariotes, manté un balang d'acids grassos saturats i insaturats a les seves membranes en
un ampli rang de condicions fisiologiques i de nutrients (Choi et al. 1996). De la mateixa manera,
les diferents longituds dels acids grassos presents a la membrana del llevat també poden alterar-
ne certes propietats, com ara l'activitat de les proteines de membrana (Lee 2004). Tant és aixi que
s'ha observat una disminuci6 (dosi depenent) del creixement del llevat en ser incubat en preséncia
d'acids grassos inferiors a 16 carbonis (Serra 2006). Obviament, I'escassedat d'informacié sobre

els aspectes mecanistics d'aquests assajos d'activitat in vivo unicament permet especular sobre
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els resultats obtinguts. No obstant, tenint en compte aquestes dades sobre el metabolisme d'acids
grassos del llevat, el fet que el substrats utilitzats fossin acids grassos de 14 carbonis (en
contraposicié als emprats per Moto i col-laboradors, que eren de 16 carbonis) podria explicar el fet

de no haver detectat activitat en els experiments in vivo duts a terme amb Slit-FAR1.

Davant la incapacitat de detectar activitat reductasa mitjangant assajos in vivo, es va optar per dur
a terme una extraccio de la proteina per tal de realitzar assajos in vitro amb l'extracte proteic. Per
a l'obtencié d'aquest extracte es van utilitzar forces de centrifugacié de l'ordre de 18.000 g,
inferiors a les necessaries per tal de sedimentar els microsomes formats durant el trencament de
les membranes (100.000 g o superiors (Schneider & Hogeboom 1950)). Per tant, tot i tractar-se
d'un extracte soluble i sense particules en suspensié apreciables a simple vista, era d'esperar que

contingués tant la fracci6 citosolica com la microsomal.

En un assaig preliminar, dut a terme amb tres dels cinc substrats assajats finalment, es va utilitzar
un extracte produit en les mateixes condicions, perd a partir d'un llevat transformat amb el vector
nu (sense el DNA codificant per Slit-FAR1) com a control negatiu. L'abséncia d'alcohols provinents
de la reduccié dels acil-CoAs en les mostres control descartava que la reduccio observada hagués
estat catalitzada per enzims del propi llevat presents a I'extracte proteic. Els assajos duts a terme
en preséncia de I'enzim van posar de manifest la preséncia d'isdmers dels alcohols esperats. Tot i
que no es va poder determinar de forma estricta la configuracié del doble enlla¢g d'aquests
isomers, tant els espectres de masses com els temps de retencié cromatografia de gasos
coincidien amb els observats en analitzar una mescla de compostos obtinguda per isomeritzacié
quimica dels alcohols esperats. Gracies a que les fraccions organiques de les extraccions dels
productes de reaccié contenien també una part del substrat sense reaccionar (en forma de derivat
trimetilsilil del corresponent acid gras), es va poder posar de manifest que aquesta isomeritzaci6 ja
tenia lloc en l'acil-CoA. D'altra banda, les analisis per GC-MS dels productes de reacci6 dels cinc
substrats va revelar que aquesta isomeritzacié unicament es produia en aquells substrats amb un
doble enlla¢ de tipus cis i posicié 9 (el (Z,E)-9,11-14:SCoA i el (2)-9-14:SCoA), especificitat que
suggereix la participacié d'algun enzim en aquesta transformaci6. Tot i que no es va trobar cap
enzim amb aquesta activitat a la literatura, aquest tipus de transformacié no és del tot estranya a
la natura. Per una banda, s'han descrit isomerases amb capacitat de desplacar dobles enllagos en
acil-CoAs insaturats (Gurvitz et al. 1998), i per I'altra s'ha observat com algunes desaturases tenen
la capacitat de migrar i isomeritzar dobles enllagos en el mateix tipus de substrats (Serra et al.
2006).

Les corbes obtingudes en representar la velocitat en front les diferents concentracions de substrat

tenien un perfil proper al de l'equacio de Michaelis-Menten, si bé mostraven una curvatura
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(descens de la velocitat) a concentracions de substrat elevades (superiors al doble de la Km). Tot i
que en el present treball no s'han dut a terme els estudis necessaris per tal de caracteritzar
aquesta desviacio en el comportament "michaelia”" de I'enzim, el perfil observat és generalment
atribuible a una inhibici6 per excés de substrat (Copeland 2000). Segons aquesta teoria, a
concentracions elevades una segona molécula de substrat interaccionaria amb I'enzim, donant lloc
a un complex substrat-enzim-substrat que no evolucionaria i que, per tant, es traduiria
experimentalment en una reducci6 de la velocitat de reaccié observada. Donada aquesta limitacio,
per al calcul dels parametres cinétics es van obviar els valors de les concentracions més altes. No
obstant aixo, el fet que tots els substrats mostressin (en major o menor grau) aquest fenomen,
permetia comparar els parametres cinétics de I'enzim per a cadascun dels substrats. Tant les
afinitats (Km®) com les eficiéncies catalitiques (en aquest cas definides pels quocients
Vmax®*/Km®, ja que no resultava possible calcular la Kcat) no van resultar tenir diferéncies
importants entre els substrats assajats, que van mostrar una eficiéncia catalitica en el rang de 6,8
x10* a 24,1 x10* s'. En qualsevol cas, aquestes diferéncies observades en les eficiéncies
catalitiques no es corresponien, com havia estat plantejat inicialment, amb les abundancies
relatives dels diferents compostos en la mescla feromonal de S. littoralis (taula 1.1 de la

introduccio general).

La hipotesi segons la qual l'eficiéncia catalitica dels enzims biosintétics per als diferents
precursors feromonals defineix la proporcié dels compostos en la mescla final va ser suggerida ja
en els primers estudis bioquimics duts a terme sobre la biosintesi feromonal en lepidopters
(Roelofs & Jurenka 1996). Malgrat I'abséncia d'informacié sobre les alcohol acetil transferases
(etapa posterior a la FAR) i les poques dades cinétiques sobre l'activitat de les desaturases (etapa
immediatament anterior a la FAR) sobre diferents precursors feromonals, en els darrers anys han
estat publicats diversos treballs duts a terme amb FARs recombinants. En tots els casos, les
dades publicades corresponen a assajos d'activitat in vivo, duts a terme addicionant diferents
acids grassos a un cultiu de llevat recombinant, donant lloc a una activitat observada que
correspon, en realitat, a la suma de diversos processos bioldgics. Malgrat aquestes limitacions,
algun dels treballs publicats mostra una gran diferéncia entre l'activitat de la FAR sobre el
precursor majoritari respecte del minoritari (Lassance et al. 2010), evidenciant una participacié de
la FAR en la proporcié final dels diferents compostos de la mescla feromonal. Els assajos
d'activitat duts a terme en el marc d'aquesta tesi presenten I'avantatge d'haver estat realitzats in
vitro i no veure's, per tant, influenciats per altres processos metabolics del llevat. No obstant, tot i
que la Unica activitat reductasa observada és atribuible a I'enzim recombinant, el fet que I'enzim no
estigui purificat pot donar lloc a interaccions, tant dels substrats com dels productes formats, amb

altres proteines presents a l'extracte, alterant també els valors d'activitat observats.
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Independentment de la correspondéncia més o menys gran entre l'activitat real i la observada en
els assajos in vitro, cal tenir en compte que la FAR no és I'inic enzim que participaria en aquesta
proporcid, siné que seria la resultant de les activitats dessaturasa, FAR i alcohol acetil transferasa
la que acabaria per definir les proporcions de cada compost a la mescla feromonal. A més, cal
tenir present que la feromona de l'insecte utilitzat per Lassance i col-laboradors té diferéncies molt
grans entre les proporcions dels seus dos components (97-98% de component majoritari i 3-2%
del minoritari). Aquestes diferéncies, més acusades que en el cas de S. littoralis, es poden traduir
també en eficiéncies catalitiques més marcades, susceptibles de ser evidenciades en un assaig

d'activitat.

4.3.3. Temptativa d'identificacié d'una alcohol acetil transferasa de S.
littoralis

La preséncia d'activitat alcohol acetil transferasa (AAT) a les glandules d'un lepidopter amb acetats
a la seva feromona va ser documentada per primera vegada fa més de vint anys (Jurenka &
Roelofs 1989). No obstant, la informacié recollida des d'aleshores sobre la participacié d'aquests
enzims en la biosintesi feromonal ha estat practicament nul-la. A aquesta manca d'informacio
especifica sobre les AATs de lepidopter, cal afegir-hi I'heterogeneitat que s'observa entre els
diferents grups d'enzims que catalitzen la transferéncia d'un grup acetil a un alcohol. Tal i com es
descriu a la introduccié, des d'un punt de vista catalitic els enzims que utilitzen un tipus de substrat
més proper als alcohols feromonals sén les AATs responsables de la sintesi de compostos volatils
en plantes. D'altra banda, tant les carnitin acetil transferases com les colin acetil transferases,
identificades en diverses espécies d'insecte, catalitzen també la transferéncia d'un grup acetil a un
alcohol. No obstant aquesta similitud en la funcié bioquimica dels tres grups d'enzims, el grau
d'identitat entre les sequiéncies és baix, fet que es tradueix en una abséncia de motius conservats

comuns entre els tres grups d'enzims.

Malgrat I'escassedat de seqiiéncies de referéncia, es va plantejar I'amplificacié del cDNA d'una
AAT de la glandula de S. littoralis mitjangant oligonucleotids degenerats. La hipotesi de partida era
que per proximitat taxondmica (i tenint en compte que la reaccié catalitzada és la mateixa) les
AATs feromonals compartissin motius de seqiiéncia amb les carnitin acetil transferases i les colin
acetil transferases d'insecte. No obstant, I'amplificacié6 de cDNA total de glandula feromonal amb
els oligonucleodtids dissenyats a partir de les dues regions conservades identificades en
I'alineament, no va permetre obtenir cap seqliéncia susceptible de codificar per una AAT. D'altra
banda, més enlla de la manca d'evidéncies de que les regions seleccionades formessin part
també d'una AAT glandular, I'escassetat d'informacié sobre les caracteristiques comunes de la

seqliéncia primaria d'aquestes proteines dificultaria enormement la interpretacié dels resultats
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obtinguts. Aixi, a diferéncia d'altres families de proteines, en que la propia seqiéncia primaria
proporciona una informacié orientativa sobre la identitat de la proteina, en el cas d'una AAT
feromonal resultaria imprescindible una verificacié funcional de la seqiéncia obtinguda per tal
d'atribuir-li una identitat. Per aquest motiu, i donat que per a I'assoliment dels objectius del projecte
iICHEM era necessaria la obtencié d'un enzim capa¢ de catalitzar la reaccidé d'acetilacié dels
alcohols feromonals, es va optar per la cerca d'un enzim ortdleg que pogués acceptar aquests

alcohols com a substrat.

4.3.4. Expressio recombinant i activitat d'alcohol acetil transferases

Amb el propodsit de trobar una alcohol acetil transferasa que pogués catalitzar I'acetilacié dels
alcohols feromonals de S. littoralis es van cercar a la literatura enzims que haguessin estat
expressats amb éxit en un sistema recombinant i que fossin susceptibles d'acceptar alcohols de
14 carbonis de longitud com a substrats. En el moment de la realitzacié d'aquesta cerca
bibliografica, un minim de cinc enzims amb activitat alcohol acetil transferasa havien estat clonats i

expressats en un sistema recombinant:
» L'alcohol acetil transferasa de la poma MpAAT1 (Souleyre et al. 2005)

* Les alcohol acetil transferases del meld6 CmAAT1, CmAAT2, CmAAT3 i CmAAT4 (EI-
Sharkawy et al. 2005)

+ L'enzim bifuncional cera sintasa/diacilglicerol acil transferasa d'Acinetobacter sp.
(anomenat ATF pels autors) (Uthoff et al. 2005).

L'enzim MpAAT1 és el responsable de la biosintesi de diversos compostos volatils presents a la
poma i ha demostrat poder acceptar, entre d'altres, un alcohol de 10 carbonis com a substrat. Va
ser expressat amb éxit en E. coli mitjancant el vector pET23Xa/LIC i purificat mitjangant una
sequéncia d'His. No obstant, la seva utilitzacié va ser descartada per les dificultats i el baix

rendiment que presentava la seva expressié recombinant (comunicacié directa dels propis autors).

Per la seva banda, les alcohol acetil transferases del meld havien estat expressades amb éxit en
el llevat S. cerevisiae (soca INVSc1) mitjangant el vector pYES i havien mostrat activitat per un
espectre de substrats relativament gran. De totes elles, CmAAT1 era la que semblava acceptar un
ventall de substrats més ampli; CmAAT3 mostrava una preferéncia per als alcohols aromatics
(com [l'alcohol benzilic), amb una activitat reduida per als alcohols alifatics; CmAAT4 resultava
forca especifica per a I'alcohol cinamic, no presentant practicament activitat pels altres alcohols;
CmAAT2, finalment, no era capag¢ de produir acetats a partir de cap dels alcohols estudiats. Aixi

doncs, la isoforma més prometedora per als proposits del present treball era CmAAT1, que si bé
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havia estat descrita ser poc activa per a alcohols superiors a 7 carbonis, la preséncia d'algun
cosolvent (no utilitzat en els treballs de EI-Sharkawy i col-laboradors) podia afavorir I'activitat fins i

tot per a alcohols de cadena més llarga.

En els primers intents d'expressié de la proteina recombinant es va seguir el procediment utilitzat
per ElI-Sharkawy i col-laboradors. Tal i com havien descrit els autors en altres treballs (Yahyaoui et
al. 2002), els cultius que sobreexpresaven I'AAT recombinant desprenien una forta olor a platan,
deguda a l'acetilacié de l'alcohol isoamilic produit pel llevat. No obstant, la lisi del sediment
cel-lular del cultiu (obtinguda amb un dispositiu diferent al utilitzat per EI-Sharkawy i col-laboradors)
va rendir una baixa quantitat de proteina total. Després de diversos assajos d'optimitzacio es va
observar que els maxims rendiments de recuperacié de la proteina tenien lloc quan la lisi del llevat
es produia durant la fase exponencial del creixement del microorganisme. A diferéncia d'altres
microorganismes, com E. coli, la paret cel-lular del llevat S. cerevisiae li confereix una gran
resisténcia al trencament. El fet que la lisi sigui més eficient durant la fase exponencial del
creixement podria ser atribuible a un afebliment de la paret cel-lular durant el procés de divisio,

que té lloc majoritariament en aquesta fase del creixement del cultiu.

Tal i com s'havia predit, I'enzim va demostrar acetilar satisfactoriament el precursor feromonal
(Z,E)-9,11-14:0H en preséncia de DMSO, la concentracio optima del qual es va establir en el 4%.
A més, la corba formada per les velocitats de reaccié a diferents concentracions de substrat

mostrava un perfil de tipus Michaelis-Menten, amb una Km® de 7,8 uM i una Kcat* d'1,3 x102 s™.

Si bé els resultats d'activitat obtinguts amb I'enzim CmAAT1 van ser satisfactoris pel que fa als
proposits del projecte, es va estudiar també la possibilitat d'utilitzar I'enzim ATF, d'Acinetobacter
sp., que havia estat expressat en E. coli. Aquest sistema d'expressié recombinant sol oferir uns
rendiments superiors als de S. cerevisiae, fet que podia resultar avantatjés, ja que la proteina
hauria de ser periddicament expressada, purificada i transmesa a un segon membre del projecte

per tal d'immobilitzar-la en un microreactor.

L'expressio duta a terme pel grup del Dr. Stainblchel i col-laboradors (Uthoff et al. 2005) va ser
reproduida amb éxit, obtenint-se 34 ug de proteina pura per 100 mL de cultiu d'E. coli. Pel que fa
als assajos d'activitat, en els experiments duts a terme per Uthoff i col-laboradors sobre la sintesi
de ceres amb ATF s'emprava una solucié concentrada d'albumina sérica bovina (BSA) per tal de
solubilitzar els substrats (que eren alcohols i acil-CoAs de 16 carbonis de longitud). En el projecte
iICHEM, pero, I'enzim havia de ser immobilitzat en microreactors, i la solucié que contenia tots els
components provinents de la reaccié havia de ser evaporada a través d'una membrana porosa. En
aquest escenari es va considerar més apropiat substituir la BSA per algun cosolvent evaporable

que no bloquegés el sistema. A més, era d'esperar que la solubilitat en aigua dels substrats
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utilitzats en aquest treball (alcohols de 14 carbonis i acetil-CoA) fos major que la dels substrats
naturals de I'enzim. Per tots aquests motius, es va optar pel DMSO com a cosolvent, que es va

afegir al medi de reaccié a una concentracio final del 4%.

De la mateixa manera que en el cas de CmAAT1, la representacidé de les velocitats de reaccié
obtingudes amb I'enzim atf en relacié a les diferents concentracions de substrat va donar lloc a
una corba de tipus Michaelis-Menten. En aquest cas, perd, l'afinitat del precursor feromonal
majoritari (Z,E)-9,11-14:0H per I'enzim va resultar ser forca menor (Km®* de 163 puM). Aixi i tot, i
malgrat I'eficiéncia catalitica fos també menor que en el cas de la CmAAT1, la constant catalitica
Kcat® va resultar major (2,1 x10? s”), permetent-se assolir velocitats maximes de reaccio
superiors. Degut a aquesta caracteristica (considerada avantatjosa per als proposits del projecte),
juntament amb els majors rendiments en I'expressid, I'enzim ATF va ser el seleccionat per als

assajos d'immobilitzacié en el microreactor.

En general, els assajos d'activitat duts a terme amb els dos enzims recombinants confirmen
I'elevada flexibilitat de les AAT a I'hora d'acceptar diferents tipus de substrats. D'altra banda, en el
cas particular del tipus de substrat emprat en aquest treball, els resultats obtinguts suggereixen
(juntament amb les dades publicades a la literatura) que la solubilitat tant del substrat com del
producte format poden tenir una influéncia important en I'accés del substrat a I'enzim (afectant
I'afinitat) i en el desplagament de la reaccié (modificant-ne la constant catalitica). Resulta dificil (i
tampoc era el proposit d'aquest treball) reproduir I'entorn quimic en que es troben les feromones i
els seus precursors en el moment d'interaccionar amb els corresponents enzims. En qualsevol
cas, pero, la baixa solubilitat d'aquests compostos en medi aquéds és un factor rellevant que cal
tenir present a I'hora d'interpretar els resultats d'assajos in vitro duts a terme amb enzims que

participen en el metabolisme feromonal en general.
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5.1. Percepcié feromonal en lepidopters

Els semioquimics que constitueixen les mescles feromonals es produeixen en infimes quantitats,
que es dilueixen en ser alliberats a I'ambient. Es per aixd que les antenes dels insectes en
general, i dels lepiddpters en particular, han evolucionat tant molecularment, com anatomica, per
tal d'assolir una gran eficiéncia en la deteccié feromonal. En un estudi realitzat amb la papallona
de la seda B. mori, es va observar que la sensibilitat olfactiva d'aquest insecte era del mateix ordre
que la d'un gos, tot i comptar amb uns 10.000 receptors menys que els canins (Kaissling 2009b).
Si bé aquesta sensibilitat esta influenciada i modulada per factors intrinsecs (com ara l'espécie o
I'estat fisiologic de l'individu) i ambientals (com la humitat o la temperatura) (Kaissling & Priesner
1970), una de les caracteristiques que més hi contribueix és l'estructura anatdmica de I'antena,
organ olfactiu dels insectes. Tal i com es mostra a la figura 5.1.1, I'antena dels lepidopters esta

anatomicament dissenyada per tal de filtrar una gran quantitat d'aire durant el vol de l'insecte.

Figura 5.1.1. Fotografia de microscopia electronica de rastreig de I'antena de
mascle de S. littoralis (A) i S. nonagrioides (B) (Merlin et al. 2007)

Les estructures filamentoses (anomenades sensiles) mostrades a les imatges de la figura 5.1.1
sbén les unitats anatdmiques responsables de la deteccié feromonal. Les molécules presents a
I'ambient accedeixen a linterior d'aquestes sensiles a través d'uns porus (porus cuticulars) que
comuniquen el medi exterior amb el medi interior, anomenat limfa sensilar (figura 5.1.2). Situades
a l'interior de la sensila i envoltades per limfa sensilar, es troben les dendrites de les neurones
olfactives, a la superficie de les quals estan situats els receptors de membrana encarregats de
detectar les molécules feromonals. Finalment, les cél-lules accessories, que envolten les neurones
tancant la cavitat sensilar, sén responsables de la secrecié de nombrosos constituents de la limfa

sensilar (Kaissling 2004).
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Figura 5.1.2. Esquema de la composicio
d'una sensila olfactiva. C: Cuticula, CA:
Cél-lula  accessoria, CE: Cél-lula
epidérmica, LS: Limfa sensilar, NO:
Neurona olfactiva, PC: Porus cuticular.
(Kaissling 2004)

En el cas de les neurones olfactives responsables de la deteccié feromonal, cada cél-lula allotja el
receptor corresponent a una determinada molécula feromonal. No obstant, una mateixa sensila
pot contenir dendrites de dues neurones olfactives diferents, donant lloc a sensiles amb capacitat

per a detectar dos compostos feromonals diferents (Steinbrecht 1987).

Els estudis d'electrofisiologia duts a terme en les espécies objecte d'estudi en aquesta tesi han
permeés assignar alguns components feromonals a les seves corresponents sensiles. En el cas de
I'espécie S. littoralis, han estat descrits dos tipus de sensiles: curtes, amb sensibilitat per a volatils
de planta, i llargues, amb sensibilitat per a compostos feromonals. La gran majoria de les
sensil-les de tipus llarg contenen una neurona que respon al component feromonal majoritari
((Z,E)-9,11-14:0Ac) i una segona neurona el lligand de la qual no ha estat encara identificat. A part
d'aquesta, la Unica sensila que ha pogut ser caracteritzada fins al moment conté una neurona
sensible al component minoritari (Z,E)-9,12-14:0Ac i al (Z2)-9-14:0H (Quero et al. 1996), un
compost no emés per la femella d'aquesta espécie, siné per la de I'espécie Spodoptera exigua.
Aquest compost, amb efectes repel-lents sobre el mascle de S. littoralis tindria com a funcié
permetre la coexisténcia d'ambdues espécies en un mateix territori. En el cas de l'arna Sesamia
nonagrioides, tots els components feromonals (a excepcié feta del minoritari 12:0Ac) han estat
relacionats amb neurones olfactives concretes. Dels dos tipus funcionals de sensiles identificades,
una respon al (Z)-11-16:0Ac i al (Z)-11-16:0H, mentre que la segona ho fa al (Z)-11-16:0OAc i al
(Z2)-11-16:Ald (Quero et al. 2004).

Un cop la molécula feromonal ha generat una resposta eléctrica en la corresponent neurona
olfactiva, la senyal és transferida als lobuls antenals, on sera parcialment processada, i finalment

dirigida a les regions centrals del cervell de l'insecte per tal de provocar els canvis en el
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comportament associats a la senyal feromonal (Hansson & Anton 2000).

5.1.1. Aspectes moleculars de la percepcié feromonal

La molécula feromonal accedeix a la limfa sensilar a través dels porus cuticulars (figura 5.1.3).
Donada la naturalesa hidrofobica dels compostos olfactius, les molécules necessiten d'unes
proteines transportadores (PBPs, de pheromone binding protein) per tal de desplagar-se a través
de la limfa sensilar, fins assolir la superficie neuronal, on es troben situats els receptors olfactius
(ORs, de olfactory receptors). Finalment, la molécula feromonal és metabolitzada gracies a I'accié
dels enzims degradadors d'odorants (ODEs, de odorant degrading enzyme) presents a la limfa

sensilar.

Molécula feromonal
-
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Figura 5.1.3. Model proposat per als mecanismes moleculars implicats en la percepcio
feromonal. PBP: proteina d'uni6 a feromones, OR: receptor olfactiu, ODE: enzim de
degradacio6 d'odorants.

Tot i el progressos assolits en l'estudi de l'engranatge bioquimic que fa possible la deteccié
feromonal, alguns aspectes del mecanisme precis, aixi com del grau de participacié de cadascun
dels elements proteics, estan encara pendents d'esclariment. D'altra banda, no es descarta la
participacié directa d'altres grups de proteines, com ara les anomenades proteines sensorials de
la membrana neuronal (SNMP, de sensory neurone membrane protein), que si bé resulten
importants per a la deteccio de la senyal, encara no se'ls ha atribuit una funcié concreta (Rogers
et al. 1997).
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Proteines de transport d'odorants

Les proteines responsables del transport de la molécula d'odorant a través de la limfa sensilar,
anomenades genéricament odorant-binding proteins (OBPs) es poden dividir en dos grups
altament conservats: Les proteines d'unié a feromones (PBPs) i les proteines d'unié a odorants en
general (GOBPs, de general odorant-binding proteins), responsables del transport d'altres

moléecules volatils, com per exemple les kairomones produides per les plantes.

Ambdéds grups de proteines sdn secretades per les cél-lules accessories i es troben habitualment
a una elevada concentracié a la limfa sensilar (de l'ordre de 10 mM, en l'arna Antheraea
polyphemus, (Klein 1987)). Degut a l'abundancia de les OBPs a la limfa sensilar, aquestes
proteines van ser les primeres en ser identificades i caracteritzades en l'antena dels lepidopters.
No obstant, després de més de dues décades d'estudi, alguns aspectes clau del seu mecanisme

soOn encara motiu de controvérsia.

En els primers estadis de l'estudi de les PBPs, es va observar la coexisténcia de dos estats
d'oxidacié d'aquestes proteines, imbuint a la conclusié de que el mecanisme responsable de la
captura i alliberament de la molécula feromonal es basava en l'oxidacié o reduccié d'un pont
disulfur entre dues cisteines altament conservades de la molécula. No obstant, diversos estudis
per ressonancia magnética nuclear (RMN) duts a terme recentment han posat de manifest la
formacid i desaparicié d'una hélix alfa en I'extrem C-terminal de la cadena, provocades per un
canvi en el pH (Leal et al. 2005). Segons aquesta teoria, el descens del pH a les regions properes
a la membrana cel-lular (produit per I'acumulacié de protons a les proximitats dels fosfolipids de
membrana), afavoriria la formacié d'una hélix alfa, emplacada al mateix lloc de la proteina on hi

resideix la molécula feromonal, que seria desplagada cap al medi.

El segon aspecte que ha estat objecte de controvérsia és I'especificitat de les PBPs i, per tant, la
seva possible participacio en la selectivitat de la percepcio feromonal. Alguns estudis in vitro duts a
terme amb proteina recombinant mostren una capacitat de les PBPs per unir diverses molécules
d'una mateixa mescla feromonal (Leal et al. 2009). No obstant, estudis més acurats duts a terme
recentment posen de manifest com aquesta aparent inespecificitat desapareix quan la
concentracié de la molécula feromonal és propera al rang de concentracions natural de la

feromona a la limfa sensilar (Forstner et al. 2009).

Receptors
L'estudi dels receptors implicats en la deteccié feromonal (i d'odorants en general) és notoriament
més recent que la de la resta de grups de proteines implicades de forma activa en aquest procés.

La identificacié del primer receptor olfactiu en mamifers (Buck & Axel 1991) va ser mereixedor del
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premi Novel de Medicina I'any 2004. Aquest descobriment, juntament amb la seqlenciacié del
genoma de Drosophila melanogaster i B. mori va obrir la porta a la identificacid i posterior
caracteritzacio de nombrosos potencials receptors olfactius en els insectes. No obstant,
I'hnomologia entre els receptors d'odorants de mamifers i els corresponents ortdlegs en lepidopters
ha resultat ser més baixa de l'esperada, i fins i tot s'han identificat diferéncies notables en la seva

estructura i funcio.

La primera gran diferéncia observada entre els receptors olfactius de mamifer i d'insecte va ser
que, malgrat tenir certa proximitat de seqiiéncia amb els receptors acoblats a proteina G (GPCR,
de G protein coupled receptors) presents en els mamifers, els receptors d'odorants d'insectes
tenien una orientacié invertida en la membrana, amb l'extrem C-terminal situat a I'espai
extracel-lular (oposada a la dels GPCR), impossibilitant-ne la interacci6 amb una proteina G
(Jordan et al. 2009). Aquesta activitat independent de proteina G va ser també confirmada en
experiments en cél-lules en cultiu, en que la cel-lula produia una resposta quan el receptor era
estimulat en preséncia d'inhibidors de la via de transduccié de senyal de la proteina G (Smart et
al. 2008). No obstant, experiments in vivo duts a terme amb individus de D. melanogaster en que
una lipasa de diacilglicerols (necessaria per a l'accio de la proteina Gq) ha estat mutada, mostren
una relacié de dependéncia entre la resposta olfactiva i aquesta via de transduccié de la senyal
(Kain et al. 2009).

Una altra diferéncia important dels receptors d'insectes respecte dels receptors olfactius de
mamifers és la coexpressio, en totes les espécies estudiades fins al moment, d'un segon receptor
present en totes les neurones olfactives de I'antena. Aquest segon receptor (anomenat OR83b en
D. melanogaster i OR2 en les altres espécies d'insectes), forma un heterodimer amb el receptor
especific, i resulta imprescindible per a I'activacié i funcionament d'aquest (Nakagawa et al. 2005;
Wicher et al. 2008).

A l'espera de més dades experimentals que aportin una informacié detallada sobre el
funcionament dels receptors olfactius en els insectes, el model més plausible proposat fins al
moment, i compatible amb les evidéncies experimentals, és el d'un mecanisme dual, que podria
funcionar o bé com a receptor metabotropic o bé com a receptor ionotropic (figura 5.1.4). Segons
aquest model (Ha & Smith 2008), I'estimulacié per una elevada dosi de molécules d'odorant,
permetria l'obertura d'un canal idnic entre els dos membres de I'neterodimer. En contraposicié a
aquest escenari, l'estimulacié per una baixa dosi de molécules d'odorant, n'activaria homés el
receptor especific que, a través d'alguna via depenent de proteina G, acabaria activant el receptor
auxiliar, fent-lo actuar de canal ionic. Obviament, aquesta hipotesi és encara excessivament

especulativa, i cal una major informacié molecular del procés per tal de poder dibuixar un
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esquema clar que expliqui el funcionament de la deteccié d'odorants en les neurones olfactives.
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Figura 5.1.4. Models de funcionament dels receptors olfactius. (a): Transduccié de la
senyal olfactiva en mamifers. (b) i (c): Possibles models proposats per a la transducci6 de
la senyal olfactiva en insectes. OR: receptor olfactiu, CNGC: canal idonic depenent de
nucleodtids ciclics (de I'anglés, cyclic nucleotide-gated chanel), AC: adenilat ciclasa. Extret
de (Nakagawa & Vosshall 2009)

Proteines sensorials de la membrana neuronal (SNMP)

Les SNMPs son proteines de baix pes molecular amb dos Unics segments transmembrana i
homologues a una familia de proteines anomenades en els vertebrats CD36 (Rogers et al. 2001).
Aquesta familia de proteines conté receptors i transportadors amb una elevada capacitat d'unié de
molécules de tipus lipidic. Si bé en els vertebrats s'ha pogut establir una clara funcié per a les
proteines CD36, relacionades amb la incorporacié de molécules lipidiques a la cél-lula, la funcié
de les seves homologues en insectes (SNMPs) és encara desconeguda. Ha estat proposat que
les SNMPs podrien jugar un paper clau en la transferéncia de la feromona des de la proteina
transportadora fins al receptor (Benton et al. 2007). No obstant, altres estudis els hi han atribuit
una funcié de finalitzacié de la senyal per mitja de la inhibicié del complex lligand-receptor (Jin et
al. 2008).

Enzims de degradacio feromonal

Tal i com s'ha descrit anteriorment, les antenes dels insectes estan dissenyades per a filtrar grans
quantitats d'aire i incorporar les molécules volatils presents a I'ambient. Més enlla d'aportar
informacié rellevant sobre I'entorn, molts d'aquests volatils sén simplement xenobidtics ambientals
que han de ser inactivats i/o eliminats de la limfa sensilar per tal que no puguin danyar les
neurones olfactives. Aquest metabolisme de volatils, pero, no té unicament una funcié protectora,
sin6 que constitueix una peca clau en la dinamica de percepci6 de semioquimics. Durant
I'aproximacié del mascle a través de la ploma feromonal generada per la femella, es produeix un

vol en zig-zag que permet a aquest escanejar I'ambient per tal de detectar la preséncia o abséncia
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de feromona. Perqué aquesta discriminacié es produeixi, la senyal generada per la feromona que
interacciona amb el receptor ha de ser eliminada rapidament. En experiments d'electrofisiologia
s'ha pogut observar que la despolaritzacié provocada per l'estimulacié d'una sensila mitjangant
una baixa quantitat de feromona es recupera en aproximadament 50 ms (Kaissling 1998). Tenint
en compte la resta de processos que han de tenir lloc per tal que l'alliberacié del receptor sigui
traduida en una repolaritzacié, la molécula feromonal ha de ser eliminada del centre actiu en un

periode de temps de l'ordre de pocs milisegons.

Encara avui dia existeix certa controvérsia sobre quin és I'element responsable directe d'aquesta
rapida finalitzacié de la senyal. Ha estat proposat que sigui el propi receptor el responsable de la
finalitzacio de la senyal (Kaissling 1998), o que es produeixi un segrest de la molécula feromonal,
ja sigui per part dels SNMPs (Jin et al. 2008) o de les PBPs (Kaissling 2009a). Perd la hipotesi per
a la qual existeixien més evidencies experimentals és la que en responsabilitza els enzims de
degradacié d'odorant (ODEs), més concretament els enzims de degradacié de feromones (PDE,
de l'anglés Pheromone degrading enzymes). En una primera aproximacio, duta a terme amb un
enzim parcialment purificat, es va concloure que el temps de vida mitja de la feromona a la limfa
sensilar seria de 15 ms en cas que es tingués en consideracié unicament l'accié de la PDE (Vogt
et al. 1985). Posteriorment, assajos d'activitat realitzats amb aquesta mateixa proteina expressada
de forma recombinant, van atribuir a I'enzim una K. de 127 s, reafirmant la capacitat de I'enzim

per degradar rapidament la feromona (Ishida & Leal 2005).

La naturalesa quimica dels volatils a que estan exposats els insectes és molt amplia, donant lloc
també a una gran diversitat dels enzims que formen part de la maquinaria catabdlica present a les
antenes. Fins al present han estat identificats enzims pertanyents a les families de la glutatié S-
transferasa (GST) i citocrom P450 (CYP450) (Claudianos et al. 2006), UDP glucoronosil
transferasa (UGT) (Lazard et al. 1991), epoxid hidrolasa (EH) (Prestwich et al. 1989),
carboxil/colin esterasa (CCE) (Oakeshott et al. 1999), alcohol deshidrogenasa (ADH) (Kasang et
al. 1989) i aldehid oxidasa (AOX) (Rybczynski et al. 1990). No obstant, la diversitat estructural dels
volatils en general no es correspon a la de les feromones, reduint també el ventall d'enzims
potencialment responsables de la degradacié feromonal. Tal i com s'ha dit anteriorment, les
feromones de la major part dels lepidopters estudiats fins al moment estan formades per mescles
d'acetats, amb la preséncia d'alguns alcohols i aldehids (http://www.pherobase.com). En el cas de
les especies utilitzades en aquesta tesi, els compostos que constitueixen les mescles feromonals
son de tipus acetat, a excepcié feta d'un alcohol i un aldehid, presents ambdoés de forma molt
minoritaria a la feromona de l'espécie S. nonagrioides. Aixi doncs, les proteines susceptibles de

ser PDEs en les dues espécies objecte d'estudi pertanyen a la familia de les CCE.
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Carboxil/colin esterases

Les carboxil/colin esterases (EC: 3.1.1.1) catalitzen la hidrolisi d'ésters alifatics i aromatics, amides
i tioésters mitjancant I'addicié d'una molécula d'aigua. Estructuralment pertanyen a la superfamilia
d'hidrolases amb plegament tipus «/B («/B-hidrolases), una superfamilia d'evolucié divergent,

caracteritzada estructuralment per la preséncia de vuit lamines B quasi paral-leles i alternades per

hélix « (figura 5.1.5) (Holmquist 2000).

Figura 5.1.5. Estructura (esquerra) i esquema de I'estructura secundaria (dreta) de les
o/B-hidrolases.

El mecanisme d'accié d'aquesta familia d'enzims transcorre per mitja de la intervencié de tres
residus (anomenats la triada catalitica), altament conservats en la seqiiéncia primaria. Una serina,
situada sempre en el centre del pentapéptid GXSXG, és la responsable de l'atac nucledfil al
carbonil de I'éster (figura 5.1.6). Els altres dos residus de la triada catalitica (His i Asp, en el cas de
les acetilcolinesterases; i His i Glu en el cas de la resta de carboxilesterases) tenen com a funcié

augmentar el caracter nucleofilic de I'hidroxil de la Ser catalitica (Redinbo & Potter 2005).
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His Glu

Glu

Figura 5.1.6. Esquema del mecanisme catalitic de les carboxilesterases (CEs). Les posicions dels
residus Ser, His i Glu implicats es troben altament conservades en les seqiiéncies d'aminoacids.

La familia de les CEs esta ampliament estesa per entre els éssers vius, essent la seva funcié
principal la detoxificacié de xenobidtics ambientals i alimentaris. Si bé la flexibilitat de la seva
estructura acostuma a donar una amplia capacitat a la major part de les CEs per a acceptar
diferents substrats (Wadkins et al. 2001; Hosokawa 2008), recentment han estat caracteritzats
enzims amb una clara preferéncia per cadenes de diferent tamany (Durand et al. 2010), i fins i tot

amb selectivitat per a una determinada configuraci6 d'un centre estereogénic (Ishida & Leal 2008).

Les primeres evidéncies sobre el paper que podien tenir les CCEs en la finalitzacié de la senyal
feromonal en aquells insectes que tenien acetats en la seva feromona es van observar en el
lepidopter Antheraea polyphemus. Després que una electroforesi nativa posés de manifest la
preséncia d'una CE expressada Unicament a les antenes de l'insecte, I'enzim va ser parcialment
purificat, demostrant-se la seva capacitat per hidrolitzar la feromona de l'insecte, amb una Km de
2,23 uM (Vogt & Riddiford 1981). Els treballs de biologia molecular sobre les CEs amb una funci6é
degradadora de feromones es van iniciar novament amb el lepidopter A. polyphemus. L'esterasa

identificada inicialment per Vogt i col-laboradors va resultar ser una mescla de dues isoformes
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(Ishida & Leal 2005; Ishida & Leal 2002), una de les quals fou la primera CE antenal d'un insecte
en ser expressada en un sistema recombinant i purificada (Ishida & Leal 2005). Els assajos
d'activitat duts a terme amb I'enzim recombinant van confirmar I'elevada afinitat i capacitat de
degradacié de la molécula feromonal (Km = 1,2 pM i Vmax de 102 M s™). Si bé aquesta elevada
afinitat de I'enzim pel compost feromonal és coherent amb la baixa concentracié en que aquestes
molécules son alliberades a I'ambient, la segona PDE caracteritzada cinéticament va resultar tenir
una Km de 700 pM (Ishida & Leal 2008). No obstant, donat que el nombre d'enzims estudiats des
d'un punt de vista de I'activitat és encara baix, resulta prematur treure conclusions sobre el grau de

conservacio de les seves propietats cinétiques.

Més enlla de les CEs caracteritzades des d'un punt de vista cinétic, els projectes de seqiienciacié
de genomes i de bancs de marcadors de seqiiéncia expressada (EST, de l'anglés expression
sequence tag), aixi com els avencgos en biologia molecular en general, han permés la identificacioé
de nombroses sequéncies codificants per esterases d'insecte. Malgrat I'abséncia de dades
d'activitat, la prediccié bioinformatica de péptids senyal i/o I'abséncia d'aminoacids essencials per
a l'activitat va permetre I'any 2005 elaborar una primera classificacio filogenética de les CCEs. Tot i
que algunes de les relacions filogenétiques sén febles degut a la baixa identitat que hi ha entre les
seqliencies, que pot ser menor al 20% en esterases d'una mateixa espécie (Claudianos et al.
2006), aquesta classificacidé constitueix encara una referéncia per a noves CCEs identificades
(Oakeshott et al. 2005) (figura 5.1.7).
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Figura 5.1.7. Arbre filogeneétic de les carboxil/colinesterases d'insecte.

En vermell, les seqiéncies

de Apis mellifera, en verd les de Drosophila melanogaster i en blau les d'Anopheles gambiae. La
resta de sequencies incloses en Il'analisi contenen els nimeros d'accés de GenBank. L'asterisc
indica un valor de bootstrap igual o superior al 50% (Claudianos et al. 2006). (Continua a la pagina

seglient)
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Segons aquesta classificacio, les CCEs sén dividides en tres grans classes (assignades segons la

funcié predita) que, al seu torn, es subdivideixen donant lloc a un total de 13 grups.

La CLASSE 1 (anomenada de dieta i detoxificacid) inclou enzims generalment intracel-lulars,
potencialment implicats en el metabolisme o la detoxificaci6 de compostos d'origen alimentari.
Dels tres grups que conté, el primer en ser identificat va ser el C, inicialment anomenat «-
esterases per la preferéncia d'aquests enzims per hidrolitzar I'acetat d'«-naftil en comparacié amb
el de B-naftil (Oakeshott et al. 2005). El grup C inclou enzims de D. melanogaster presumiblement
relacionats amb el metabolisme de xenobidtics alimentaris, i enzims de mosquits relacionats amb
la detoxificacié d'insecticides. EI grup A ha estat també relacionat amb la detoxificacid
d'insecticides. Representat sobretot per enzims d'himenopters (abelles en particular), en els
enzims del grup A s'han identificat casos de resisténcia a pesticides, ja sigui per un augment dels
nivells de transcrit, o bé per mutacions que augmenten l'eficacia de degradaci6 de pesticides (Cao
et al. 2008; Pan et al. 2009). Finalment, la CLASSE 1 conté un darrer grup (anomenat B), que
inclou seqiiéncies de dipters pertanyents inicialment al grup C, perd que van ser agrupades per

les analisis filogenétiques en un grup independent (Oakeshott et al. 2010).

La CLASSE 2 (anomenada hormonal i semioquimica) conté enzims extracel-lulars involucrats,
entre d'altres, en la degradacié hormonal o feromonal, i esta dividida en quatre grups (D a G). EI D
és un grup reduit que inclou esterases presumiblement relacionades amb la degradacié de
compostos hidrofobics adsorbits a les cuticules de I'insecte. Un dels casos més destacables en el
context del catabolisme feromonal és el de I'esterasa integumental d'Antheraea polyphemus (Apol-
IE) que, tot i no existir-ne una verificacié funcional, estaria involucrada en la degradaci6é de la
feromona dipositada a la cuticula de I'animal (Ishida & Leal 2002). El grup E inclou les primeres
esterases identificades com ODEs. Els dos casos més representatius sén l'esterasa sensilar d'A.
polyphemus (Apol-PDE) (Ishida & Leal 2005) i l'esterasa est6 de D. melanogaster, activa en la
degradaci6 de I'acetat de cis-vaccenil, una feromona d'agregacié de la mosca del vinagre (Mane et
al. 1983). Finalment, els grups F i G contenen esterases de degradacié de I'normona juvenil en
dipters i lepidopters, respectivament. Aquesta hormona juga un paper molt important en el control
del cicle bioldgic de l'insecte, com ara el desenvolupament postembrionari, la metamorfosi o la
maduracié del sistema reproductiu (Gilbert et al. 2000). L'hormona juvenil (JH, de Juvenil
Hormone) és alliberada a I'hnemolimfa en grans quantitats, per la qual cosa necessita ser eliminada
rapidament un cop exercida la funcioé corresponent. Per la seva estructura sesquiterpénica, la JH
unicament és degradada eficagment per aquest grup d'esterases, que tenen un grau de

conservacio particularment elevat dins la familia (Kamita et al. 2003).

Finalment, la tercera classe (neuro/desenvolupament) esta formada per sis grups (H a M), dels
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quals el J correspon a les acetilcolinesterases (AChE), mentre que els cinc restants corresponen a
proteines no catalitiques de tipus esterasa (CLAMS, de choline-esterase like adhesion molecules).
Les AChE, ampliament estudiades tant en vertebrats com en insectes, participen del metabolisme
del neurotransmissor acetilcolina. La seva rellevancia en els insectes es deu a que les AChE sén
la diana de nombrosos pesticides classics de tipus organofosforat (Sturm et al. 2000). Les CLAMS
inclouen proteines com les glutactines, les gliotactines, les neuroligines i les neurotactines. Han
estat molt estudiades en vertebrats i recentment se n'han trobat representants en els insectes. En
general, es tracta de proteines transmembrana amb un domini extracel-lular de tipus
carboxil/colinesterasa que, en la major part dels casos, no contenen el residu de Ser necessari per
a l'activitat. Es troben expressades de forma ubiqua en una gran varietat de teixits, i sembla que
podrien jugar un paper important en l'adhesié cel-lular per a la formacié d'unions sinaptiques
(Gilbert & Auld 2005).
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5.2. Resultats

5.2.1. Identificacié de proteines amb activitat esterasa en S. littoralis i S.
nonagrioides

En un estadi preliminar de la identificacié de potencials enzims de degradacié feromonal, es va
estudiar la preséncia de proteines amb activitat esterasa en diferents teixits de l'insecte, per tal de
detectar la preséncia d'isoformes que fossin expressades especificament o majoritaria en I'drgan
olfactiu. Els diferents teixits seleccionats van ser homogeneitzats i les proteines extretes van ser
separades mitjangant una electroforesi o un isoelectroenfoc, ambdés en condicions no
desnaturalitzants. Finalment, les proteines amb activitat esterasa es van detectar amb la tincio

d'acetats de naftil.

Electroforesi no desnaturalitzant
Metodologia: 3.6.6. i 3.6.9.

La separacié mitjangant una electroforesi en condicions no desnaturalitzants de les proteines de
I'extracte antenal va rebel-lar la preséncia d'un minim de 7 enzims amb activitat esterasa tant en
S. nonagrioides com en S. littoralis, no apreciant-se diferéncies entre els patrons de mobilitat
electroforetica dels extractes d'antena de mascles i de femelles en cap dels dos casos (figura
5.2.1).

En una primera electroforesi, duta a terme amb quantitats arbitraries de cada teixit (figura 5.2.1),
una de les bandes apareixia especifica de les antenes en I'arna S. nonagrioides, mentre que en S.

littoralis cap de les bandes mostrava una especificitat d'expressié en les antenes.

(A) A? Ag Co Prd Pd Alg Td (B) Ad AR Cd PJ Ag Td

'_"" ‘4 p"i:‘.“.'
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Figura 5.2.1. Electroforesi no desnaturalitzant dels extractes proteics (no quantificats) de diferents
teixits de S. littoralis (A) i S. nonagrioides (B) tenyits amb un revelat especific d'activitat. A:
antenes, C: cervell, Pro: proboscide, P: potes, T: torax i Al: ales. El triangle indica la banda
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observada unicament a I'antena.

Una segona electroforesi (figura 5.2.2), aquest cop utilitzant la mateixa quantitat de proteina total
(15 pg de cadascun dels teixits per S. littoralis i 50 ug per S. nonagrioides), va permetre mostrar
com també en el cas de l'especie S. littoralis una de les bandes apareixia homés en el teixit

olfactiu de l'insecte.

(A) Ad AQ CoT Prd PG TF Abd AlG (B) Ad cgd Pg T3 Abd AIG

bt &4 n - "'
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Figura 5.2.2. Electroforesi no desnaturalitzant dels extractes proteics (amb la mateixa quantitat de
proteina total en cada teixit) dels diferents teixits de S. littoralis (A) i S. nonagrioides (B) tenyits
amb un revelat especific d'activitat. A: antenes, C: cervell, Pro: proboscide, P: potes, T: torax, Ab:
abdomen i Al: ales. El triangle indica les bandes observades unicament a l'antena.

Isoelectroenfoc no desnaturalitzant
Metodologia: 3.6.7.

De forma analoga a l'exploracié duta a terme mitjangcant una electroforesi nativa, els extractes
proteics corresponents a diferents teixits de l'insecte van ser separats en funcié del seu punt

isoeléctric en condicions no desnaturalitzants.

Els resultats van mostrar novament la presencia de diverses proteines amb activitat esterasa a les
antenes, la major part de les quals tenien un patré d'expressioé no especific pel teixit olfactiu (figura
5.2.3). En el teixit antenal, a excepcidé feta d'una esterasa, totes les bandes van aparéixer
concentrades en una regid de punt isoeléctric natiu d'entre 4 i 6. No obstant, I'lEF mostrava la
preséncia d'una esterasa especifica de les antenes en tots dos insectes. La interpolacié en la
recta de calibratge dels marcadors de punt isoeléctric (r?=0,98 en tots dos casos) va permetre
estimar el punt isoeléctric no densaturalitzant d'aquestes dues esterases especifiques de I'antena

en6,2i7,7 en S. littoralis i S. nonagrioides, respectivament.
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Figura 5.2.3. Isoelectroenfoc dels extractes proteics de S. littoralis (A) i S. nonagrioides (B), revelats
amb la tinci6 d'acetats de naftil. M: marcadors de punt isoeléctric, A: antenes, C: cervell, Pr: probdscide,
Po: potes, T: torax, Ab: abdomen, Al: ales. Els asteriscs mostren les bandes especifiques de I'antena.

5.2.2. Aillament i caracteritzacié d'esterases de S. nonagrioides

Clonacié del cDNA d'Snon-EST1
Metodologia: 3.2. i 3.3.2.

Paral-lelament a la identificacié de proteines als teixits de l'insecte, en el cas de l'arna S.
nonagrioides es va dur a terme un intent d'identificar una seqtiéncia de cDNA codificant per una
CE a les antenes de l'insecte. Amb aquesta finalitat, es va plantejar una estratégia basada en la
PCR amb oligonucledtids degenerats, que van ser dissenyats a partir d'un alineament d'altres
esterases de lepidopter identificades fins al moment. Aquest treball va ser dut a terme en
col-laboracié amb la unitat Physiologie de I'Insecte, Signalisation et Communication (UPMC-INRA,

France).

L'amplificacié per 3'RACE-PCR amb l'oligonucledtid degenerat 3'ESTSnUp i I'oligonucledtid UPM
(Clontech) va donar com a resultat un fragment de DNA de 1340 pb. Després d'extendre la
sequéncia obtinguda en 5' i amplificar la totalitat del cDNA mitjangant oligonucleotids especifics, es
va obtenir una seqiéncia de DNA de 1854 pb, que va ser anomenada Snon-EST (renombrada
com Snon-EST1 en el present treball) i introduida a la base de dades de GenBank amb el nimero
d'accés DQ680829. La traducci6 tedrica del cDNA Snon-EST1 donava lloc a un ORF de 530
aminoacids (figura 5.2.4), amb un pes molecular i un punt isoeléctric (calculats a partir de la

sequiéncia primaria d'aminoacids) de 60 kDa i 7,0, respectivament. La cerca mitjangant I'eina
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d'aliniament BLAST mostrava una similitud amb les altres seqiiéncies d'esterases d'insecte. D'altra
banda, l'alineament amb aquestes mateixes seqiiéncies mostrava la preséncia en una posicio
altament conservada de la Ser del centre actiu de I'enzim (inclosa en el si d'un pentapéptid
caracteristic d'aquesta familia: Gly-X-Ser-X-Gly), aixi com la preséncia en una posicié també
conservada del Glu i la His que participen del centre actiu de I'enzim. L'analisi de la seqiéncia
d'aminoacids mitjancant el programa SignalP 3.0 va predir la preséncia d'un probable punt de
clivatge entre I'Ala-19 i la Val-20, suggerint una secreci6 a I'espai extracel-lular d'aquesta proteina.
Finalment, una analisi amb el programa NetNGlyc va posar de manifest la preséncia de 4 residus
susceptibles de ser N-glicosilats.

10 20 30 40 50 60

| I o= I I

Snon_EST1 -——-MFITLIFLLLCAVWSSVSAV—=————— SENVTVETKKGTIVG—=--- FKNDGYNVF
Apol PDE ———-MFLKLFIFVATVGLASTA--==——=——— DSNPVVTVTQGALQGAWKTSAKGRDYASF
Apol IE MFYKLLFCLCIVAAHAGEQDTSKTADCKTHKDEVPIATSQSGVFRGSWMTTRRGRRFQAY
Apol ODE =  ———————————o MKWIALLSLIVA---NFIHQPSPVVRITSGYVRGR---VSENGKFYEF
Mbra EST —-MKKYLKSLSSLKLLVLISLWVG---PLVSQPTAPVQL-SGQARGE---VASDGSHLQY
70 80 90 100 110 120

| I | * I | |

Snon_EST1 FGVPYAKVDEGN-PFGNYLDHENFQQOPFIANDSSIICPQ---VISKVGGVLQCLRLNIYV
Apol PDE OGVPYAIPPTGEYRFKEPQELTSWDGTWNATEPLSACLOYDPFSDSITGNEDCLYLNIHT
Apol IE RGIRYAEPPVGELRFQPPKPILYYKDVVDASKEGPACPL--PVPDDYYVDEDCLAINVYT
Apol ODE LGIPYGTVEDSN-RFQGPLPPPKWDGIFEAINENTWCPQ-PSVGHIVLGEANCLKLNVLS
Mbra EST FGIPYATV--TN-RFQEATPNPKWEGVYDANNEHIRCKQ-RFHPTPDMGDEDCLTVNVYT
130 140 150 160 170 180

Snon_EST1 PHTANENHPVPVLVWFHGGGF--IFGSANDYGGQHLAKHDIIVITVNYRLGPYGFLCLDD
Apol PDE PNISSDA-SLPVMVFIHGGAF--MYGEGSVYDPIYFMDYDMVVITEFNYRLGPLGFLSTAD
Apol IE PNNKVKK-PLPVIMYIHPGAFYAFTGRSDVAGPGYLLDRDIVFVAFNYRLATLGFMSTGD
Apol ODE PVTTKSK-L-PVMVYIHGGCFFSGTGSPFLYGGDFFAENDVVFVGINYRLSVEGFLCLGI
Mbra EST PVEPSDS-LRPVMVFIHGGAFRDGSGSPFLYGPKYLVKHGVILVTFNYRLEILGFLCLGI
190 200 210 220 230 240

Snon_EST1 ESVPGNQGLKDQIGALRWVKEHIGAFGGDPDKVTIAGESYG{GAVDLHLYS-MYETLENK
Apol PDE DVIPGNNGLKDOSFALHWVKNNIKMFGGNPDSITLYGCSAGEASVHYHYLSQLSRDTFHR
Apol IE KLAPGNNGMKDQVMAMRWVQRNIAAFGGDPNSVTLAGYSAGPISVMLHMISPMSKGLFHR
Apol ODE KEAPGNAGLKDQIAALKWIQENIHQFGGDPKSVTLHGESAGAVSTSFMILSPAAKGLFHR
Mbra EST KEAPGNIGLKDOVOALKWVKRNIRVFGGDPDNITIHGESAGPASVSYHLLSPMSKGLFNR

Figura 5.2.4. Alineament de l'esterasa Snon-EST1 (ABH01082) amb Apol-PDE (AAX58711), Apol-ODE
(AAM14415), Apol-IE (AAM14416) i Mbra-EST (AAR26516). El péptid senyal d'excreci6 extracel-lular esta
subratllat amb una linia simple, mentre que els asteriscs indiquen els residus potencialment glicosilables.
Els residus de la triada catalitica estan ombrejats, i el pentapéptid caracteristic de les CEs enmarcat.
(Continua a la pagina segtient).
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Snon_EST1
Apol PDE
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Snon_EST1
Apol PDE
Apol IE

Apol ODE
Mbra EST

Snon_EST1
Apol PDE
Apol IE

Apol ODE
Mbra EST

Snon_EST1
Apol PDE
Apol IE

Apol ODE
Mbra EST

Snon_EST1
Apol PDE
Apol IE

Apol ODE
Mbra EST

250 260 270 280 290 300

| I | I | x|
ATIESGSIFTPGFYRHGDDKAAVTLAKHMGHRVRTTRKALEALAKEDPIDVMTAARNLTM
GIAFSGSAFDPWAFAVKPVONANTLASIVGCSSDTSTEILNCLMDASAEDIVNAQNEMFD
GISMSASPINKEPLPNNFQSLAVKQAQIVNCSTASNQAIVDCLKTISWKVLGDSLPQFFV
ATLOSGSSLAPWGLOQHDPIRRASALVKKFGYDTVDPREIYSIISNRTINELINA-LKYED
ATLQSGSALSFWALQFEPLKIASLHAQOMGYTTTDPKEIYNLFNNVTADELLSYYVPRKE

310 320 330 340 350 360

| I | I | I

R LTPCRETRFRRSQHFVTKCINHLNNTDRIKKIPIMIGYNSKEDF---GTYA
WK-VKLFSHFTPTIEAA-EVEDAFLNKYPYQAAVDGDMLNVPLITAMNAQEGLYPGAADL
GG-DPI-GLWGPVVEND-FGQERFLDIQPLDAIRQGRFHSVPHIISQTKYEFFYQ-VFEL
KYCVADENIFVPCVENKIDGVEAVVTDYPSNVIKSGNYTKVPMIIGYTDNEGIFFVAADY
GDIVESDIIFVPCVEKKIRRVTPFLPDSPYNLITQGKYNKVPIIIGFNSAEGYYFAGKEN

370 380 390 400 410 420

| I | I | I
NKQODFYDNLODIFSKDLONNFDVTKSELEKLSDIVRTFYLGSKKIGPE--AMLELSDYS
IYLDEIESQWSVVARDLFKYNDTLSSTLWSDVAAKIKEEYFGDETVSED--TFSQLVEAL
FKNDTLITRMNDDWETAARVSFLLPEKNIRAAANKLKEVYLEGKPVAKDNRTIQGVGGLY
GLSIKNNTELNIMRNLQTDLEFPNEWEKNC-TELNIKKHYFS----SYDDDMIMNVVGLY
DTTL---SKIDFYKAMPRDLTFPFDEEKVK-TANRLNELYLAGDKITKEKSSLEKLARFK

430 440 450 460 470 480

I I | *| | I
SDFKLNFAVEKSVARYMEQGGN-VYKYMFSYIGGSEYQONVTGA—-———— GAIHTEELKYLF
TDRLFIMDIGRLAEIHALKSGQOATYVYKYSYRATTSLSNLLANNEEDYGVCHCDDVLHIF
RDSITSLGVHRMANLMCRHSKHPVYYYEFSYFGDNSHYEDPVTGKP-FGAVHHDDLIYLL
SDLHFKFPIILESRMYAETTNQPIYYYLFKYSGFINMPKIISGFAMTGGASHADELFYLF
GDADIIYPVLATIDLFLOTTRKPVYAYKFNYDGLLNLAKMTHGFRKSPGATHGDELFYLF

490 500 510 520 530 540

| I | I | I
EMTFELKSDE----QRMIRDKMTTMWANFVKFGNPTPEKTPL--LPVTWEPVTGNTRPYL
NYPYIDARTDTDLOMIYNLCEMI---YTYASTGTPVMAGSDIEWLPVTSGDSEINYLEIF
TMSYRFPVIETTSPHSYVIDEMTALWYNFARYDDPNPRGDTPELNSLVWPVMKPDDRKYL
K-PRSFPLPOQRWLESEM-IKRMVTLWTNFAKYGEPTPRSSRL---PFRWRPSRNTNPTAL
S-TLTLPALS---EVSF-IDKFTTLWINFAKYSDPTPASSSI---SPKWEPAAVEDPRLL

550 560 570 580

| I | I
NIDVTMSMEDHA-YRERMAFWDLFTQKYETKSSCKKMSN=-=——=————
S-PNSTEMKSSS-DFGRRSFWDNLGIIENKNYNATLIAEL-—————-—
RIGNKLTVHKNM-FEDRYKVWDELYPIQY————— e —
VIDSRITTAPMW-EHASVALWNDTYNKYRRNDYGFKNVHIPESIMRR
LIDRECSMEPVWGDNEAWRFWNETYALYRRKN-=———————— e —

Continuacio Figura 5.2.4. Finalment, la sequéncia utilitzada per al disseny de l'oligonucledtid degenerat
esta subratllada amb una linia doble.
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Caracteritzacio del transcrit Snon-EST1
Metodologia: 3.4.1.

L'estudi de la distribuci6 tissular del transcrit Snon-EST1 es va dur a terme mitjangant la técnica de
Northern blot. L'RNA extret de les antenes de l'insecte es va comparar amb I'RNA extret d'altres
teixits no implicats en el procés olfactiu, com les potes, les ales, el torax, I'abdomen i el cervell. La
incubacié amb una sonda especifica de 540 pb i el posterior revelat amb el substrat CSPD va
posar de manifest la preséncia del transcrit en tots els teixits estudiats de l'insecte. A partir del
calcul de les intensitats de senyal i la ponderacié amb els nivells d'expressié del gen control rpL8,
es va poder concloure que el teixit que presentava una major quantitat d'mRNA d'Snon-EST1 era

les ales, seguit de les potes i la resta de teixits (figura 5.2.5).

A P Al. T Ab C
Snon-EST1 -— -

LS | g - -
545 982 100 359 533 557

Figura 5.2.5. Analisi per Northern blot de la preséncia del transcrit de
Snon-EST1 en diferents teixits de l'insecte. A: antenes, P: potes, Al: ales,
T: torax, Ab: abdomen, C: cervell. Les xifres que apareixen a la part
inferior corresponen al nivell de transcrit relatiu a la proteina ribosomal
Snon-L8.

Aillament d'esterases especifiques de les antenes de S. nonagrioides
Metodologia: 3.6.8.

Tot i el resultat satisfactori en la identificaci6 d'un cDNA de CE a les antenes de l'insecte S.
nonagrioides, el fet que tant I'electroforesi com l'isoelectroenfoc mostressin una banda especifica
de les antenes, va motivar l'intent d'aillar el cDNA d'una CE amb especificitat antenal. L'estratégia
plantejada va ser separar les proteines antenals mitjangant una electroforesi bidimensional,
obtenir una seqiéncia de la proteina d'interés mitjangant espectrometria de masses i finalment
utilitzar la sequéncia obtinguda per al disseny d'oligonucledtids que permetessin amplificar el

cDNA de la proteina aillada.

L'electroforesi bidimensional per a l'aillament de la proteina es va dur a terme mitjangant dues
estrategies alternatives. En tots dos casos la segona dimensié va consistir en una electroforesi en

condicions desnaturalitzants (SDS-PAGE). Per a la primera dimensio, en canvi, es va utilitzar o bé
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una electroforesi no desnaturalitzant (PAGE) o bé un isoelectroenfoc.

Electroforesi bidimensional a partir d'una electroforesi no desnaturalitzant

Donat que no es van trobar referéncies bibliografiques d'aquesta técnica en particular, el procés
va ser posat a punt i validat amb l'acetilcolin esterasa d'anguila eléctrica comercial (Sigma),
establint-se finalment el procediment descrit a I'apartat 3.6.8 de material i métodes. Un cop validat
el procés amb l'esterasa comercial, es van dur a terme tres electroforesis bidimensionals a partir
de 76, 120 i 122 equivalents d'antena (corresponents aproximadament a 230, 365 i 366 pg de
proteina, respectivament), obtenint-se en els tres casos 4 bandes clarament visibles en el revelat
amb nitrat de plata de la segona electroforesi (figura 5.2.6). Els pesos moleculars aparents van ser
calculats per interpolacié en una recta de calibratge, construida a partir dels logaritmes dels pesos
moleculars dels marcadors (r’=0,98), donant com a resultat els seglents valors: 42 kDa, 52 kDa,
65 kDa i 75 kDa.

v

| PA1 (75 kDa)
75 kDa »

- PA2 (65 kDa)
L PA3 (52 kDa)

/
P
l < PA4 (42 kDa)

. —
50 kDa b | i—

Figura 5.2.6. Tinci6 amb nitrat de plata de I'SDS-PAGE obtingut en la segona dimensio6 de
la separaci6 de proteines antenals.

Les quatre bandes (nombrades com PA 1-4) van ser retallades, digerides amb ftripsina i
sequienciades per espectrometria de masses en tandem. La primera analisi dels espectres de
masses (realitzada amb el programa Mascot) va permetre establir similituds entre les proteines
sequenciades i d'altres proteines ja identificades i descrites a la la literatura. La taula 5.2.1 mostra

les similituds més rellevants.
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Taula 5.2.1. Seqiiéncies homdlogues als péptids identificats per espectrometria de masses. La
banda PA2 no va mostrar homologia per cap seqiéncia publicada en les bases de dades de

proteines.
Mostra Proteines coincidents Espécie Pes molecular
PA1 Dipeptidil peptidasa I Rattus norvegicus 83,4 kDa
Proteina hipotética H16_B242 Ralstonia entropha 11,7 kDa
PA2 - - -
PA3 Glucosa-6-fosfatasa Bombyx mori 62,1 kDa
Fosfoglucosa isomerasa Colias eurytheme 62,0 kDa
Esterasa Chilo suppresalis 56,9 kDa
PA4 Enolasa Bombyx mori 47,2 kDa
Monodelphis domestica 47.6 kDa
Aedes aegypti 46,9 kDa
Aphauarthrum glabrum 39,4 kDa

De les quatre mostres analitzades, unicament I'anomenada PA3 contenia péptids (concretament 2)
amb homologia per una esterasa. Les seqliéncies assignades a aquests dos péptids (obtingudes
per identitat amb I'esterasa de C. suppresalis) van ser YPELLVPR i GIPYAKPPVGK. Aquest darrer
péptid, perod, va resultar ser GIPYAQPPVGK en ser analitzat més acuradament amb el programa
Peaks, que permet dur a terme seqiienciacions de novo a partir dels espectres de masses
obtinguts. Pel que fa a l'altre péptid, la seva sequéncia no va poder ser confirmada amb claredat,
ja que els aminoacids Leu i lle sén isomers i donen lloc al mateix espectre de masses. D'altra
banda, la sequienciacidé de novo dels altres espectres de masses obtinguts a partir de la mostra
PA3 no va donar lloc a cap altre péptid amb una clara identitat per proteines de la familia de les
CEs.

Electroforesi bidimensional a partir d'un isoelectroenfoc
En la segona estratégia plantejada per a la separacié de proteines antenals de S. nonagrioides,

I'electroforesi no desnaturalitzant de la primera dimensi6 va ser substituida per un isoelectroenfoc

en condicions no desnaturalitzatns.

El procés es va dur a terme per duplicat i, en aquest cas, la tincié de plata de I'electroforesi va
mostrar la preséncia de cinc bandes (la banda anomenada iPA3 estava formada per dues bandes
sobreposades, figura 5.2.7), amb els pesos moleculars i punts isoeléctrics aproximats que es

mostren a la figura 5.2.7.
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75 kDap
50 kDapm

37 kDaw
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H.

iPA1 (79 kDa, pl ~6)

iPA2 (48 kDa, pl ~8)
iPA3 (40 + 41 kDa, pl ~9)

iPA4 (26 kDa, pl ~10)

Figura 5.2.7. Gel de I'SDS-PAGE (segona dimensid) de la separacié de proteines antenals, tenyit
amb nitrat de plata. Al costat del nom de cada banda identificada es mostren el pes molecular calculat

i el punt isoeléctric aproximat.

Les bandes iPA1, iPA2 i iPA3 es van seqlenciar per espectrometria de masses en tandem. La

taula 5.2.2. mostra les coincidéncies més rellevants entre les proteines analitzades i les descrites

a la literatura.

Taula 5.2.2. Seqiiéncies homologues als péptids identificats per espectrometria de masses.

Mostra Proteines coincidents Espécie Pes molecular

iPA1 Transferrina
Proteina GD23860

Spodoptera litura 83,4 kDa
Drosophila melanogaster 11,7 kDa

iPA2 Ferritina Galleria mellonella 32 kDa
Calpodes ethilus 26 kDa

Apriona germani 24 kDa

Trichoplusia ni 15 kDa

Bombyx mori 23 kDa

iPA3 Glutati6é S-transferasa Galleria mellonella 24 kDa
iPA4 Factor de creixement del disc imaginal Mamestra brassicae 48 kDa
Pieris rapae 48 kDa

Proteina de la familia glicosil hidrolasa Bombyx mori 48 kDa
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Tal i com es pot observar a la taula, cap dels péptids tritptics identificats per espectrometria de
masses mostrava homologia per una proteina de la familia de les CEs. Per aquest motiu, les
sequéncies seleccionades per al disseny d'oligonucledtids que permetessin amplificar el cDNA
d'una CE especifica de les antenes van ser les obtingudes mitjancant la primera técnica de

separacio de proteines.

Amplificacié del cDNA
Metodologia: 3.2. i 3.3.2.

Procedint amb I'objectiu plantejat d'aillar el cDNA d'una CE especifica de les antenes, els péptids
obtinguts en la primera separacié bidimensional de proteines van ser utilitzats de referéncia per a
I'obtenci6é de dos oligonucleotids degenerats (taula 5.2.3). Addicionalment, un tercer oligonucleotid
degenerat va ser dissenyat a partir d'una regié conservada en la familia de les CEs.

Taula 5.2.3. Oligonucledtids degenerats dissenyats per a I'amplificacié d'esterases antenals de S.
nonagrioides. A la columna de I'esquerra es mostren els péptids corresponents a les seqiiencies.

Seqiiéncies Oligonucledtids dissenyats.
d'aminoacids

Nom Seqiiéncia Sentit

SEQUENCIES IDENTIFICADES PER ESPECTROMETRIA DE MASSES
GIPYAQPPVGK  Pep1 3RACE TA[CT]GCI[I|CA[AGICC[I|CCIATIGT[CTIGG[]AA 5'> 3'
YPELLVPR Pep2 C[GTI[IJGG[ACGT]AC[IJAA[AGT]ATTTC 3'>5'

SEQUENCIA CONSERVADA EN LES PROTEINES DE LA FAMILIA CCE
GNAGLKD EstRev TC[CT]TT[CTIAG[GT]CCIAT|GC[AG]TT[GT|CC  3'>5'

Els assajos de PCR utilitzant la combinacié de Pep1_3RACE i Pep2 no va donar cap producte
d'amplificacié. En una estratégia paral-lela es va dur a terme I'amplificaci6 de DNA per 3'RACE-
PCR amb una combinacié de I'oligonucledtid Pep1 3RACE i UPM (Clontech). Aquesta
amplificacié va donar com a resultat una sequéncia parcial d'aproximadament 1600 pb, que
mostrava una identitat significativa per CCEs (segons una cerca BLAST) i que va ser anomenada
Snon-EST2p (figura 5.2.8).

Alternativament, es va assajar la reamplificacié d'aquest producte de PCR amb una combinacié
dels oligonucleodtids Pep1_3RACE i EstRev, conduint a I'obtencié d'una nova seqiiéncia de 400 pb

amb identitat per CCEs. Aquesta seqliéncia va ser allargada en sentit 3' mitjancant una 3'RACE-
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PCR, donant lloc a una nova seqiiéncia d'aproximadament 1500 pb, que es va anomenar Snon-
EST3p (figura 5.2.8). Finalment, de forma analoga a aquesta, es va assajar una segona
reamplificacié del primer producte de PCR obtingut, utilitzant les mateixes condicions de PCR que
en l'anterior, perd substituint I'oligonucledtid EstRev per Pep2. Aquesta reamplificacié va donar lloc
a un fragment de DNA d'aproximadament 1.000 pb, que codificava per una proteina no

relacionada amb la familia CCE.

10 20 30 40 50 60

SNON_EST2P === mm e e e e e YAQPPVGKLRFKAPQPP
SNON_EST3P  =mmmmm e e e e QPPVGDLRFKAPQPP
Snon_EST1 MFITLIFLLLCAVWSSVSAVSENVTVETKKGTIVGFKNDGYNVEFGVPYAKVDEGNPFGN

(1)

70 80 90 100 110 120

Snon EST2p  LPWEGVRKATEHGPKCPOKCIFTEAIIPGSEDCLFLNVYSPDIMPAS-PLPVIVFIHGGG
Snon EST3p  KSWEGVRSAKEFGPKCYQYDMLTNTGRGGSEDCLYLNVYTPQIKSDK-PLPVMFWIHGGA
Snon_ EST1 YLDHENFQQPFIANDSSIICPQVISKVGGVLQCLRLNIYVPHTANENHPVPVLVWFHGGG
130 140 150 160 170 180

Snon_EST2p  YKSGSGDDDNYGPDFLVPHGV—==m==m=m—m ILGSLCLDTEEVPGNAGLKDQVAALRWVR
Snon EST3p  FICGGSNDDIYGPKFLVRQNVVLVTINYRLEILGFLCLNTAEVPGNAGMKDQVAALRWVN
Snon_EST1 FIFGSAND--YGGQHLAKHDIIVITVNYRLGPYGFLCLDDESVPGNQGLKDQOIGALRWVK

(2)

190 200 210 220 230 240

Snon EST2p  DNI--————- RSQOSOYLVRALAVHPPVYILFHRCLRVYSKAVPMSGVPLCDWSMPFVPQK
Snon EST3p  KNIANFGGDPKNITIFGESAGEASISYQLISPMSKGLFKRAIAQSGSSLCDWAISVNPRE
Snon_ EST1 EHIGAFGGDPDKVTIAGESYGEGAVDLHLYS-MYETLFNKAIIESGSIFTPGFYRHGDDK
250 260 270 280 290 300

Snon_EST2p  RAFMLGKDLGFETNDPNELLDFLQSVPVEKLVNPNPVVLSFEEINNNVLKLYHFTPVVEK
Snon EST3p  RALALARQLGCYSEDDKELYEFFKNQPIESLVATSAPITLAEKQKSGIE--IFFSICNEK
Snon_EST1 AAVTLAKHMGHRVRTTRKALEALAKEDPIDVMTAARNLTM—————————=—— RLTPCRET

Figura 5.2.8. Alineament de les seqliéncies parcials Snon-EST2p i Snon-EST3p amb Snon-EST1. Els
motius utilitzats per al disseny d'oligonucledtids degenerats estan subratllats amb linies dobles (1:
Pep1_3RACE, 2: EstRev i 3: Pep2). Les presumibles posicions per als residus caracteristics del lloc
catalitic estan ressaltats en gris i la posicio esperada per al pentapeptid GXSXG emmarcada. (Continua
a la pagina segtient)
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310 320 330 340 350 360

Snon_EST2p DFG-KEHFLTEDPLEALKNKRINDVDILIGHTSEETAIGIRVFED--KILKHYNRYPELL
Snon_EST3p KFGDNERFFYGDMVDVVSNGVHEGVDIMTGFNSDEGLICLESVEGTYKSLEAARNFPELF

Snon ESTI1 RFRRSQHFVTKCINHLNNTDRIKKIPIMIGYNSKEDFGTYAN—-———— KOQODFYDNLODIF
(3)
370 380 390 400 410 420

Snon_EST2p VPRKIL-MKSTPEKILEISKRIHEYYFKGKPLOLETMREFVTYANHACFIYDINRFISHL
Snon_ EST3p VPKLLS-FKLPMIQLLELGEKIKRFYFNSLIKIPDDWEKWENFLAMOWFILPTLRWIKLV

Snon_EST1 SKDLONNFDVTKSELEKLSDIVRTFYLGSKKIGPEAMLELSDYSSDFKLNFAVEKSVARY
(3)

430 440 450 460 470 480

Snon_EST2p PKVGNGRRYVYKFCCISNRNVYASSGIKYGIRG----AAHLDDLMYLLNANTHNIKVEKD

Snon_ EST3p APTKKNKLYLYRFSCKSERNVISHVRGLSELVGNKPVTCHADELMYLFDAKLFETKVDVN

Snon_EST1 MEQG-GNVYKYMFSYIGGSEYONVTGAG-=====——— ATHTEELKYLFEM-TFELKSD--

490 500 510 520 530 540

Snon_EST2p TKOYELINFVCKVFTNFAKHGNPTPDSS--LGTIWPEYDNTTKAYVEIGDTLIPKTASEA
Snon_EST3p SDTFOQLIDKASKLWSNFAKYGNPTPDDS-~-LGVKWAPYSVEKEDYMDIGNVLMPGVAPEK
Snon_EST1 -EQRMIRDKMTTMWANFVKFGNPTPEKTPLLPVTWEPVTGNTRPYLNIDVTMSMEDHAYR

550 560
Snon_ EST2p EALEFWKSIFEYAGLEY-===—=—-—
Snon_EST3p DEVQFWENLLKEYGQ=====—=—=—=—
Snon_EST1 ERMAFWDLFTQKYETKSSCKKMSN

Continuacio6 Figura 5.2.8.

Si bé les sequéncies d'aminoacids deduides de Snon-EST2p i Snon-EST3p no contenien la
metionina inicial, I'alineament amb la homologa Snon-EST1 va mostrar que ambdues tenien una
part molt majoritaria dels residus esperats per a una proteina d'aquesta familia. Considerant la
sequéncia de l'esterasa Snon-EST1 Unicament a partir del residu numero 44, es van calcular els
percentatges d'identitat entre aquesta seqiéncia i les obtingudes Snon-EST2p i Snon-EST3p, que
va ser de 25 i 22 %, respectivament. Per la seva banda, Snon-EST2p i Shon-EST3p presentaven
entre elles una identitat en aminoacids del 37 %. Pel que fa als residus caracteristics de la familia
CCE, la sequéncia Snon-EST3p mostrava el pentapéptid GXSXG (amb la serina catalitica al
centre del motiu), aixi com els altres dos residus de la triada catalitica (Glu i His, ressaltats en gris
a l'alineament de la figura 5.2.8), situats en una posicié conservada en l'alineament amb Snon-
EST1. En el cas de la seqiiéncia Snon-EST2p, si bé els residus Glu i His es trobaven també en
una posicidé conservada, no succeia aixi amb el pentapéptid i la serina catalitica, absent en tota la

regio central de la seqiiéncia.
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Caracteritzacio6 dels transcrits Snon-EST2p i Snon-EST3p
Metodologia: 3.4.2.

Per tal d'estudiar la distribucié tissular de les dues proteines obtingudes, es van dissenyar dos
parells d'oligonucledtids que amplificaven regions de 87 i 600 pb per Snon-EST2p i Snon-EST3p,
respectivament. La utilitzacié d'aquests oligonucleotids en PCRs sobre els cDNA total de diferents
teixits de l'insecte va posar de manifest la preséncia d'ambdés transcrits en tots els teixits
estudiats (figura 5.2.9).

SnonEST2p

SnONEST3p | sl wn S s

TPL8 | s s vt — -

Figura 5.2.9. Estudi de la preséncia dels transcrits Snon-EST2p i
Snon-EST3p als diferents teixits del mascle de linsecte. La
proteina ribosomal L8 (rpL8) es va utilitzar com a control. A:
antenes, P: potes, T: torax, Al: ales, Ab: abdomen.

5.2.3. Aillament i caracteritzacié d'esterases de I'espécie S. littoralis

Identificacié d'esterases de S. littoralis
Metodologia: 3.3.2.

De la mateixa manera que en S. nonagrioides, es va plantejar I'obtencié de cDNAs codificants per
CEs antenals en el lepidopter S. littoralis. En aquest cas, pero, l'estratégia utilitzada va ser la
construccié d'una llibreria de cDNA, elaborada per les doctores Emmanuelle Jacquin-Joly i Martine
Maibéche-Coisne (Physiologie de I'Insecte, Signalisation et Communication, UPMC-INRA, France)
en el marc del consorci Genoscope. L'analisi bioinformatica de la llibreria va donar com a resultat
95 seqliencies homologues a Slit-EST, identificada préviament a partir d'una estratégia
d'oligonucleotids degenerats (Merlin et al. 2007) i renombrada com SICXE1 en aquest treball. Un
cop units els diferents fragments, aquestes 95 seqiiéncies es van traduir en 19 proteines
addicionals a SICXE1. Cinc d'aquestes seqliéncies van haver de ser completades en els seus
extrems 5' i/o 3' mitjangant una amplificacié per RACE-PCR. En tots els casos, la seqliéncia
obtinguda a partir del DNA purificat de les PCRs contenia una regi6é coincident amb la seqiéncia

parcial identificada a la llibreria de cDNA. Les seqiiéncies finalment obtingudes van ser introduides
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al GenBank amb els numeros d'accés FJ652445 a FJ652463 (per SICXE2 a SICXEZ20,

respectivament).

La taula 5.2.4 mostra un resum de les principals caracteristiques de les seqléncies aillades,

incloent-hi la préviament identificada SICXE1.

Taula 5.2.4. Caracteristiques de les seqiiéncies de presumibles esterases identificades en S.
littoralis. A banda de la preséncia dels residus caracteristics de la familia CCEs, es mostren les
propietats calculades a partir de la seqiiéncia d'aminoacids (PM: pes molecular, Pl: punt
isoeléctric), aixi com la preséncia o abséncia del péptid senyal d'excrecié extracel-lular (PS).

Residus caracteristics Propietats calculades PS
Pentapéptid Glu His PM (kDa) Pl
SICXE1 GESAG + + 63,0 8,4 +
SICXE2 GQSAG + + 60,6 5,4 +
SICXE3 GESAG + + 60,7 59 -
SICXE4 GYSAG + - 60,3 52 +
SICXE5 GCSAG + + 61,1 7,7 +
SICXE6 GESYG + + 57,7 6,8 +
SICXE7 GFSAG + + 61,6 5,9 +
SICXE8 GTSAG + + 58,6 6,2 +
SICXE9 GSSSG + + 62,5 5,3 -
SICXE10 GESAG + + 61,0 6,4 -
SICXE11 GISAG + + 60,1 55 -
SICXE12 GQSYG + + 56,5 9,0 -
SICXE13 GCSAG + + 60,1 5,8 +
SICXE14 GYSAG + + 61,4 5,5 +
SICXE15 GQSAG + + 63,4 5,1 +
SICXE16 GYSAG + + 62,4 6,9 +
SICXE17 GESAG + + 60,0 5,8 +
SICXE18 GQSAG + + 58,6 5,6 +
SICXE19 GHDAG + + 68,2 5,3 +
SICXE20 GESAG + + 58,4 6,4 +

Especificitat tissular dels transcrits
Metodologia: 3.4.2.

Per tal d'estudiar la distribucié de cada transcrit entre les diferents parts de l'insecte, es van dur a
terme amplificacions a partir del cDNA de diversos teixits. Els teixits seleccionats per a aquest

estudi van ser les antenes de mascle i femella, i el probdscide, cervell, potes, torax, abdomen i
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ales de mascle.

Com a control, es va dur a terme l'amplificacié del cDNA de la proteina ribosomal rpL8, que
s'expressa de forma constitutiva. Pel que fa a les 20 CEs estudiades, es va posar de manifest que
si bé la majoria dels transcrits tenien una distribucié tissular heterogénia (o fins i tot ubiqua), tres
esterases (SICX7, SICX8 i SICX14) es trobaven preferentment o exclusiva en teixits relacionats

amb la comunicacié quimica, essencialment antenes i proboscide (figura 5.2.10).

Ad A? Prd Cd Pod Td Abd AL

SICXEY — ; : : . :
SICXES | we— s i i i ; ;
SICXE14 [ e '~ ! ; : g )
SICXE15 | S, s i i ! i :
SICXETY | st | st | ! i ! 5 —
SICXE?2 e d U g : J )
SICXE12 | — i . j— ;
SICXE20 | e S s ! ! ! ™
SICXE1S | | S— : ; ; ; -
SICXE17 [ i | ; g, : ; T
SICXE3 | s ! ! ! 5 g g
SICXED |l ; % 0 we, i ; i i
SICXE4 | s sl i ! i ! i
SICXEE | = ! ! ! ! ! ! !
SICXETO | s | s | ; ; ; ; ;
SICXETT | e 'S s ' | — — )
SICXES : ; | — | — —
SICXE?3 | W W, v W— — —
SICXETE | s | a® ! | — — O | — —
sirplL8 SN, O, N A N J—

Figura 5.2.10. Distribucio dels transcrits de les esterases identificades en S. litforalis a
través dels diferents teixits de l'insecte. A: antenes, Pr: proboscide, C: cervell, Po: potes, T:
torax, Ab: abdomen i Al: ales.

Nivells del transcrit al llarg del desenvolupament
Metodologia: 3.4.2.

De forma analoga a l'estudi de la distribucié tissular del transcrit, aquells que mostraven una
preséncia majoritaria als teixits olfactius i gustatius (SICX7, SICX8 i SICX14) van ser seleccionats
per tal d'estudiar els nivells del transcrit en diferents etapes del desenvolupament (figura 5.2.11).

El cDNA total de les antenes en diferents estadis del desenvolupament (un per la larva, tres per a
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I'estadi de pupa i dos per a I'estadi d'adult) van ser utilitzats com a motlle per a I'amplificacioé dels

diferents transcrits.

L P7 P9 P11l A0 A2

SICXE7 —

-
SICXES e —
SICXE14 - —

H—“——‘_——-

SirpL8

Figura 5.2.11. Evolucié dels nivells de transcrit al llarg del desenvolupament de
l'insecte. L: estadi de larva. P: estadi de pupa (de 7, 9 i 11 dies d'edat) i A: estadi
adult el mateix dia de I'emergéencia (0) i als 2 dies (2).

Novament, la proteina ribosomal rpL8 es va utilitzar com a control dels nivells de transcrit. Pel que
fa a les 3 CEs seleccionades, SICX14 va mostrar un patré de transcripcié oscil-lant, sent no
obstant clarament més elevat en I'adult de dos dies de vida. Les altres dues CEs estudiades van
mostrar uns nivells de transcripcid creixent, sent el transcrit practicament indetectable (en les
condicions utilitzades per a I'estudi) en I'estadi de larva, i augmentant progressivament fins arribar

a un maxim en l'estadi d'adult (figura 5.2.11).

5.2.4. Caracteritzacio filogenética d'esterases antenals
Metodologia: 3.2.1.

Addicionalment a les caracteristiques de la sequiéncia d'aminoacids i a I'analisi dels nivells del
transcrit de cadascuna de les CEs identificades, es va dur a terme una analisi filogenética
d'aquestes a fi d'identificar possibles similituds amb altres CEs descrites a la literatura. Per a
I'estudi es van recopilar un total de 48 sequiéncies del GenBank, representatives dels 13 grups de
CEs descrits a la literatura (Oakeshott et al. 2005), i s'hi van afegir les 22 noves sequéncies
identificades, és a dir, 19 sequéncies de S. littoralis, i les seqlincies Snon-EST1, Snon-EST2p i
Snon-EST3p de S. nonagrioides. L'analisi va mostrar una distribucié de les CEs identificades per
practicament tots els grups filogenétics a excepci6 dels grups de les Gliolactines, Neuroglines i un
tercer grup format per esterases de I'hormona juvenil de coleopters i dipters (figura 5.2.12). D'altra

banda, el grup de les esterases de I'hormona juvenil de lepidopters (que inclou també esterases
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antenals de lepidopter) va ser el que contenia més representants de les CCEs identificades en S.

littoralis, aixi com l'esterasa Snon-EST1 de S. nonagrioides. Finalment, cal destacar que

unicament l'esterasa SICXE13 formava part del grup de les B-esterases, on s'hi troben les
esterases degradadores de feromona Apol-PDE (Ishida & Leal 2005) i Pjap-PDE (Ishida & Leal

2008), del lepidopter Antheraea polyphemus i el coleopter Popillia japonica, respectivament.
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Figura 5.2.12. Analisi filogenética de les CEs identificades. Les esterases de I'espécie S. litforalis estan en
vemell, les de S. nonagrioides en marré, les de D. melanogaster en blau i les d'A. mellifera en verd. Els
asteriscs indiquen valors de bootstrap de 90-100% i els triangles de 80-89%. (Continua al peu de la la

pagina segient).
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5.2.5. Expressioé recombinant de carboxil esterases antenals

Per a I'expressio recombinant de CEs antenals es van utilitzar dos sistemes d'expressié diferents:
I'expressié mitjangcant el bacteri E. coli (Unicament per a l'esterasa Snon-EST1) i I'expressio
mitjangant les cél-lules d'insecte en cultiu infectades amb baculovirus, que es va dur a terme amb
les esterases SICXE7 i SICXE10.

Donat que les primeres 57 bases de la seqiéncia de nucleotids de l'esterasa Snon-EST1
codificaven per una sequéncia d'amioacids que havia estat identificada com a péptid senyal
d'excrecid extracel-lular, per als assajos d'expressié en E. coli, unicament es va utilitzar la

seqléncia de Snon-EST1 compresa entre les bases 58 i 1593.

Expressio en el bacteri E.coli
Metodologia: 3.5.1.

Assajos utilitzant el vector pGEX
El fragment de la seqiiéncia Snon-EST1 escollit per a I'expressidé va ser clonat satisfactoriament

entre les dianes de restriccié EcoRI i Xhol del vector pGEX. L'analisi de la seqiiéncia inserida no
va mostrar cap mutacié ni error d'insercio, codificant per una proteina de 84 kDa formada per la
GST i Snon-EST1.

L'electroforesi dels primers assajos d'expressid, realitzats amb 4 i 6 h d'induccié a 37 °C, van
mostrar una banda de sobreexpressié en la fraccié insoluble, absent tant al cultiu control com a la
fraccid soluble del cultiu induit (figura 5.2.13). D'altra banda, la banda de sobreexpressio tenia un

pes molecular aparent de 71 kDa, 13 unitats menys que el pes molecular esperat (84 kDa).

Continua de la figura 5.2.12. Finalment, les CEs expressades de forma selectiva a les antenes es mostren
subratllades. Per a l'agrupament de seqliéncies es va respectar el criteri descrit per Oakeshott i
col-laboradors (Oakeshott et al. 2005). Els grups filogenétics sén A: CEs mitocondrials i citosoliques, B/C:
CEs de dipters i a-esterases, D: CEs integumentals i antenals, E: B-esterases, F: CEs de I'horomona
juvenil de coledpters, G: CEs de I'hormona juvenil de lepidopter i CEs antenals de lepidopters, K: possibles
neuroreceptors, L: neuroglines, M: gliotactines.
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Fraccid Fraccio
soluble insoluble

s ’ st

Figura 5.2.13. SDS-PAGE al 10% de l'expressié de Snon-EST1
amb pGEX. M: macardor de pesos moleculars, C: control negatiu
(no induit), 4 h i 6 h: cultiu induit durant 4 i 6 h, respectivament. Els
asteriscs mostren la proteina sobreexpressada.

Els assajos duts a terme a temperatures d'induccié inferiors (20 °C) i temps d'induccioé superiors
(16 h) van donar com a resultat un augment en la quantitat de proteina sobreexpressada a la
fraccid soluble. Aquest augment en el rendiment de I'expressié es va confirmar en utilitzar el vector
pUBS (figura 5.2.14). No obstant, el pes molecular de la proteina obtinguda continua sent, en tots

els assajos, aproximadament 13 kDa inferior a I'esperat.
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Figura 5.2.14. SDS-PAGE al 10% de l'expressi6 de SnonEST1 amb
pGEX i en preséncia del vector pUBS. M: marcador de pesos moleculars,
C: control negatiu (no induit), I: cultiu induit durant 16 h a 20 °C. Els
asteriscs mostren les bandes de sobreexpressié majoritaries.

Assajos utilitzant el vector pMAL

La regi6é de la sequéncia Snon-EST1 compresa entre les bases 58 i 1593 (ambdues incloses) es
va clonar satisfactoriament entre les dianes Xbal i Hindlll dels vectors pMALc2x i pMALp2x.
L'analisi de les seqliéncies inserides no va mostrar cap mutacié ni error d'insercié, codificant per

una proteina de fusié de 100 kDa formada per la MBP (codificada pel gen malE) i Snon-EST1.

Els assajos duts a terme amb el vector pMALc2x, d'expressié citosolica, van mostrar un resultat
equivalent a I'observat amb el vector pGEX. La proteina de sobreexpessié (aquest cop amb un
pes molecular esperat de 100 kDa) tenia un pes molecular en el SDS-PAGE d'aproximadament 89
kDa (figura 5.2.15). Aixi mateix, la proteina Unicament s'observava en la fracci6é insoluble de
I'extracte proteic, malgrat I'addicié de Trit6 X-100 a una concentraci6 final de 1'1% en el procés
d'extraccié.
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Figura 5.2.15. SDS-PAGE de l'assaig d'expressié de l'esterasa Snon-EST1
amb el vector pMALc2x. M: marcador de pesos moleculars. I: cultiu induit. C:
cultiu control (no induit). En lletres vermelles s'indiquen les mostres extretes
en preséncia d'un 1% de Trité X-100. Els asteriscs indiquen la banda de
sobreexpressié majoritaria observada.

En el cas del vector pMALp2x, no es van observar bandes de sobreexpressié significatives de la
proteina recombinant Snon-EST1. Addicionalment al cultiu control no induit, es va utilitzar
I'expressié de la MBP per tal de verificar la correcta extraccioé de la fraccié periplasmatica (figura
5.2.16). Aquest resultat es va reproduir quan I'expressié de la proteina recombinant es va assajar
amb la soca d'E. coli Rosetta(DE3)pLysS.
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Figura 5.2.16. SDS-PAGE de l'assaig d'expressidé de l'esterasa Snon-EST1 amb el
vector pMALp2x. M: Marcador de pesos moleculars. MC i MI: fraccions
periplasmatiques dels cultius control i induit de I'expressié de la MBP. EC i El: fraccions
periplasmatiques dels cultius control i induit de I'expressié de Snon-EST1. L'asterisc
mostra la banda corresponent a la MBP, mentre que el triangle indica la posicié
esperada per a la construccié MBP+Snon-EST1.

Assajos amb cél-lules d'insecte en cultiu.
Metodologia: 3.5.3.

Per als assajos d'expressié recombinant d'esterases antenals utilitzant cél-lules d'insecte en cultiu
infectades amb baculovirus es van utilitzar les esterases SICXE7 i SICXE10 de S. littoralis.
Aquests assajos es van dur a terme en col-laboraci6 amb la unitat Physiologie de ['Insecte,
Signalisation et Communication (UPMC-INRA, France). Les etapes d'expressio final de la proteina

i purificacié van ser realitzades integrament pel Dr. Nicolas Durand en tots dos casos.

Ambdues esterases van ser clonades al vector pBlueBac a partir d'un fragment de PCR i utilitzant
el sistema TOPO-TA, descrit per al vector pCRIl. L'orientacié de la insercié del DNA va ser
confirmada per PCR (amb un oligonucledtid que s'hibridava a la seqliéncia de I'esterasa i un altre

a la regi6 del vector), i I'abséncia de mutacions va ser verificada per seqiienciacié.
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Expressio de l'esterasa SICXE7
Per a la obtencié de la proteina recombinant SICXE7 es van infectar 25x10° cél-lules Sf21 amb

una MOI de 20. L'electroforesi amb SDS-PAGE dels sobrenedants del cultiu van mostrar una
banda de pes molecular proper a lI'esperat (61,6 kDa) en les cél-lules infectades i incubades durant
96h (figura 5.2.17 A). Si bé el cultiu control (no infectat) tenia també una proteina d'un pes
molecular proper, les electroforesis natives, tenyides amb acetat de naftil, no mostraven cap
proteina amb activitat esterasa en el sobrenedant de les cél-lules control transcorregudes 96 h
(figura 5.2.17 B). Les cél-lules infectades amb el virus recombinant, en canvi, expressaven una
proteina amb activitat esterasa, visible a partir de les 48 h. El temps d'incubaci6é postinfeccio
seleccionat per a la producci6 final de la proteina va ser de 72 h. Un cop purificada, el gel SDS-

PAGE no va mostrar cap banda a part de la corresponent a SICXE7.
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Figura 5.2.17. SDS-PAGE (A) i PAGE natiu amb tinci6 d'acetats de naftil (B) corresponent a
I'expressio de l'esterasa SICXE7. M: marcador de pesos moleculars. C: cultiu control a les 96 h.
24 h,48 h, 72 h i 96 h: temps postinfeccié amb el virus recombinant. P: proteina purificada.

Expressio6 de l'esterasa SICXE10
De forma analoga a SICXE7, per a I'expressioé de SICXE10 es van infectar 25x10° cél-lules amb

una MOI de 20. Donat que SICXE10 no té un péptid senyal d'excrecid extracel-lular, el seguiment
de I'expressié i I'obtencié de la proteina final es van dur a terme a partir de la fraccié soluble del
lisat de les cél-lules en cultiu. La banda corresponent a I'expressié de la proteina recombinant
tenia un pes molecular proper a l'esperat (61,5 kDa) i va aparéixer a partir de les 48 h postinfeccié.
Com a control negatiu es va utilitzar tant un cultiu de cél-lules no infectades (C a la figura 5.2.18),
com un cultiu de cél-lules infectades amb el virus no recombinant (CV a la figura 5.2.18). En
aquest darrer cas, la proteina que va apareixer sobreexpressada era proper al pes molecular
calculat de la proteina virica polihedrina (29 kDa). Finalment, la integritat de la proteina purificada
va ser comprovada amb una electroforesi no desnaturalitzant tenyida amb la tincié d'acetats de
naftil (figura 5.2.18).
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Figura 5.2.18. SDS-PAGE (A) i PAGE natiu amb tinci6 d'acetats de naftil (B) corresponents a
I'expressio de l'esterasa SICXE10. M: marcador de pesos moleculars. C: cultiu control. CV:
control amb el virus no recombinant. P: proteina purificada.

5.2.6. Assajos d'activitat amb carboxil esterases antenals
Metodologia: 3.7.

Els assajos d'activitat amb CEs antenals es van dur a terme també en col-laboracié amb la unitat
Physiologie de I'Insecte, Signalisation et Communication (UPMC-INRA, France). Si bé el disseny
experimental i I'analisi dels productes obtinguts fou realitzat conjuntament, la incubacié i extraccioé

dels productes de les reaccions van ser dutes a terme integrament pel Dr. Nicolas Durand.

Assajos amb SICXE7

Per als assajos d'activitat amb I'esterasa SICXE7 es van utilitzar els compostos feromonals (Z,E)-
9,11-14:0Ac i (Z,E)-9,12-14:0Ac (maijoritari i minoritari respectivament a la feromona de S.
littoralis), aixi com el volatil de plantes (Z2)-3-6:OAc, detectat per la femella de l'insecte, tal i com es

justifica a I'apartat de discussi6 d'aquest capitol (5.3.5).

La capacitat de I'enzim per hidrolitzar tots tres compostos va ser inicialment verificada per GC-MS.
En tots tres casos, les fraccions organiques provinents de I'extraccié dels productes de reaccid
van mostrar la preséncia d'un compost d'igual temps de retencidé i espectre de masses que
I'estandard sintétic utilitzat per a la comparacié (figura 5.2.19). D'altra banda, cap dels pics que
apareixien al cromatograma control va mostrar un espectre de masses coincident amb els

productes de la reaccio.
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Figura 5.2.19. A dalt, cromatogrames dels assajos d'activitat amb els substrats (Z,E)-9,11-14:0Ac, (Z,E)-
9,12-14:0Ac i (Z)-3-6:0Ac. A baix, cromatogrames dels corresponents controls (duts a terme en abséncia
d'enzim SICXE7). E.l.: estandard intern. En el cas de la reaccié amb el (Z)-3-6:OAc l'estandard intern no es
mostra, ja que surt d'escala respecte al substrat i al producte (tant de temps de retencid, com d'intensitat).

L'estudi de I'evolucié de la reacci6 al llarg del temps es va dur a terme Unicament amb el substrat
(Z,E)-9,11-14:0Ac, que havia mostrat una activitat superior en l'assaig preliminar. D'acord amb els

resultats obtinguts en incubar la reaccié durant 10, 20, 40 i 80 min, el temps escollit per a dur a

terme les seglients reaccions va ser de 10 min (figura 5.2.20).
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Figura 5.2.20. Evoluci6 de la hidrolisi del (Z,E)-9,11-14:0Ac per I'enzim SICXE7.

Finalment, es va dur a terme una exploracié de les concentracions de cadascun dels substrats per
tal d'identificar el rang optim per al calcul dels parametres cinétics. En tots tres casos, la
representacio de les concentracions de substrat escollides respecte les velocitats obtingudes va

mostrar un perfil de tipus Michaelis-Menten (figura 5.2.21).
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Figura 5.2.21. Representacions de Michalis-Menten (esquerra) i Hanes-Woolf (dreta) de les
reaccions d'hidrolisi dels substrats (Z,E)-9,11-14:0Ac (A), (Z,E)-9,12-14.0Ac (B) i (£)-3-6:0Ac (C)
per I'enzim SICXE7Y. (Continua a la pagina segiient)
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El calcul dels parametres cinétics per als tres substrats, dut a terme tant pel métode d'ajustament
no lineal a I'equaci6 de Michaelis-Menten, com per la linealitzacié de Hanes-Woolf, es mostren a la
taula 5.2.5.

Taula 5.2.5. Parametres cinétics obtinguts per als substrats (Z,E)-9,11-14:0Ac, (Z,E)-9,12-14:0Ac i (2)-3-
6:0Ac amb l'esterasa SICXE?.

Ajustament no lineal a I'equacio de

Michaelis-Menten Linealitzacié de Hanes-Woolf

Km Vmax Kcat (s™) Km Vmax Kcat (s™)
(Z,E)-9,11-14:0Ac 62 uM 65 nM/s 0,4 49 UM 62 nM/s 0,3
(ZE)-9,12-14:0Ac 29 uM 48 nM/s 0,3 79 uM 53 nM/s 0,3
(2)-3-6:0Ac 1,4 mM 5,3 uM/s 33,1 1,1 mM 4,9 uM/s 30,6
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Assajos amb SICXE10

Per a I'estudi de l'activitat de I'esterasa SICXE10 es va utilitzar unicament el volatil de plantes (Z)-
3-6:0Ac, la hidrolisi del qual per part de I'enzim va ser verificada per GC-MS. Després d'una hora
d'incubacid, la fraccié organica de l'extracte contenia un producte d'igual temps de retencio i
espectre de masses que el (2)-3-6:0H sintétic (figura 5.2.22). Si bé el cromatograma mostrava
algun pic proper al temps de retencié del (2)-3-6:0H, I'espectre de masses no es corresponia amb

el d'aquest compost.

(2)-3-6:0Ac

w  (£)-3-6:0H l

Intensitat relativa

Figura 5.2.22. Cromatograma de

lassaig d'activitat amb el

(S S —— S [ SO— substrat (Z)-3-6:0Ac (a dalt) i el

g e wonow o w % corresponent control en
Temps (min) abséncia d'enzim (a baix).

Un cop confirmada l'activitat, es va estudiar el curs de la reaccid, quantificant el producte obtingut

a diferents temps d'incubacio (figura 5.2.23).

181



Degradacio feromonal - Resultats

901
80+
704
604
504
404 ° ol
304
204
104

C I 1 I 1 I I 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Temps (min)

% de conversio

Figura 5.2.23. Evoluci6 de la hidrolisi del (Z)-3-6:OAc per I'enzim SICXE10.

D'acord amb els resultats obtinguts, les incubacions en les reaccions posteriors es van dur a terme
durant 5 min. Amb aquestes condicions, i un cop explorades diferents concentracions de substrat,
es va dur a terme una bateria de reaccions per tal d'obtenir els parametres cinétics de la parella
enzim-substrat. La representacié de les velocitats en funci6 de la concentracié de substrat
utilitzada va mostrar una corba de tipus Michaelis-Menten (figura 5.2.24), a partir de la qual se'n

van obtenir els valors de Km, Vmax i Kcat.
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Figura 5.2.24. Representacions de Michalis-Menten (esquerra) i Lineweaver-Burk (dreta) de la reacci6
d'hidrolisi del (Z)-3-6:0Ac amb I'enzim SICXE10.

La taula 5.2.6 mostra els diferents valors obtinguts per Km, Vmax i Kcat, calculats mitjancant
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I'ajustament no lineal a I'equacié de Michaelis-Menten i la linealitzacié de Lineweaver-Burk.

Taula 5.2.6. Parametres cinétics obtinguts en la hidrdlisi del substrat (Z)-3-6:0Ac amb l'esterasa
SICXE10.

Métode de calcul utilitzat Constants cinétiques

Km (mM) Vmax (uM/s) Kcat(s™)
Ajystament no lenal a I'equacio de 1.4 8.1 506
Michaelis-Menten
Linealitzaci6é de Lineweaver-Burk 9,6 7,3 45,6
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5.3. Discussio

5.3.1. Identificacié d'esterases en S. nonagrioides i S. littoralis

Electroforesi nativa

L'electroforesi no desnaturalitzant de proteines seguida d'una tincid6 especifica de carboxil
esterases (CEs) va permetre identificar diferents proteines amb aquesta activitat en les arnes S.
nonagrioides i S. littoralis. L'assaig va revelar la preséncia d'una banda majoritaria de les antenes
en cadascuna de les especies. En el cas de S. littoralis aquesta especificitat Unicament
s'observava en analitzar la mateixa quantitat de proteina total per a cada teixit, mentre que en el
cas de S. nonagrioides l'especificitat antenal de la banda s'observava fins i tot en augmentar la

quantitat de proteina per a altres teixits.

L'electroforesi en condicions no desnaturalitzants és una técnica de separacido de proteines
altament empirica i que no aporta informacidé concreta sobre cap propietat o caracteristica de la
proteina. En aquesta técnica les proteines sén separades en funcié d'una combinacié entre el seu
pes molecular, el punt isoeléctric (que en determinara la carrega global al pH al qual es du a terme
I'electroforesi) i la seva estructura, tant terciaria com quaternaria. El resultat és que una mateixa
proteina que estigui en equilibri entre dues formes oligomériques (com és el cas de la CE humana,
que es troba en equilibri entre una forma tetramérica i una d'hexamérica (Fleming et al. 2005))
donara lloc a dues bandes diferents. D'altra banda, diverses proteines amb punts isoeléctrics i
pesos moleculars propers poden migrar amb una mobilitat electroforética propera, mostrant-se
com una sola banda en el gel. Finalment, el tipus de revelat que s'utilitza per a la deteccié de
proteines tampoc permet obtenir-ne una informacié quantitativa, doncs la intensitat relativa de les
bandes no dependra tant de la quantitat de proteina, com de la major o menor capacitat de I'enzim
per hidrolitzar els acetats de naftil. Finalment, cal assenyalar que, si bé en la bibliografia cercada
per a la realitzaci6 d'aquest treball no es troba cap exemple d'una CE incapa¢c de degradar
aquests acetats, les estructures cristalografiques descrites fins al moment no situen el centre actiu
en una cara externa de la proteina, sin6 al final d'un canal hidrofobic (Camps et al. 2009; Fleming
et al. 2005). Aixi, tenint en compte l'estructura aromatica dels acetats de naftil, seria possible
I'existéncia de CEs amb una activitat prou baixa per aquests com per no donar lloc a una banda

visible.

No obstant totes les limitacions de la técnica, els resultats obtinguts tenen un valor qualitatiu

comparatiu, doncs si bé la preséncia de la mateixa banda en dos teixits diferents no té perque ser
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degut a una mateixa proteina, si que caldria esperar que la preséncia d'una mateixa proteina en
dos teixits diferents mostrés bandes amb el mateix patré6 de migracié electroforetica. En aquest
sentit, la preséncia d'una banda especifica 0 majoritaria a les antenes si que permet suggerir

I'existéncia d'una CE també especifica o preferent en aquest teixit.

Isoelectroenfoc natiu

En una segona analisi, la técnica escollida per a la separacié de proteines va ser l'isoelectroenfoc
no desnaturalitzant. De la mateixa manera que en la técnica anterior, en l'isoelectroenfoc no
desnaturalitzant diferents proteines poden mostrar una mateixa migracié electroforética. No
obstant, aquesta tecnica si que aporta informacié sobre una qualitat especifica de la proteina: el
punt isoeléctric natiu, que tot i no ser coincident amb el punt isoelectric de la proteina
desnaturalitzada, és també una propietat caracteristica de la proteina. Quan les proteines van ser
analitzades mitjangant aquesta técnica, es va observar novament la preséncia d'una banda
especifica o majoritaria de les antenes en ambdos lepidopters (punts isoeléctrics natius 6,2 i 7,7
per S. littoralis i S. nonagrioides, respectivament). Pels motius exposats a I'apartat anterior sobre
les limitacions de I'electroforesi no desnaturalitzant, resulta impossible concloure (amb les dades
recollides fins al moment) si la CE especifica de les antenes observada en ambdues técniques és
la mateixa isoforma o correspon, en canvi, a dues proteines diferents que, en funci6 de les
condicions de la separacié, migren amb una mobilitat diferent de la resta. D'altra banda, la feble
intensitat d'aquesta banda observada Unicament a les antenes tampoc pot ser atribuida a un sol
factor, sin6 a una combinacié de la quantitat de proteina present i la capacitat d'aquesta per

hidrolitzar I'acetat de naftil.

Pel que fa a la resta de proteines amb activitat CE observades a I'antena, cal destacar que es
trobaven agrupades en un rang de pl d'entre 4 i 6. La informaci6 existent a la literatura sobre les
propietats de les CEs d'insecte és encara escassa i la unica CE antenal de lepidopter de la qual
se'n té informacio fins al moment és la d'Antheraea polyphemus (ApolPDE) (Ishida & Leal 2005).
ApolPDE té un pl natiu de 3,5, més proper a la regi6 de les CEs no especifiques de S.
nonagrioides i S. littoralis, que no pas a la banda majoritariament expressada a les antenes en
aquestes dues arnes. Obviament, amb una sola CE degradadora de la feromona d'un lepidopter
degudament caracteritzada, no es pot fer cap generalitzacié sobre la relacié entre el pl i la funcié
de la proteina. En qualsevol cas, pero, el fet que la Unica banda observada només a les antenes
tingui un punt isoeléctric tan diferenciat (especialment en el cas de S. nonagrioides) és una

particularitat afegida a la seva distribucié tissular aparent.
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5.3.2. Aillament i caracteritzacio de cDNA d'esterases de S.
nonagrioides

Aillament i caracteritzacié de Snon-EST1

El primer intent per aillar un cDNA potencialment codificant per a una CE antenal de S.
nonagrioides es va dur a terme mitjancant una estratégia basada en PCR amb oligonucleotids
degenerats. Aquesta tasca fou duta a terme en col-laboracié amb les doctores Christine Merlin i
Martin Maibéche (Merlin et al. 2007). En el moment d'iniciar aquest treball, la informaci6 present a
la literatura sobre aquest grup d'enzims era encara escassa, i els oligonucledtids van ser
dissenyats a partir d'un alineament de només 3 seqiiéncies: dues esterases identificades a les
antenes de l'arna A. polyphemus (Ishida & Leal 2002) i una tercera aillada de les antenes de
Mamestra brassicae (Maibéche-Coisne et al. 2004). L'amplificacié mitjangcant aquests
oligonucledtids va donar lloc a una presumible CE antenal (SnonEST, renombrada com Snon-
EST1 en el present treball) amb una identitat en seqiiéncia d'aminoacids del 70% de mitjana
respecte de les fins aleshores identificades Apol-ODE, Apol-IE i Mbra-EST. Posteriorment,
l'aparici6 a la literatura d'altres CEs d'insecte ha permeés enriquir les analisis filogenétiques i
establir possibles relacions entre Snon-EST1 i altres CEs d'insecte. Aixi, en la classificaci6 més
acceptada fins al moment per a esterases d'insecte (Oakeshott et al. 2005), Snon-EST1 es situa
en el mateix grup que Apol-ODE i Mbra-EST (figura 5.2.12 de I'apartat de resultats). Tot i tractar-se
d'un grup heterogeni, en el qual s'hi inclouen també algunes CEs degradadores de I'hormona

juvenil, les tres CEs antenals de lepidopter apareixen en un subgrup clarament diferenciat.

Donada l'abséncia de dades funcionals sobre la CE antenal de S. nonagrioides, I'especulacio
sobre el seu possible paper en la degradacié feromonal només pot ser basat en dades provinents
de la seqiéncia mateixa o de les caracteristiques del transcrit. Per una banda, en un experiment
d'hibridacié in situ dut a terme pel grup de les doctores Emmanuelle Jacquin-Joly i Martine
Maibéche-Coisne, el transcrit mostrava una clara localitzacié a la base de les sensiles implicades
en la percepcioé feromonal (Merlin et al. 2007). Aquest resultat, juntament amb la deducci6é d'un
péptid senyal d'excrecié extracel-lular de la proteina, situarien Snon-EST1 molt probablement a la
limfa sensilar, espai on tenen lloc els esdeveniments anomenats "perireceptors" en la deteccio
feromonal. D'altra banda, pero, a diferéncia d'altres seqiiéncies properes com Apol-ODE o Mbra-
EST, que presenten una expressid selectiva o preferent pel teixit olfactiu (Ishida & Leal 2002;
Maibéche-Coisne et al. 2004), Snon-EST1 mostrava una distribucié ubiqua, no essent ni tan sols

['antena el teixit on els nivells de transcrit eren més elevats.

A priori, les Uniques condicions necessaries i suficients per a que una esterasa estigui implicada

en la finalitzacié de la senyal feromonal son la seva ubicacié a la limfa sensilar i la seva capacitat
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per hidrolitzar I'acetat feromonal. Tot i que la prova definitiva per a definir la localitzacié de la
proteina seria l'immunohistologica, les dades recollides fins al moment suggereixen la preséncia
de Snon-EST1 a la limfa sensilar. No obstant, davant I'abséncia de proves funcionals, i sobretot
davant la preséncia d'una banda especifica de les antenes en l'electroforesi nativa de CEs i

l'isoelectroenfoc natiu, es considera interessant l'intent d'aillament d'aquesta CE en particular.

Aillament i caracteritzacié de Snon-EST2p i Snon-EST3p

L'estratégia plantejada per a la identificacié d'una CE especifica de les antenes consistia en aillar
la proteina, obtenir-ne seqiiéncies parcials mitjangant una analisi per espectrometria de masses i
finalment utilitzar aquestes sequéncies per al disseny d'oligonucledtids degenerats dirigits a
amplificar el cDNA de la proteina en questié. Amb aquesta finalitat es va posar a punt una
separacio de proteines bidimensional, que consistia en una primera electroforesi en condicions no
desnaturalitzants, seguida d'una electroforesi en condicions desnaturalitzants. D'entre les
dificultats que es van trobar en aquesta técnica, cal destacar la transferéncia entre les dues
dimensions, que depenia en gran mesura de la correcta desnaturalitzaci6 de la proteina a l'interior
del gel i la consequent interaccié amb el dodecil sulfat sodic, i que es va dur a terme finalment tal i

com es descriu en l'apartat de métodes (pag. 81).

Si bé el resultat d'aquesta electoforesi va mostrar proteines amb un pes molecular al voltant de 60
kDa, compatible amb el de les CEs (Myers et al. 1988), I'analisi per ESI-Q/TOF d'aquestes va
revelar que només una contenia péptids amb identitat per proteines de la familia de les CEs. Aix0
no obstant, tenint en compte que la major part dels péptids identificats en aquella porcié del gel
corresponien a una proteina no relacionada amb les CEs, es pot concloure que la CE era una part

molt minoritaria de la banda observada en la tincié de nitrat de plata.

El fet que la banda analitzada per espectrometria de masses correspongués a una barreja de
proteines, en la qual la CE no semblava ser ni tan sols maijoritaria, suposava una limitacié
important en [l'estratégia de clonatge plantejada. Per una banda, només aquells péptids
pertanyents a regions altament conservades podien ser atribuits a una CE (i utilitzats, per tant,
com a patré per al disseny d'oligonucledtids), perd per I'altra els oligonucleotids dissenyats a partir
de seqliéncies conservades serien susceptibles d'amplificar qualsevol altra CE present a les
antenes de S. noagrioides. No obstant aquesta limitacid, l'amplificaci6 per PCR amb els
oligonucledtids dissenyats a partir dels péptids obtinguts va resultar en una seqiiéncia parcial
anomenada Snon-EST2p. Malauradament, tot i que els dos péptids identificats per espectrometria
de masses es trobaven presents a la seqliencia, Snon-EST2p no contenia el motiu GXSXG,
altament conservat en la familia de les CEs i necessari per a l'activitat hidrolasa. Si bé s'han

descrit diverses CEs no funcionals en aquesta familia de proteines (Oakeshott et al. 2005), en la
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major part dels casos només la serina n'és absent, trobant-se les dues glicines en posicions
conservades en un alineament general amb altres CEs. Aixi, tot i que el grau d'identitat entre
Snon-EST2p i altres CEs (52% amb SICXE10 i 41% amb SICXE3) estaria dins del rang observat
en la familia, cap la possibilitat de que la seqiiéncia amplificada sigui un artefacte resultant dels
processos d'amplificacié i que no correspongui a la sequéncia real d'un transcrit. En qualsevol cas,
I'abséncia d'activitat seria totalment incompatible amb la identitat de la CE objecte d'estudi, que
mostrava una banda en el gel de l'electroforesi no desnaturalitzant i, per tant, activitat sobre

['acetat de naftil.

Les PCR dutes a terme amb els oligonucledtids dissenyats a partir de les seqiiéncies proteiques,
en combinacié amb un oligonucleotid dissenyat a partir d'una regié conservada en diferents CEs,
va donar lloc a una segona sequéncia parcial (Snon-EST3p). Tot i que Snon-EST3p si que
contenia el motiu GXSXG, associat al centre actiu de les proteines d'aquesta familia, les
sequéncies proteiques identificades per espectrometria de masses no tenien una correspondéncia
exacta a la seqliéncia d'aminoacids deduida per a Snon-EST3p, suggerint que Snon-EST3p era
una CE diferent a la identificada per ESI-Q/TOF.

Donat que les dues sequiéncies obtingudes corresponien a un percentatge molt elevat del possible
ORF, es va poder seleccionar una regio apropiada per estudiar la distribucié tissular dels
transcrits. Aquest estudi, dut a terme per RT-PCR, va mostrar una distribucié ubiqua per part de
totes dues CEs. Tot i que han estat descrites nombroses proteines en les que no hi ha una
correspondéncia entre els nivells de transcrit i els del seu producte de traduccié (Brockmann et al.
2007), les limitacions i riscos del procés utilitzat per al clonatge poden haver conduit facilment a
I'aillament d'un cDNA que no es correspongui amb la proteina maijoritaria de les antenes
observada en el gel. El principal inconvenient de I'estratégia emprada és la baixa concentracié a
que es troben les CEs a la limfa sensilar. Segons els calculs realitzats en A. polyphemus, en el
qual unicament s'han pogut identificar tres esterases antenals, aquests enzims es trobarien a una
concentracié d'entre 0,5i 1 uM (Vogt et al. 1985; Ishida & Leal 2005), mentre que altres molécules
olfactives com ara les PBPs podrien assolir concentracions properes a 10 mM (Leal et al. 2005). A
banda d'aquests calculs experimentals publicats a la literatura, l'intent de tenyir un gel natiu de
proteines antenals amb blau de coomassie o nitrat de plata, ambdds menys sensibles que la tincié
per activitat, no va permetre detectar cap banda amb el mateix patré de migracié que les bandes
amb activitat CE. Aquesta baixa concentraci6é obligava a dur a terme I'electroforesi bidimensional
amb una quantitat de proteina total al voltant de 300 pg, molt per sobre de I'habitual (40-50 pg). En
aquestes condicions, la migracié de les proteines a través del gel es veu alterada, podent-se

modificar lleugerament la mobilitat electroforética d'alguna proteina. Donat que la transferencia de
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la proteina es feia a partir d'un carril no tenyit, i tenint en compte la preséncia d'altres CE properes
a la desitjada, resultaria probable la transferéncia de més d'una CE de la primera a la segona
dimensié. Per aquest motiu es va optar per utilitzar l'isoelectroenfoc com a alternativa en la
primera dimensi6. Tal com es comenta a l'apartat 5.2.1 de resultats, la separacié i tincié de CEs
antenals mitjancant aquesta tecnica mostrava una banda majoritaria a les antenes amb un punt
isoeléectric natiu allunyat de la resta. L'electroforesi bidimensional en aquestes condicions va donar
lloc a 4 bandes visibles en la tincié de nitrat de plata. Tot i que tan sols una d'aquestes bandes
(iPA2, figura 5.2.7.) tenia un pes molecular en el rang de I'esperat per a una CE, les quatre bandes
van ser sequenciades per espectrometria de masses. No obstant, cap dels péptids obtinguts tenia

una sequeéncia conservada entre les CEs.

Els dos principals inconvenients a I'hora de purificar una CE antenal d'un lepidopter com S.
nonagrioides sén la baixa concentracié relativa d'aquestes proteines a l'extracte antenal i la
dificultat d'obtenir grans quantitats de teixit per a I'extraccié de proteines. Existeixen a la literatura
dues experiéncies satisfactories de purificacié de CEs a partir d'antenes d'insecte, ambdues dutes
a terme mitjancant dues cromatografies d'intercanvi idnic consecutives. El fet de poder detectar
l'activitat CE mitjangant una electroforesi facilita la seleccié de les fraccions obtingudes en la
cromatografia; no obstant, per tal de poder dur a terme una purificacié amb aquest tipus de técnica
es requereix una enorme quantitat de material biologic. La primera esterasa (Apol-PDE) es va
purificar de les antenes de A. polyphemus i, tot i la gran diferencia de tamany respecte S.
nonagrioides, es va requerir |'extraccio proteica de 900 antenes de l'insecte (Ishida & Leal 2005).
En el segon cas (Pjap-PDE, del coledpter P. japonica, forga més petit que el primer) el nombre
d'antenes utilitzades per a l'extracte proteic va superar les 100.000 (Ishida & Leal 2008). En el
present treball es va utilitzar una estrategia d'electroforesi bidimensional per tal d'aillar una CE
antenal en particular de S. nonagrioides. No obstant, tot i haver assolit I'aillament parcial i la
sequenciacié d'una proteina de la familia de les CEs, la caracteritzacié del transcrit obtingut a
partir d'aquesta sequéncia suggereix que es tracta d'una proteina diferent a la inicialment

considerada.

5.3.3. Identificacio i caracteritzacio de cDNAs de carboxil esterases de
S. littoralis

La identificaci6 de CEs antenals en el lepidopter S. littoralis va partir de I'analisi d'una llibreria de
cDNA antenal, elaborada per les les doctores Emmanuelle Jaquin-Joly i Martine Maibéche-Coisne

i que contenia 20.000 ESTs. Tenint en compte les consideracions anteriors sobre la identificacié de
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proteines amb activitat CE en gels de poliacrilamida, el nombre esperat d'isoformes era superior a
les 7 bandes observades en l'electroforesi no desnaturalitzant de I'extracte proteic d'antenes. De
fet, el nombre de transcrits finalment identificats com a potencials CEs (20 en total) va superar
aquestes expectatives. En un treball similar al dut a terme en S. littoralis, I'exploracié de 5739
ESTs d'un banc de cDNA antenal de Epiphyas postvittana va permetre identificar unicament 5
sequéncies de cDNA potencialment codificants per CEs (Jordan et al. 2008). Tot i que aquesta
xifra era superior a les 3 identificades a les antenes de A. polyphemus mitjangant estratégies
basades en PCR amb oligonucleoétids degenerats o en sequenciaci6 directa de la proteina (Ishida
& Leal 2005; Ishida & Leal 2002), quedava lluny de les 20 isoformes identificades en el present
treball. D'altra banda, les analisis gendmiques dutes a terme en altres espécies, suggereixen que
el nombre de seqiiéncies codificants per CEs podria ser fins i tot superior. Aixi, tot i que les dades
genomiques no aporten informacioé referent al teixit que expressa cada gen, s'han identificat fins a
35 gens de tipus CE en D. melanogaster i 51 en Anopheles gambiae (Oakeshott et al. 2005), 49
en Aedes aegypti (Strode et al. 2008), i 24 en Apis mellifera (Claudianos et al. 2006). Molt
probablement, aquest gran nombre d'isoformes trobades en espécies diferents, respon al fet que
els esters (més especificament els acetats) representen una part molt important tant dels
compostos volatils emesos per les plantes (kairomones) i pels propis insectes conespecifics
(feromones) (http://www.pherobase.com), com dels xenobidtics que entren en contacte amb

I'insecte a través de la dieta o de l'aire.

Les dades funcionals existents sobre les CEs d'insecte sén encara escasses i, per tant, resulta
dificil establir relacions directes entre les caracteristiques de la seqliéncia primaria i el seu
possible paper en el metabolisme d'aquests compostos volatils. Aquesta limitacié es fa
especialment evident en [l'analisi filogenética, estructurada en base als grups proposats
préviament a la literatura (Oakeshott et al. 2005) i definits a partir d'un nombre limitat de dades
funcionals. No obstant, algunes caracteristiques de la sequiéncia condicionen, en certa manera, la

possible funci6 de la proteina.

Aixi, per exemple, I'abséncia de la Ser catalitica en la CE SICXE19 impossibilitaria a aquesta
proteina d'ésser funcional des d'un punt de vista enzimatic. Aquesta caracteristica es correspon
amb l'analisi filogenética obtinguda (figura 5.2.12 de resultats), que ubica SICXE19 en un grup de
proteines no catalitiques, la funcié6 de les quals ha estat relacionada amb la construccié de
sinapsis neuronals (Biswas et al. 2008). Tot i que aquestes proteines han estat generalment
associades al cervell (teixit amb major quantitat de sinapsis neuronals), I'estudi de la distribucié del
transcrit en diferents teixits de l'insecte va posar de manifest que SICXE19 no s'expressava al
cervell. Aquest fet atribuiria a SICXE19 una funci6 en el sistema nervios periféric, tal i com va ser

proposat per la neuroglina 1 de l'abella A. mellifera, que tenia una expressié més pronunciada a
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les ales i a les potes, que no pas al cervell (Biswas et al. 2008).

Una altra caracteristica que restringeix la possible funcié de les CEs és l'abséncia d'un péptid
senyal d'excrecié cel-lular. Aixi, per exemple, les CEs SICXE3, SICXE9, SICXE10, SICXE11 i
SICXE12 no estarien presents a la limfa sensilar, sin6 a l'interior de la cél-lula (ja sigui al
mitocondri o al citosol). A excepcié de SICXE12, les altres 4 CEs van ser ubicades per l'analisi
filogenética en grups amb preséncia d'altres CEs intracel-lulars. Aixi SICXE3 i SICXE10 es troben
en el si d'un grup designat propiament com a esterases mitocondrials i citosoliques, mentre que
SICXE9 i SICXE11 es situen en el grup de les x-esterases, entre les quals s'han descrit CEs
implicades en la detoxificacidé de pesticides i ésters de la dieta (Strode et al. 2008). Tot i que cap
d'aquestes esterases s'expressa de forma exclusiva a les antenes, I'estudi sobre la distribucié del
transcrit mostra com en la major part dels casos sembla ser en aquest teixit on els nivells de
transcrit sén més abundants. Alguns dels acetats presents a I'ambient (ja siguin semioquimics o
xenobidtics), tenen un caracter lipofil degut a la longitud de la seva cadena hidrocarbonada, fet
que els podria donar accés a l'interior de la cél-lula mitjangant un transport passiu a través de la
membrana. Aixi doncs, no resulta estranya I'existéncia d'un catabolisme d'aquests compostos

també a l'interior de la cél-lula.

Finalment, pel que fa a la resta de CEs (aquelles que contenen la Ser catalitica i que so6n
potencialment extracel-lulars per la preséncia d'un péptid senyal), la informacié addicional que
n'‘aporta la sequéncia primaria és limitada i convida a la prudéncia a I'hora d'extreure'n

conclusions.

En l'estudi de la distribuci6 tissular del transcrit, per exemple, s'observa com algunes d'aquestes
CEs s'expressen de forma exclusiva a I'd0rgan olfactiu (I'antena), suggerint una possible
especialitzacié6 d'aquests enzims en la degradacié d'odorants i/o feromones. Aquesta idea és
consistent amb els estudis duts a terme amb els enzims degradadors de feromones de l'arna A.
polyphemus (Ishida & Leal 2005) o del coleopter P. japonica (Ishida & Leal 2008), ambdés
d'expressié especifica a les antenes. No obstant, I'abséncia de dades funcionals sobre altres
enzims amb patrons d'expressio tissular heterogenis no permet establir una relacié directa entre
I'especificitat antenal d'un enzim i una major contribuci6é d'aquest en la degradacié feromonal. De
forma similar, tampoc es pot establir una relacié clara entre la localitzacié d'una determinada
sequeéncia en un grup filogenétic i una major implicacié d'aquest enzim en el procés de degradacié
feromonal. De fet, en combinar les caracteristiques de distribucié tissular del transcrit i
I'agrupament filogenétic, s'observen manques de correspondéncia, com ara el cas de l'esterasa
SICXE13, que tot i compartir un 58% d'identitat amb ApolPDE, té un patré de distribucié ubic

(diametralment oposat a ApolPDE, que s'expressa unicament a les antenes). D'altra banda,
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l'agrupament proposat inicialment per Oakeshott i col-laboradors ha incrementat la seva
complexitat a mesura que s'han aportat noves seqiiéncies a la literatura, generant grups mixtos
que podrien correspondre's, en realitat, a dos grups independents. El cas més evident és el del
grup G (figures 5.1.7 de la introduccid i 5.2.12 de resultats), suportat per un valor de bootstrap de
77% i que inclou dos subgups. Un d'aquests esta format per CEs de I'hormona juvenil (JHE), que
comparteixen una funcié bioquimica molt particular i un percentatge d'identitat forca elevat dins la
familia CEs (45 al 60%), i que podrien ser considerades com un grup amb entitat propia. De la
mateixa manera, algun dels grups que es consideren diferenciats podrien combinar-se en un de
sol. Aixi, per exemple, en l'analisi filogenética d'Oakeshott i col-laboradors (figura 5.1.7), el grup B
conté una gran quantitat de seqliéncies de la mateixa espécie (A. gambiae). Aquest fet pot haver
propiciat la formacié d'un grup propi (que ha estat considerat independent del grup C) que es
caracteritzi per incloure seqliéncies d'una mateixa espécie, i no pas per agrupar enzims amb

caracteristiques similars.

Considerats globalment, els resultats obtinguts aporten 19 noves seqiéncies de CEs de I'arna S.
littoralis, incrementant el total de CEs antenals d'insecte identificades fins al moment. La
informacié disponible sobre aquest tipus de proteines és encara escassa per poder assignar
diferents funcions o graus de participacié en un determinat procés bioldgic en base a la seqiiéncia
primaria. No obstant, el fet de trobar seqliéncies distribuides per diferents grups filogenétics, amb
patrons de distribucié tissular diferenciats i amb evolucions diferents al llarg del desenvolupament
de l'insecte, suggereix que podria existir cert grau d'especialitzacié d'aquests isoenzims en

diferents processos biologics.

5.3.4. Expressio recombinant de carboxil esterases antenals

Expressié en el bacteri E. coli

En una altra etapa en la caracteritzacié dels enzims identificats es va intentar I'expressio
recombinant d'una o més de les CEs obtingudes. Degut linterés inicial en caracteritzar i
desenvolupar inhibidors de CEs per a l'insecte plaga S. nonagrioides, el primer enzim escollit per a
I'expressié recombinant (per a la qual es va utilitzar I'organisme E. coli) va ser Snon-EST1.
L'expressio heterologa de proteines d'origen eucariota en aquest microorganisme ha demostrat
presentar certes dificultats, com ara un incorrecte plegament de la proteina, la preséncia
majoritaria en el gen de codons de baixa freqiiéncia en E. coli i/o la possibilitat de degradaci6 per
proteases (Smith 1996; Makrides 1996). No obstant, I'elevat rendiment obtingut habitualment en
les expressions amb aquest sistema, aixi com la facilitat a nivell d'inversié i infraestructures

encoratjaven a utilitzar-lo per a l'expressié recombinant.
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Per tal de salvar les dificultats anteriorment descrites, es va utilitzar una estratégia d'expressié
amb proteines de fusi6 (caracteristica que aporten pels vectors pGEX i pMAL). Aquesta estrategia,
en que la proteina és traduida a continuacié d'una altra proteina propia d'E. coli, facilita un
correcte plegament i solubilitzacié de la proteina recombinant, i redueix les possibilitats de que
aquesta sigui degradada per les proteases del microorganisme (Serensen & Mortensen 2005).
Addicionalment, es van utilitzar vectors que aportessin tRNAs de baixa frequéncia en E. coli, com
el vector pUBS i la soca d'E. coli Rosetta(DE3)pLys, que conté un vector d'aquestes
caracteristiques. Finalment, es va explorar també l'estratégia d'expressié de la proteina al
periplasma de la cél-lula, fet que ha demostrat millorar el plegament de la proteina en aquelles que
requereixen la formacié d'un o més ponts disulfur (Lauritzen et al. 1991). No obstant, en totes les
estrategies utilitzades, en combinaci® amb les diferents condicions de temps d'inducci6é i
temperatura, la proteina de sobreexpressidé observada apareixia Unicament (0 majoritariament) a

la fraccio insoluble i tenia un pes molecular aparent inferior a lI'esperat.

El conjunt de processos que tenen lloc durant la sobreexpressié d'una proteina recombinant és
altament complex, i qualsevol interpretacié dels resultats obtinguts sense un estudi més detallat és
especulativa i poc concloent. No obstant, en el nostre cas, un cop verificada la integritat de la
sequéncia utilitzada per a l'expressié, una de les hipotesis més coherents amb els resultats
obtinguts és l'existéncia d'una degradacié de tipus proteolitic. La protedlisi és un sistema complex
(alguns dels aspectes del qual encara no han estat elucidats) i altament regulat, que elimina
proteines andmales mitjancant les nombroses proteases presents al citosol, al periplasma o a la
membrana externa del microorganisme (Makrides 1996). Les soques d'E. coli utilitzades en aquest
treball son deficitaries en proteases, especialment en la que ha estat identificada com a major
responsable de la degradacié proteica durant el procés de purificacio OmpT (Sgrensen &
Mortensen 2005). No obstant, I'abséncia d'aquestes proteases no inactiva completament I'activitat
proteolitica del microorganisme (que, d'altra banda, li resulta necessaria per a molts processos
bioldgics). Finalment, tot i que tradicionalment s'havia considerat que les proteines recombinants
que s'expressaven en forma de cossos d'inclusié (agregats insolubles) estaven protegides de
I'accié de les proteases, estudis de degradacié proteica in situ (que tenen lloc durant el procés
d'expressié de la proteina), han demostrat que no resulta necessaria la solubilitzacié de la

proteina per tal que aquesta sigui degradada proteoliticament (Carbonell & Villaverde 2002).

Les dificultats trobades durant I'expressio en E. coli, aixi com altres intents frustrats d'expressié de
CEs en aquest microorganisme publicats a la literatura (Morton & Potter 2000; Delroisse et al.
2005), posaven en tela de judici la idoneitat d'aquest sistema d'expressié recombinant per a CEs
d'origen eucariota. D'altra banda, si bé una proteina recombinant obtinguda mitjangcant E. coli

hagués aportat una informacié valuosa sobre els aspectes mecanistics de l'enzim i la seva
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inhibicié, s'ha observat que determinades glicosilacions, propies dels organismes eucariotes, sén
necessaries per a la integritat de l'activitat de les CEs (Fleming et al. 2005). Per tots aquests
motius, es va decidir abandonar l'expressi6 recombinant de CEs antenals d'insecte en el

microorganisme E. coli.

Expressio en cél-lules d'insecte en cultiu

Com a alternativa a I'expressié recombinant en E. coli es va seleccionar el sistema d'expressié en
cél-lules d'insecte en cultiu, infectades amb un baculovirus recombinant, portador del cDNA de la
proteina a expressar. Tot i que els rendiments esperats per aquest tipus d'expressié sén en
general menors que els obtinguts amb E. coli, aquest sistema ha demostrat ser efectiu en
I'expressié heterdloga de proteines d'origen eucariota. A més, les cél-lules d'insecte en cultiu
contenen la maquinaria necessaria per a dur a terme les modificacions postraduccionals que
requereixi la proteina, aixi com el reconeixement del péptid senyal d'excrecidé extracel-lular,

present en moltes de les CEs identificades.

Simultaniament als anteriors intents d'expressié duts a terme amb E. coli, diverses seqiiéncies de
CEs havien estat identificades en S. littoralis, mostrant una riquesa en la varietat de
caracteristiques de seqiiéncia i patrons d'expressio. Aquest fet va motivar la utilitzaci6 de CEs
antenals de S. littoralis per a I'expressié recombinant en ceél-lules d'insecte. D'entre les 20 CEs
antenals identificades en aquesta arna, les dues seleccionades per a la transfeccio i expressié van
ser SICXE7 i SICXE10. L'esterasa SICXE7 contenia un péptid d'excrecié extracel-lular i tenia un
patr6 de distribucié del transcrit forca especific per I'érgan olfactiu, expressant-se de forma
clarament majoritaria a les antenes i en l'estadi adult. Si bé SICXE8 compartia també aquestes
caracteristiques, la quantificacié del transcrit per PCR en temps real va mostrar com els nivells
d'RNA missatger de SICXE7 eren tres vegades superiors en l'antena del mascle, que a la de la
femella, mentre que en el cas de SICXES els nivells de transcrit eren practicament iguals a les
antenes d'ambdés sexes (Durand et al. 2010a). Per la seva banda, SICXE10 no tenia cap péptid
senyal, suggerint una ubicaci6é intracel-lular, apartada de la limfa sensilar, on tenen lloc els
processos anomenats "perireceptors"” relacionats amb la deteccié feromonal. A més, tot i mostrar
uns nivells de transcrit superiors a la fase adulta que en els altres estadis del cicle biologic de
I'insecte (Durand et al. 2010b), I'esterasa SICXE10 tenia un patré6 d'expressié heterogeni, no
detectant-se transcrit al cervell i les ales, perd si als altres teixits de l'insecte. D'acord amb les
propietats extracel-lular i intracel-lular de cadascuna de les proteines, I'esterasa SICXE7 va ser

purificada del medi de cultiu, mentre que SICXE10 fou extreta a partir d'una lisi cel-lular.
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5.3.5. Assajos d'activitat amb carboxil esterases antenals recombinants
Les dades presents a la literatura referents a I'especificitat per substrat de les CEs suggerien que
tant SICXE7 com SICXE10 podien tenir capacitat per hidrolitzar (amb major o menor eficacia)
diferents compostos de tipus ésters (Wadkins et al. 2001; Hosokawa 2008). D'entre tots els ésters
a que esta exposat l'insecte, se'n van seleccionar tres: dos components de la mescla feromonal de
S. littoralis (el (Z,E)-9,11-14:0Ac com majoritari i el (Z,E)-9,12-14:0Ac com minoritari), i un
compost volatil emés per diferents espécies vegetals i que és detectat tant pel mascle com per la
femella de S. littoralis, el (Z)-3-6:OAc (Durand et al. 2010b).

Carboxil esterasa SICXE7

L'esterasa SICXE7 va demostrar capacitat d'hidrolitzar els tres substrats estudiats. Les constants
cinetiques per als diferents substrats, calculades en unes condicions de reaccié properes a la
velocitat inicial, no van mostrar diferéncies importants entre els dos components feromonals (el
(Z,E)-9,11-14:0Ac i el (Z,E)-9,12-14:0Ac). Aquest resultat confirma I'elevada flexibilitat de les CEs
a I'hora d'acomodar substrats diferents, doncs si bé en algun cas han demostrat ser especifiques
fins i tot per un enantibmer determinat (Ishida & Leal 2008), en general les constants cinétiques
obtingudes sén poc sensibles a petites variacions en la estructura del substrat (Imai 2006). Els
valors numeérics van ser calculats tant pel métode classic d'ajustament lineal (en aquest cas,
utilitzant la linealitzacié6 de Hanes-Woolf), com mitjangant un ajustament no lineal a I'equacié de
Michaelis-Menten. Tot i que actualment es considera més acurat dur a terme ['ajustament no lineal
mitjangant un programa informatic apropiat (Copeland 2000; Cornish-Bowden 2004), el nombre de
concentracions diferents analitzades va ser relativament baix, donant lloc a marges d'error
relativament elevats en aquest ajustament (els intervals de confianga del 95% per a les Km del
component majoritari i minoritari van ser de 16 a 106 uM i de 4 a 60 puM, respectivament). En
qualsevol cas, sigui quin sigui el metode de calcul considerat, els valors de Km obtinguts per als
dos components feromonals es trobaven en un punt intermedi entre els obtinguts per les dues CEs
degradadores de feromona caracteritzades cinéticament fins al moment, I'esterasa Apol-PDE d'A.
polyphemus (Km de 1,2 uM, (Ishida & Leal 2005)) i I'esterasa Pjap-PDE de P. japponica (Km de
754 uM, (Ishida & Leal 2008)). D'altra banda I'eficieéncia catalitica de SICXE7 per als components
feromonals, definida pel quocient entre la Kcat i la Km, va ser de 6x10° M's”", més proper al de
Pjap-PDE (2x10° M's™") que no pas al de Apol-PDE (1x10® M"'s™), calculats ambdés a partir de les

dades presentades en les referéncies bibliografiques anteriors.

Pel que fa al substrat (Z)-3-6:0H, I'afinitat d'aquest compost per SICXE7 va resultar ser forga més
baixa que la dels compostos feromonals (Km d'1,1 mM). No obstant, aquesta baixa afinitat es veia

compensada per una elevada constant catalitica (Kcat de 30,6 s™), que permetia assolir velocitats
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maximes de reaccié de quasi dos ordres de magnitud superiors a les assolides pels components
feromonals a la mateixa concentracié d'enzim. La combinacié d'aquests dos parametres donava
com a resultat una eficiéncia catalitica de I'enzim per aquest substrat de 28x10° M's™, superior a

la observada per als components feromonals.

Les dades recollides fins a dia d'avui sobre l'activitat esterasa a les antenes d'insectes no
permeten treure gaires conclusions d'aquests resultats. Segons les sequéncies identificades,
SICXE7 podria coexistir amb unes altres 14 CEs a la limfa sensilar, aquelles que tenien un péptid
senyal d'excreci6 cel-lular (taula 5.2.4 de resultats) i que, per tant, es troben presumiblement a la
limfa sensilar. Aixi doncs, caldria coneixer l'activitat de la resta de CEs per tal de poder especular

sobre la participacio o el pes especific de SICXE7 en la degradaci6 d'odorants.

Pel que fa a les diferéencies de Km observades entre els acetats feromonals i el volatil de planta,
sembla que aquestes podrien ser coherents amb les condicions en que aquests compostos es
troben a la natura. Per una banda, tot i que no hi ha dades sobre I'emissié de (Z)-3-6:0Ac, és
possible que la concentracié a l'aire dels volatils produits per les plantes en un camp de conreu
sigui major que la de la feromona. D'altra banda, la solubilitat en medi aqués del (Z)-3-6:0Ac és
superior a la dels compostos feromonals. Aquests dos factors suggereixen que la fraccio lliure del
(2)-3-6:0Ac a la limfa sensilar podria ser for¢ca superior a la dels compostos feromonals, fet que

permetria hidrolitzar eficientment aquest acetat, tot i la baixa afinitat per I'enzim.

Carboxil esterasa SICXE10

En el cas de I'esterasa SICXE10, el primer compost en ser caracteritzat des d'un punt de vista
cinétic (i I'unic fins a la data d'elaboracié del present treball) va ser el (Z)-3-6:0Ac. En una analisi
dels nivells de transcrit per PCR en temps real es va observar que I'exposicié de l'insecte a altes
dosis de (2)-3-6:0Ac provocava un augment significatiu dels nivells de transcrit de I'enzim, mentre
I'exposicié al component majoritari de la feromona (Z,E)-9,11-14:0Ac no provocava cap variacio
significativa en els nivells de transcrit (Durand et al. 2010b). Aquesta observacié suggeria que
SICXE10 podia estar involucrada de forma més activa o especifica en el metabolisme d'acetats de
cadena curta alliberats per les plantes. D'altra banda, un experiment d'hibridacié in situ va
localitzar el transcrit a la base de la sensila, la qual cosa li permetria participar en els processos de

degradaci6 d'odorants detectats per I'antena (Durand et al. 2010b).

Els resultats obtinguts dels assajos d'activitat van mostrar una eficiéncia catalitica de I'enzim de
5x10° M"'s” en la degradacio del (Z2)-3-6:0Ac, propera a la observada en altres parelles enzim-
substrat. No obstant, l'afinitat del substrat per I'enzim va resulta baixa (Km d'"11 mM), fent

necessaria una concentracié local relativament elevada per tal que I'enzim pugui treballar a
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velocitats properes a la Vmax. En aquest sentit cal tenir present que, aixi com SICXE7 tenia una
localitzacié extracel-lular, SICXE10 es troba molt probablement al citosol cel-lular. Molts dels
compostos volatils que arriben a les antenes de linsecte son suficientment lipdfils com per
travessar parcialment les membranes cel-lulars mitjangant una difusioé passiva. De fet, s'ha descrit
la participaci6 d'altres enzims intracel-lulars (com ara el citocrom P450 o la glutatié S-transferasa)
en el metabolisme d'odorants (Wojtasek & Leal 1999; Rogers et al. 1999), pero a priori resulta poc

probable que un compost odorant assoleixi concentracions tan elevades a l'interior de la cél-lula.

En el seu conjunt, les dades obtingudes sobre I'esterasa SICXE10 no permeten definir una funcio
especifica per aquest enzim. Pels motius exposats anteriorment, sembla poc probable que el (Z)-
3-6:0Ac sigui el substrat preferent de SICXE10, perd a priori no es pot descartar la participacio
d'aquest enzim en la degradacié de molécules d'odorant (incloent el (£)-3-6:0Ac) que accedeixin a

I'interior del citosol de les neurones sensilars.
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6. Conclusions

1. Ha estat identificat el primer cDNA codificant per una reductasa d'acids grassos de la
glandula feromonal de S. littoralis. La proteina recombinant obtinguda a partir d'aquest
cDNA (anomenada Slit-FAR1) ha demostrat capacitat per reduir els precursors feromonals
(acids carboxilics activats en forma d'acil-CoAs) de S. littoralis als seus corresponents

alcohols.

2. En les condicions de treball utilitzades, la reductasa Slit-FAR1 presenta valors d'eficiéncia
catalitica en el rang de 6,8 x10* a 24,1 x10*s™ en actuar sobre els diferents precursors
feromonals, indicant una baixa preferéncia per algun substrat en particular. D'altra banda,
aquestes diferéncies no tenen una correspondéncia amb les proporcions dels diferents

components en la mescla feromonal d'aquesta arna.

3. Tant l'acetil transferasa de mel6 (CmAAT1), com la cera sintasa/diacil glicerol acil
transferasa de Acinetobacter sp. (ATF) tenen capacitat per acetilar el precursor feromonal
(Z,E)-9,11-tetradecadienol amb una Km® de 7,8 i 163 yM, i una Kcat® de 1,3 x10%s™i 2,1

x102 s, respectivament.

4. Mitjancant técniques de separacié de proteines en condicions no desnaturalitzants s'han
pogut identificar un minim de 7 proteines amb activitat carboxil esterasa a les antenes dels
lepidopters S. littoralis i S. nonagrioides. Si bé la major part de les proteines identificades
tenien patrons d'expressid heterogenis, com a minim una d'elles mostrava una expressio

majoritaria a les antenes en cadascuna de les especies.

5. Han estat identificats 19 cDNAs codificants per carboxil esterases antenals en S. littoralis i
3 en S. nonagrioides. Els diferents cDNAs identificats presenten diferéncies en els patrons

de distribucio tissular, localitzacio cel-lular i agrupament filogenétic.

6. Dues carboxil esterases antenals de l'arna S. littoralis han estat expressades en un

sistema recombinant i caracteritzades cinéticament.

o L'esterasa SICXE7 ha demostrat capacitat per hidrolitzar eficagment els components
feromonals de S. littoralis (Z,E)-9,11-14:0Ac (majoritari) i (Z,E)-9,12-14:0Ac
(minoritari), aixi com el (Z)-3-6:0Ac, emes per les plantes i detectat per la femella de
l'insecte. Les constants cinétiques de I'enzim per als components feromonals han estat
de 49179 uM (per a la Km dels components maijoritari i minoritari, respectivament) i 0,3

s per la Kcat d'ambdds compostos. En el cas del compost (Z)-3-6:0Ac, les constants
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cinétiques s'han establert en 1 mM per la Km i 30,6 s™ per la Kcat.

o L'esterasa SICXE10 ha demostrat igualment la capacitat per degradar el (Z2)-3-6:0Ac,

amb una Km d'11 mM i una Kcat de 50,6 s™
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Abstract

Rapid degradation of odours after interaction with
olfactory receptors is a critical step of the signal
reception process. However, the implied mechanisms
are still largely unknown in vertebrates as well as in
insects. Involvement of odourant-degrading enzymes
in odourant degradation within the antennae has been
shown in some insect species and, in particular,
esterases could play a key role in degradation of sex
pheromones from Lepidoptera. Using a PCR-based
strategy, we isolated cDNAs encoding two new esterases
from two moths which used acetates as pheromone
compounds: the Egyptian armyworm Spodoptera
littoralis and the Mediterranean corn borer Sesamia
nonagrioides. In antennae, both transcripts were clearly
restricted to olfactory sensilla, suggesting their involve-
ment in the degradation of odourant acetate components.

Keywords: odourant-degrading enzymes, antennal
esterases, olfaction, Lepidoptera.

Introduction

Sensitive and specific detection of volatile chemical cues
is essential for insects to interpret their environment and
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communicate with conspecifics. Detection of these
chemical signals at the peripheral level takes place in
the antennae, where several steps occur successively.
While odourant solubilization and delivery by odourant-
binding proteins (OBPs) and detection by membrane-bound
odourant-receptors (ORs) were intensely studied and, in
a large part, deciphered (review in Jacquin-Joly & Lucas,
2005), the last step of odourant degradation is still largely
unknown. Efficient degradation of the signal is, however, an
integral part of the signal reception and transduction
processes. Among the different mechanisms potentially
involved in this termination step, enzymatic degradation is
certainly the most studied and some odourant-degrading
enzymes (ODEs) have been identified in insects, particu-
larly in Lepidoptera (Vogt, 2005). These insects are good
models for this purpose because males possess a highly
specific and sensitive olfactory system, allowing them to
detect small amounts of the sex pheromone released by
females. During their flight through the discontinuous
pheromone trail, rapid deactivation of the pheromone appears
to be crucial for males to obtain a spatial and temporal
resolution of this intermittent signal (Vickers, 2006), and to
allow the olfactory neurones to respond to frequent periodic
stimulations (Vogt & Riddiford, 1981; Vogt, 2003). However,
involvement of ODEs in fast pheromone deactivation is still
debated, because some authors favour a rapid inactivation
by OBPs, followed by enzymatic processes (review in
Kaissling, 2001).

Nevertheless, biochemical approaches have led in the
past to the identification of ODEs belonging to different
families, such as esterases, aldehyde-oxidases, alcohol-
oxidases/dehydrogenases or cytochromes P450 (review in
Vogt, 2005), a diversity that could be correlated with the
variety of chemical structures of pheromones. In pioneering
works, esterases from the silkmoth Antheraea polyphemus
were studied two decades ago, and four esterase isozymes
were isolated, one from the sensillum lymph (Apol-SE), two
from its antennal integument and one from its scales (Vogt
& Riddiford, 1981, 1986; Klein, 1987). As the four esterases
were able to degrade the ester components of the phero-
mone blend, it was proposed that Apol-SE removes the
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pheromone inside the sensillum lymph, thus maintaining
the ability of the olfactory neurones to respond to new
stimuli. The other esterases should participate in removing
the hydrophobic pheromone from the integument and the
cuticle of the insects, in order to reduce background noise
(Vogt & Riddiford, 1981; Vogt, 2005).

Although the catabolic properties of ODEs towards
pheromones were demonstrated biochemically many years
ago, few antennal esterase genes have been characterized
to date. Indeed, molecular data are available in only three
species, two Lepidoptera (A. polyphemus and the cabbage
armyworm Mamestra brassicae), and one Hymenoptera
(Apis mellifera). Three esterase cDNAs have been charac-
terized from A. polyphemus antennae: a putative integu-
mental esterase (Apol-IE) expressed in the antennae and
legs of both sexes, and two male antennae specific este-
rases: a putative odourant-degrading enzyme (Apol-ODE;
Ishida & Leal, 2002) and a pheromone-degrading enzyme
(Apol-PDE; Ishida & Leal, 2005). Interestingly, purified
Apol-PDE enzyme was shown to inactivate the pheromone
with kinetic parameters compatible with male moth behaviour
during its flight toward the pheromone plume, suggesting
that it could thus correspond to the Apol-SE formerly char-
acterized (Vogt et al., 1985). In the noctuid moth Mamestra
brassicae, we have cloned an esterase expressed in the
antennae of both sexes (Maibeche-Coisne et al., 2004)
with an expression restricted to olfactory sensilla, including
pheromone-sensitive ones. This localization is compatible
with a function in the degradation of sex pheromone ace-
tate components. Finally, in the bee A. mellifera, an anten-
nal esterase overexpressed in drones, and potentially
involved in the blockage of acetate pheromone signalling
in this caste, has been also identified (Kamikouchi et al.,
2004). All of the antennal esterases characterized to date
belong to the carboxyl/cholinesterase family, whose
members present a great structural and functional diversity
(Oakeshott et al., 1999).

Despite the few biochemical and molecular data avail-
able, as many of the components identified to date in sex
pheromone blends or in plant scents are esters (Vogt,
2005), we can suppose that olfactory esterases are widely
present in insects, and particularly in moths. In order to
improve our knowledge of this kind of enzyme, and to
obtain a larger repertoire of candidate genes, we started a
comparative study of the antennal esterases of two moths,
Spodoptera littoralis (Slit) and Sesamia nonagrioides
(Snon), which use two different types of acetates as main
sex pheromone components. Esterase activities have been
found previously in their antennae (Duran etal., 1993;
Quero et al., 2003), and studies with esterase inhibitors
revealed an inhibition of olfactory neurone responses to the
pheromone blend (Quero et al., 2004). We thus focused
our work on the characterization of their antennal esterases
using biochemical and molecular approaches. We first

investigated their diversity in the antennae and their distri-
bution throughout the body by native PAGE and naphthyl
acetate staining. In each species, a PCR-based strategy
using degenerate primers led us to characterize two full-
length cDNAs encoding esterases from male antennae,
called Slit-EST and Snon-EST. Their expression patterns
were studied by Northern-blot and in situ hybridization.
Although the two transcripts were expressed in all of the
tissues tested, their cellular localizations in the antennae
at the base of olfactory sensilla, including the pheromone-
sensitive ones, suggested that they could be involved in the
degradation of acetate volatiles, including the components
of the sex pheromones of these two species.

Results and Discussion

Esterase activities in various tissues of S. littoralis and
S. nonagrioides

Because global esterase activity has been detected in in
vitro experiments of hydrolysis of the pheromone acetates
in male antennae of both species (Quero et al., 2003), we
investigated the presence of esterases responsible for this
catabolism in the antennae of the two moths. After separa-
tion of male antennal homogenates by 10% native PAGE
and staining with o-/B-naphthyl acetate, at least seven bands
were detected in the antennae of both species (Fig. 1A).
These patterns are more complex than those observed in
the antennae of M. brassicae and A. polyphemus, with five
(Maibéche-Coisne et al., 2004) and two bands (Vogt &
Riddiford, 1981; Ishida & Leal, 2002), respectively. How-
ever, in this latter species, recent molecular data showed
that these two bands could in fact correspond to three
cloned esterases, Apol-IE, Apol-ODE (Ishida & Leal, 2002)
and Apol-PDE (Ishida & Leal, 2005), leading to the hypoth-
esis of a putative comigration of some of these proteins at
the same level in native PAGE gels. If similar comigration of
esterases could occur in S. littoralis and S. nonagrioides,
we could expect that more than seven genes would be
expressed in the antennae. Comparison of the migration
patterns of male antennal esterases in both species on the
same gel showed that five bands migrated similarly, sug-
gesting that the corresponding proteins could share close
structural features (Fig. 1A). On the other hand, esterase
migrations in antennae and other tissues also revealed a
great number of bands in non-olfactory tissues, but most of
them were also present in the antennae (Fig.1B). In
S. littoralis, although one band seemed enriched in antennae
and wings, there was no obvious olfactory-specific band, in
contrast to S. nonagrioides, in which one band appeared
antennae-specific (Fig. 1B; arrow and arrowhead, respec-
tively). In the two moths, the esterase profiles of antennal
extracts were comparable in both sexes, as previously
observed for other noctuids such as Trichoplusia ni
(Ferkovich et al., 1980) and M. brassicae (Maibeche-Coisne
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Figure 1. (A) Esterases from male antennae of S. littoralis (Slif) and S. nonagrioides (Snon) separated on a 10% native polyacrylamide gel and stained with
o-/f-naphthyl acetate. Numbers on left indicate bands with similar migration patterns between the two species. (B) Esterase patterns in different tissues of
S. littoralis and S. nonagrioides, f: females; m: males; Ant: antennae; Br: brains; Pro: Proboscis; Le: Legs; Wg: Wings; Th: Thorax; Abd: Abdomens. Arrow
indicates a band overexpressed in Slit antennae and wings, whereas arrowhead represents an antennal specific esterase in Snon.

et al., 2004). This lack of sex differences is in contradiction
with the data from the saturniid moth A. polyphemus,
where Apol-PDE and Apol-ODE are clearly male-specific
(Ishida & Leal, 2002, 2005). As found in other moth species
(reviewed in Callahan et al., 2000), S. littoralis females
are able to detect various acetate compounds, including
their own pheromone (Ljungberg et al., 1993). This auto-
detection remains to be established in S. nonagrioides,
but this, as shared by various Lepidoptera females, could
explain the apparent lack of sex differences observed in
esterase patterns. Contrary to the situation observed in A.
polyphemus, the complex patterns of esterase bands in
the antennae of these moths that use acetate compounds
in their pheromonal and general odourant communication
strongly suggests that the degradation of esters in the
antennae could be performed by the intervention of numer-
ous esterases.

Characterization of two antennal esterase cDNAs from
both species

To further investigate the antennal esterases in S. littoralis
and S. nonagrioides, we have undertaken the cDNA clon-
ing of these genes in the two species. Two cDNA products
were amplified by RT-PCR from male antennae using dif-
ferent strategies. In S. littoralis, a 950-bp cDNA product
was amplified using two degenerate primers deduced from
highly conserved regions of various insect esterase
sequences. After cloning and sequencing, the deduced
amino acid sequence appeared to belong to the esterase
family. It was then extended to the 5” and 3’ region by 5" and
3" RACE-PCR. In S. nonagrioides, a 1340-bp cDNA prod-
uct was directly amplified by 3" RACE using a degenerate
primer deduced from a conserved region of insect este-
rases, and then extended to the 5 region. This led us to

© 2006 The Authors

obtain two full-length cDNAs of 2835 and 1854 bp, called
Slit-EST and Snon-EST, respectively. Slit-EST sequence
analysis revealed that it contained a 1683-bp ORF, with a
119-bp 5 untranslated region (UTR) and a 1033-bp 3’
UTR. Snon-EST was composed of a 1593-bp ORF, with a
41-bp 5" UTR and a 220-bp 3" UTR. The complete ORFs of
the two putative esterases were amplified with a high fidel-
ity Tag DNA polymerase and sequenced, confirming that
the sequences obtained did not correspond to chimeras.
Slit-ESTand Snon-EST sequences were deposited into the
GENBANK database under accession numbers DQ680828
and DQ680829, respectively. Slit-EST and Snon-EST
encode proteins of 558 and 530 amino acids (Fig. 2) with
calculated molecular masses of 63 kDa and 60.0 kDa and
isoelectric points of 8.4 and 7.0 (MWCALC; Infobiogen).
Signal sequence cleavage sites were predicted between
GiIn-16 and GiIn-17 for Slit-EST and between Ala-19 and
Val-20 for Snon-EST (SignalP 3.0; Bendtsen et al., 2004),
adding support to the theory that they could be secreted
proteins, as known for other antennal esterases. Slit-
EST showed five potential N-glycosylation sites predicted
by NetNGlyc 1.0 Server, as Apol-ODE (Ishida & Leal,
2002), whereas Snon-EST exhibited only four potential N-
glycosylation sites. Moreover, the two deduced polypeptides
Slit-EST and Snon-EST displayed the Ser-active site (Ser-195
in both sequences) included in the conserved pentapeptide
Gly-X-Ser-X-Gly common in enzymes of the o-/-hydrolase
family (Oakeshott et al., 1999) (Fig. 2). Comparison of Slit-
EST and Snon-EST sequences with known antennal ester-
ases revealed that Slit-EST was very close to Apol-ODE,
with 63.5% of sequence identity, whereas Snon-EST was
quite different from other known antennal esterases, with
a maximum of 25% of identity with Slit-EST. As shown in
the phylogenetic analysis, these three esterases clustered

Journal compilation © 2006 The Royal Entomological Society, 16, 73—81
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———————————— MKWLVLLSLIAA- - -RMVOQPTQPVRTRSGLVRG- - -TVSRNGKFFQYFGIPYATVDDSN-RFQAPLPPPTWTGIF

S1it-EST
Snon-EST @ ---------------- MFITLIFLLLCAVWSSVSAVSENVTVETKKGTIVGFKNDGYNVFFGVPYAKVDEGN-PFGNYLDHENFQQPF
Mbra-EST - -MKKYLKSLSSLKLLVLISLWVG---PLVSQPTAPVQL-SGQARG- - -EVASDGSHLQYFGIPYATV--TN-RFQEATPNPKWEGVY
Apol -PDE ----MFLKLFIFVATVGLASTA--------- DSNPVVTVTQGALQGAWKTSAKGRDYASFQGVPYAIPPTGEYRFKEPQELTSWDGTW
Apol-ODE ------------ MKWIALLSLIVA---NFIHQPSPVVRITSGYVRG---RVSENGKFYEFLGIPYGTVEDSN-RFQGPLPPPKWDGIF
Apol-IE MFYKLLFCLCIVAAHAGEQDTSKTADCKTHKDEVPIATSQSGVFRGSWMTTRRGRRFQAYRGIRYAEPPVGELRFQPPKPILYYKDVV
. . Lo o T . T
S1it-EST DAVDENTWCPQY-SSG-IIIGKPNCLK-NVYTPTRITKP-L-PVMVFIHGGCFFSGTGSPFLYGGDFLAENDVVFVGINYRLAVEGFL
Snon-EST IANDSSIICPQ---VISKVGGVLQCLRLNIYVPHTANENHPVPVLVWFHGGGF - - IFGSANDYGGQHLAKHDITIVITVNYRLGPYGFL
Mbra-EST DANNEHIRCKQR-FHPTPDMGDEDCLTVNVYTPVEPSDS-LRPVMVFIHGGAFRDGSGSPFLYGPKYLVKHGVILVTFNYRLEILGFL
Apol-PDE NATEPLSACLQYDPFSDSITGNEDCLYLNIHTPNISSDA-SLPVMVFIHGGAF--MYGEGSVYDPIYFMDYDMVVITEFNYRLGPLGFL
Apol-ODE EAINENTWCPQP-SVGHIVLGEANCLKLNVLSPVTTKSK-L-PVMVYIHGGCFFSGTGSPFLYGGDFFAENDVVFVGINYRLSVEGFL
Apol-IE DASKEGPACPL--PVPDDYYVDEDCLAINVYTPNNKVKK-PLPVIMYTIHPGAFYAFTGRSDVAGPGYLLDRDIVFVAFNYRLATLGFM
N D I 1 T D D R . L. . | .
S1lit-EST CLGIKEAPGNAGLKDQIAALKWIQONIEAFGGNPNDVTIFGBESAGAVSTSFLMLSPAARGLFHKAILQSGSSLVPWGLQHDPIGTASV
Snon-EST CLDDESVPGNQGLKDQIGALRWVKEHIGAFGGDPDKVTIAGESYGEGAVDLHLYS-MYETLFNKATIESGSIFTPGFYRHGDDKAAVT
Mbra-EST CLGIKEAPGNIGLKDQVQALKWVKRNIRVFGGDPDNITIFGESAGSASVSYHLLSPMSKGLFNRAILQSGSALSFWALQFEPLKIASL
Apol-PDE STADDVIPGNNGLKDQSFALHWVKNNIKMFGGNPDSITLTGECSAGGEASVHYHYLSQLSRDTFHRGIAFSGSAFDPWAFAVKPVONANT
Apol-ODE CLGIKEAPGNAGLKDQ-AALKWIQENTHQFGGDPKSVTLFGESAGAVSTSFMILSPAAKGLFHRATILQSGSSLAPWGLQHDPIRRASA
Apol-IE STGDKLAPGNNGMKDQVMAMRWVQRNIAAFGGDPNSVTLAGYSAGEISVMLHMISPMSKGLFHRGISMSASPINKEPLPNNFQSLAVK
S1it-EST LVKKLGYDTKDPKKIHKILSNKSAKEiLDTISQFEDKYCVAEKDLFVPCIENPIEGVEPVVTEYPTDiLKSGNYTKVLMIIéYTD—E
Snon-EST LAKHMGHRVRTTRKALEALAKEDPIDVMTAARNLTMR- ------- LTPCRETRFRRSQHFVTKCINHLNNTDRIKKIPIMIGYNSKED
Mbra-EST HAQOMGYTTTDPKEIYNLFNNVTADELLSYYVPRKEGDIVESDIIFVPCVEKKIRRVTPFLPDSPYNLITQGKYNKVPITIIGFNSAE-
Apol-PDE LASIVGCSSDTSTEILNCLMDASAED IVNAQNEMFDWKV-KLFSHFTPTIEAA-EVEDAFLNKYPYQAAVDGDMLNVPLITAMNAQE -
Apol-ODE LVKKFGYDTVDPREIYSIISNRTINELINAL-KYEDKYC-ADENIFVPCVENKIDGVEAVVTDYPSNVIKSGNYTKVPMIIGYTDNE-
Apol-IE QAQIVNCSTASNQAIVDCLKTISWKVLGDSLPQFFVGGD-PI-GLWGPVVEND-FGQERFLDIQPLDAIRQGRFHSVPHIISQTKYEF
S1it-EST GIYFAAADYGTSIKNNSKPIEIFNSLQPDMEFPSEiEKNCTGEVlLRHYgs————SYéADLlTN&VELYSDVHFKIPLVLESELYTRT
Snon-EST F----GTYANKQQDFYDNLQDIFSKDLONNFDVTKSELEKLSDIVRTFYLGSKKIGPE--AMLELSDYSSDFKLNFAVEKSVARYMEQ
Mbra-EST GYYFAGKENDTTLSK- ---IDFYKAMPRDLTFPFDEEKVKTANRLNELYLAGDKITKEKSSLEKLARFKGDADIIYPVLATIDLFLQT
Apol -PDE GLYPGAADLIYLDEIESQWSVVARDLFKYNDTLSSTLWSDVAAKIKEEYFGDETVSED--TFSQLVEALTDRLFIMDIGRLAETHALK
Apol-ODE GIFFVAADYGLSIKNNTE-LNIMRNLQTDLEFPNEWEKNCTELNIKKHYFS----SYDDDMIMNVVGLYSDLHFKFPIILESRMYAET
Apol-IE F-YQ-VFELFKNDTLITRMNDDWETAARVSFLLPEKNIRAAANKLKEVYLEGKPVAKDNRTIQGVGGLYRDSITSLGVHRMANLMCRH
- | - \ | | -
S1it-EST SHQPIYYYLFRYGGLRNMPKIISGFHNMVQGASHADELFYLFK-PHALPLLHS - -EKHM- ITRMVITMWTNFAKYTDPTPHRS--PLTP
Snon-EST GGN-VYKYMFSYIGGSEYQNVTGA------ GAIHTEELKYLFEMTFELKSD- - - -EQRMIRDKMTTMWANFVKFGNPTPEKT - -PLLP
Mbra-EST TRKPVYAYKFNYDGLLNLAKMTHGFR-KSPGATHGDELFYLFS-TLTLPALS---EVSF-IDKFTTLWTNFAKYSDPTPASS--SISP
Apol-PDE SGQATYVYKYSYRATTSLSNLLANNE-EDYGVCHCDDVLHIFNYPYIDARTDTDLOMIYNLCEMI - - -YTYASTGTPVMAGSDIEWLP
Apol-ODE TNQPIYYYLFKYSGFINMPKIISGFA-MTGGASHADELFYLFK-PRSFPLPQRWLESEM- IKRMVTLWTNFAKYGEPTPRSS--RL-P
Apol-IE SKHPVYYYEFSYFGDNSHYEDPVTGK-P-FGAVHHDDLIYLLTMSYRFPVIETTSPHSYVIDEMTALWYNFARYDDPNPRGDTPELNS
S1it-EST FRWHPSRRHNPTALIIDSKLSTAPLW—EHSSVRLW&DTYNKYRRKNYGVKQYQQDNSVLSIDHLKS 558
Snon-EST VIWEPVTGNTRPYLNIDVTMSMEDHA-YRERMAFWDLFTQKYETKSSCKKMSN------------ - 530
Mbra-EST -KWEPAAVEDPRLLLIDRECSMEPVWGDNEAWRFWNETYALYRRKN-----------------—--- 546
Apol -PDE VISGDSEINYLEIFS-PNSTEMKSSS-DFGRRSFWDNLG-IIENKNYNATLIAEL----------- 555
Apol-ODE FRWRPSRNTNPTALVIDSRITTAPMW-EHASVALWNDTYNKYRRNDYGFKNVHIPESIMRR----- 553
Apol-IE LVWPVMKPDDRKYLRIGNKLTVHKNM-FEDRYKVWDELY-PIQY---------------—--—-—--- 560

Figure 2. Alignment of Slit-EST and Snon-EST predicted amino acid sequences with M. brassicae antennal esterase (Mbra-EST; GENBANK accession

no. AY390258), A. polyphemus pheromone-degrading enzyme (Apol-PDE; AY866480), odourant-degrading enzyme (Apol-ODE; AAM14415) and integumental
esterase (Apol-IE; AAM14416). The residues of the catalytic triad (Ser'®, GIu**’ and His**) are highlighted in grey and the Ser catalytic sites boxed. The putative
signal peptides are underlined and the potential glycosylation sites are in bold. Identical and similar amino acids are indicated by dots and vertical lines, respectively.

with the antennal esterase from M. brassicae (Fig. 3). This
group of antennal esterases was separated from another
one in which Apol-PDE clustered with insect B-
esterases and Apol-IE with a dipteran homologue.
Carboxyl/cholinesterase members are known to show a
great diversity in their substrate recognition as well as in
their catalytic parameters (Satoh et al., 2002). Consistent

with their functional diversity, their sequences are also highly
divergent (Cygler et al., 1993), and the olfactory members
of the family do not appear to be an exception to the rule.

Tissue distribution of Slit-Est and Snon-Est

Slit-Estand Snon-Esttranscriptions in various tissues were
examined by Northern blot using rpL8, a gene encoding an

© 2006 The Authors
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ubiquitous ribosomal protein, as positive control (Fig. 4).
The sizes observed for the two transcripts (~2800 bp for
Slit-EST and ~1900 bp for Snon-EST) were in agreement
with the corresponding cDNA lengths. The two genes were
expressed in male antennae but also in all other tissues
tested. In particular, Slit-EST and Snon-EST presented
higher expression in legs (Fig.4A) and legs and wings
(Fig 4B), respectively. In both species, the two genes were
expressed in female antennae. This was demonstrated
by RT-PCR in S. nonagrioides (data not shown). In
S. littoralis, the ratio of Slit-ESTto rpL8 was quite the same
between male and female antennae, confirming the lack
of sex differences previously observed after native-PAGE.
The ubiquitous expression pattern of these two esterases
was not incompatible with a putative function in odourant

© 2006 The Authors

molecule degradation, as they were also expressed in
olfactory organs. Indeed, in spite of its expression in all
tissues of A. polyphemus, including the antennae (Ishida &
Leal, 2002, 2005), integument esterase was demonstrated
also to efficiently degrade the acetate components of the
pheromone (Vogt & Riddiford, 1981).

Expression of Slit-Est and Snon-Est within the
male antennae

The cellular localizations of Slit-EST and Snon-EST in anten-
nae have been specified by in situ hybridization (Fig. 5).
The male antennae of the two species present different
morphologies, filiform in S. littoralis (Ljungberg et al., 1993)
and comb-like (bipectinate) in S. nonagrioides (Solinas &
Trona, 2002). They are dorsally covered with scales and
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Spodoptera littoralis

Figure 5. Expression patterns of Slit-EST (B, C, D, E) and Snon-EST (G, H, 1) after in situ hybridization on sections of male antennae. SEM ventral views of
S. littoralis (A) and S. nonagrioides (F) male antennal segments showing the localization of scales (sc), long (Ist) and short (sst) sensilla trichodea, sensilla
chaetica (sch) and sensilla styloconica (ssty). Longitudinal (B, G) and transversal (C, H) sections with labelling restricted to the ventral side carrying olfactory
sensilla. (D, 1) Details of sensilla trichodea showing intense labelling at the base. (E) Section through the cuticle with unlabelled sensilla coeloconica (sco) that
resemble flowers. Bars: 200 um in F; 100 umin A; 50 umin B, C, G, H; 10 um in D, E, 1.

carry olfactory sensilla on the ventral side. S. littoralis
male antennae support long and short sensilla trichodea
(Ljungberg et al., 1993), with the larger situated more
laterally and the smaller more ventrally (Fig. 5A). In S.
non-agrioides, olfactory hairs are distributed across both
portions of the lateral and the medial processes; the former
carrying a great number of sensilla trichodea (Fig. 5F). In
both species, the responses of these different olfactory
sensilla to the components of the pheromone blend have
been characterized by single cell recordings. In S. littoralis,
the most lateral long sensilla respond to (Z,E)-9,12-
tetradecadienyl acetate (Z9E12-14Ac) and (Z)-9-tetradecenyl
alcohol (Z9-140H), whereas the other long and the short
sensilla trichodea respond to Z9E11-14:Ac (Ljungberg
etal., 1993). In S. nonagrioides, two functional types of
sensilla trichodea have been described: type A responds to
(2)-11-hexadecenylacetate (Z11-16Ac) and to the corre-
sponding aldehyde (Z11-16Ald), and type B to Z11—-16Ac
and to Z11-160H (Quero et al., 2004). After in situ hybrid-
ization, Slit-EST and Snon-EST signals were restricted to
the sensilla side of the antennae, with no labelling on the
scale side (Fig. 5B,C,G,H). For the two genes, signals were
located just below the cuticle, at the base of the sensilla

trichodea (Fig. 5B,C,D,G-I), in cells that could be acces-
sory cells surrounding sensory neurones, or the neurones
themselves. On the longitudinal sections, the distinction
between long and short sensilla trichodea was not possi-
ble. However, in transversal sections of S. littoralis male
antennae, the labelling was observed all over the ventral
and lateral surface suggesting an expression of Slit-ESTin
both long and short olfactory sensilla (Fig. 5C). Sensilla
coeloconica, typical structures that resemble flowers in
scanning microscopy and known as olfactory in some spe-
cies (Pophof, 1997), but whose function is still unknown in
S. littoralis, were not labelled (Fig. 5E). In male antennae
of S. nonagrioides, olfactory sensilla were labelled but
no labelling was observed in sensilla chaetica, which are
thought to function in gustation in other Lepidoptera
(Jorgensen et al, 2006), nor in sensilla styloconica, a
thermo-hygro receptor (Fig. 5G). In transversal sections of
antennae, a great number of spots were observed, proba-
bly corresponding to labelling of long and short sensilla
trichodea (Fig.5H). Our results suggested that Slit-EST
and Snon-EST were expressed in sensilla types involved
in responses to different acetate components of the phe-
romone blend, and could consequently be implicated in

© 2006 The Authors
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Table 1. Primers used for the molecular cloning of two antennal esterase cDNAs from S. littoralis and S. nonagrioides

Primer name Primer sequence

Amino acid motif

Spodoptera littoralis

SIESTUp1 5-AACTTTGGMCTNAARGAYCA-3’ NAGLKDQ
SIESTDo1 5-AAAGTTRGYCCACAKWGT-3’ TMWTNF
3’ESTSIUp 5-GAGCCCGTGGTGACGGAATACCCGACC-3’ EPVVTEYPT
5’ESTSIDo 5-GAAGACCCCACGGGACCAATGAAGAGCC-3’ GSSLVPWGL
SIESTorfUp 5-ATGAAGTGGTTAGTGCTGCTGTCGC-3’ MKWLVLLS
SIESTorfDo 5-TTATGACTTTAAGTGATCTATAGAGAGTACGCT-3 MHARAA
SIESTUpsp 5’-ATACTACAAAGTGGCTCTTCATTGGTC-3’ ILQSGSSLV
SIESTDosp 5-CTTGAACAGGTAAAACAGCTCGTC-3’ DELFYLFK
Sesamia nonagrioides

3’ESTSnUp 5-AACTTTGGMCTNAARGAYCA-3’ NQGLKDQI
5’ESTSnDo 5-TGCCCCACCACCATAGCTTTCGCCAG-3’ GESYGGGA
SnESTorfUp 5-ATGCATGCTCGAGCGGCC-3’ SVLSIDHLKS
SnESTorfDo 5-TTAATTGTACATCTTCTTACATGAACTCTTTGT-3" TKSSCKKMYN
SnESTUp 5- ATGATTGGCTACAATAGTAAAGAAGACTTT-3 MIGYNSKEDF
SnESTDo 5-TGTCTTTTCAGGCGTTGGGTTCCC-3 GNPTPEKT

degradation of acetate pheromone components. In addi-
tion, we can not exclude a role for these enzymes in the
degradation of plant volatiles with an ester functional group.

In conclusion, we have highlighted in the present work the
occurrence, in the male moths S. littoralis and S. nonagrioides,
of a greater number of antennal esterases than previously
observed in other Lepidoptera. In each species, one cDNA
encoding a putative extracellular esterase expressed in all
tissues tested has been characterized. As in other noctuid
moths, no sexual dimorphism was observed in the expres-
sion patterns of the two genes. In male antennae, the
expression of Slit-EST and Snon-EST were precisely
localized at the base of olfactory sensilla, compatible with a
function in the degradation of volatile acetate compounds,
either pheromones or plant volatiles. The screening of an
antennal cDNA library from male S. littoralis, in progress
in our laboratory, will certainly allow us to identify other
olfactory esterases in this species, as revealed by the bio-
chemical approach used in the present study. All of these
esterases could contribute together to the degradation
of acetate odourants, in agreement with their substrate
specificities.

Experimental procedures

Animals and tissue collection

The two species were reared in the laboratory, sexed as pupae and
maintained at 20 °C and 60% humidity until emergence. Dissected
tissues from sexually mature males (antennae, brain, proboscis,
wings, legs, thorax and abdomen) and females (antennae) were
frozen in liquid nitrogen and stored at —80 °C until use. For in situ
hybridization, male antennae were removed from adults, cut into
pieces and fixed overnight in 4% paraformaldehyde (PFA) at 4 °C.

RNA isolation and cDNA synthesis

Total RNAs were extracted with TRIzol reagent (Gibco, BRL, USA)
and treated with DNase (Promega, France). Single-stranded

© 2006 The Authors

cDNAs were synthesized from 1 ug of total RNAs from various tis-
sues using 200 U of M-MLV reverse transcriptase (Advantage™
RT-for-PCR kit, Clontech, USA). For 3’ and 5 RACE-PCR, anten-
nal cDNAs were synthesized from 1 ug of male antennal total
RNAs at 42 °C for 1.5 h using the SMART™ RACE cDNA Ampli-
fication kit (Clontech) with 200 U of Superscript Il (Gibco, BRL,
USA), 5-CDS-primer and SMART Il oligonucleotide.

Cloning of a putative esterase antennal cDNA in male antennae of
the two moths

For S. littoralis esterase amplification, two degenerate primers,
SIESTUp1 and SIESTDo1 (Table 1) were designed according to
highly conserved regions of various insect esterase sequences.
PCR was carried out with 1 U Tag DNA polymerase (Invitrogen,
USA) using an annealing temperature of 50 °C and 40 cycles of
amplification. The 950-bp PCR product obtained was gel purified
(GenElute™ Minus EtBr Spin Columns, Sigma, USA) and cloned
into pCR II-Topo plasmid (Invitrogen). Recombinant plasmids were
isolated by mini preparation (QIAprep® Spin Miniprep Kit, Qiagen,
France) and sequenced (GenomeExpress). For S. nonagrioides,
3’ RACE-PCR was achieved with Universal Primer Mix (UPM;
Clontech) and a degenerate primer (3’ESTSnUp, Table 1) corre-
sponding to a consensus sequence conserved in various insect
esterases. Touchdown PCR was performed as follow: after 5 min
at 94 °C, three cycles of 30 s at 94 °C, 30 s at 60 °C and 30 s at
72 °C, three cycles of 30 s at 94 °C, 30s at 57 °C and 30 s at
72 °C, then three cycles of 30 s at 94 °C, 30 s at 54 °C and 30 s
at 72 °C, followed by 25 cycles of 30 s at 94 °C, 30 s at 50 °C and
30 s at 72 °C, with a final elongation step of 5 min at 72 °C. The
1340-bp PCR fragment generated was purified, cloned and
sequenced as described above.

The sequences of the 950 bp and 1340 bp PCR products from
S. littoralis and S. nonagrioides, respectively, were analysed
using BLAST (Altschul et al., 1990) and GenedJockey software
(Biosoft, Cambridge, UK), leading to the identification of these two
fragments as putative esterases. The 3" and 5’ regions of the
corresponding cDNA from S. littoralis were obtained by 3'-5
RACE using two specific primers (3’'ESTSIUp and 5’ESTSIDo,
respectively). For S. nonagrioides, the 5’ part of the corresponding
cDNA was obtained by 5" RACE, using a specific antisense primer,
5’ESTSnDo. Touchdown PCR was performed as described in
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Maibeche-Coisne et al. (2002). The different PCR products obtained
were purified and cloned as described above.

By merging the overlapping sequences obtained by PCR ampli-
fication, 3" and 5 RACE, two putative full-length cDNAs of 2835 bp
and 1854 bp, called Slit-EST and Snon-EST, respectively, were
generated in each species. In order to confirm the complete
sequences, two pairs of specific primers (Table 1) were designed
according to the Open Reading Frame (ORF) of the putative
esterases of both species: SIESTorf Up/Do for S. littoralis and
SnESTorf Up/Do for S. nonagrioides. Thirty-five cycles of PCR
were performed with the high fidelity Tag DNA polymerase PHU-
SION (1 U; Finnzymes, Finland) and 1 ul of 3’-ready cDNA, with
annealing temperatures of 58 °C for Slit-EST and 50 °C for Snon-
EST. cDNA fragments were cloned and sequenced as described
above for sequence confirmation.

Tissue distribution of Slit-EST and Snon-EST by
Northern blot analysis

Two specific and two control digoxigenin labelled probes were
synthesized by PCR on antennal cDNAs using the Dig-DNA label-
ling mix (Roche Diagnostics, France) and four specific primers: in
S. littoralis (1) a 701 bp fragment of the SIit-EST cDNA (SIEST-
Upsp and SIESTDosp) and (2) a ~500 bp fragment of the rpL8
cDNA (rpL8 primers described in Maibéche-Coisne et al., 2004),
and in S. nonagrioides (3) a 540 bp fragment of the Snon-EST
cDNA (SnESTUp and SnESTorfDo) and (4) a ~500 bp fragment of
the rpL8 cDNA. Total RNAs (20 ng) from different tissues collected
from male and female S. littoralis and S. nonagrioides were separ-
ated on a 1% formaldehyde gel and transferred on to a positively
charged nylon membrane. Equal loading was monitored by com-
paring the density of the ribosomal RNA band under UV on the
agarose gel and membrane, before and after transfer. For each
species, sequential overnight hybridization at 45 °C of the two
genes, EST and rpL8 control, washes and chemiluminescent
detection were performed as described previously (Maibéche-
Coisne et al., 2002).

In situ hybridization

A cDNA fragment of 471 bp for S. littoralis and another one of
483 bp for S. nonagrioides were obtained by PCR strategy using,
respectively, 3’ESTSIUp/SIESTDosp primers and SnESTUp/
SnESTDo, and cloned into pCR-Il Topo plasmid. The recombinant
plasmids obtained were used for PCR using M13 reverse and
forward primers. The amplification products were used as matrix
for in vitro transcription. RNA sense and antisense probes were
performed using T7 and SP6 RNA polymerase (Promega) using
the Riboprobe® kit (Promega). Probes were purified with RNA G50
sephadex columns (Quick Spin columns, Roche). The hybridiza-
tion protocol was performed on whole-mount pieces of antennae,
as described in Jacquin-Joly et al. (2000). Longitudinal and
transversal sections were performed at 6 um, counter-stained with
acridine orange and photographed. Pictures were digitized and
processed using Adobe Photoshop 7.0 (Adobe, USA).

Native PAGE separation of extracts from different tissues and
esterase staining

Male and female tissues from S. littoralis and S. nonagrioides
were homogenized on liquid nitrogen in 10 mm Tris-HCI buffer at
pH 7.4 and pH 8.0, respectively. Homogenates were centrifuged

at 18 500 g for 5 min at 4 °C and supernatants were used imme-
diately for electrophoresis. Separation of proteins by native PAGE
on a 10% acrylamide gel and esterase’s staining using a substrate
mixture of a- and B-naphthyl acetate were done as described (Vogt
& Riddiford, 1981).
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Abstract

Recent studies have suggested that pheromone-
degrading enzymes belonging to the carboxylesterase
family could play a role in the dynamics of the olfac-
tory response to acetate sex pheromones in insects.
Bioinformatic analyses of a male antennal expressed
sequence tag library allowed the identification of 19
putative esterase genes expressed in the antennae of
the moth Spodoptera littoralis. Phylogenetic analysis
revealed that these genes belong to different insect
esterase clades, defined by their putative cellular local-
ization and substrate preferences. Interestingly, two
of the 19 genes appeared to be antennal specific,
suggesting a specific role in olfactory processing. This
high esterase diversity suggested that the antennae
are the location for intense esterase-based metabo-
lism, against potentially a large range of exogenous
and endogenous molecules.

Keywords: odorant-degrading enzyme, esterases,
olfaction, Lepidoptera.

Introduction

In insects, odorant reception takes place mainly in the
antennae, within hair-like structures called olfactory sen-
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silla. These morphofunctional units enclose the olfactory
receptor neurones, which are surrounded by a protein-
enriched lymph. Detection of olfactory molecules at the
peripheral level is a complex process involving numerous
molecular actors. This process includes the binding and
transport of hydrophobic odorant molecules by odorant-
binding proteins (OBPs), their recognition by odorant
receptors and their inactivation through hydrolysis by spe-
cific enzymes, the odorant-degrading enzymes (ODEs)
(reviewed by Leal, 2003; Rutzler & Zwiebel, 2005; Vogt,
2005; Vosshall, 2008).

Despite the large background of knowledge on these
molecular steps, accumulated mainly in the fruit fly
Drosophila melanogaster and in several moth species,
the odorant inactivation step is still not clearly under-
stood (Jacquin-Joly & Maibéche-Coisne, 2009). The first
studies of odorant degradation were focused on the
male moth pheromonal system, because of its extreme
sensitivity and selectivity. Biochemical studies revealed
esterase, aldehyde-oxidase or alcohol-dehydrogenase
activities in antennae of moths that used acetates, alde-
hydes or alcohols as components of their sex phero-
mone blends (Vogt & Riddiford, 1981; Vogt et al., 1985;
Kasang et al., 1989; Rybczynski et al., 1989), leading to
the commonly accepted hypothesis in which each moth
species should possess pheromone-degrading enzymes
(PDEs) that could degrade incoming conspecific sex
pheromone compounds (Vogt & Riddiford, 1981; Vogt,
2005; Jacquin-Joly & Maibéche-Coisne, 2009). Several
studies reported very brief pheromone half-lives, around
a few milliseconds, when incubating moth sensillar
preparations with pheromone components (Vogt et al.,
1985; Rybczynski etal, 1989). Similar results were
recently obtained in vitro using purified recombinant
antennal enzymes (Ishida & Leal, 2005; Ishida & Leal,
2008), supporting the participation of PDEs in the
dynamic of signal inactivation.

Amongst the insect putative ODEs/PDEs, various
enzyme families were described, such as car-
boxylesterases, aldehyde-oxidases/dehydrogenases,
alcohol-oxidases/dehydrogenases, epoxide hydrolases,
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glutathione-S-transferases or cytochrome P450 (reviewed
in Vogt, 2005; Jacquin-Joly & Maibéche-Coisne, 2009).
The carboxylesterase family has been the most studied
(Ferkovich et al., 1980; Vogt & Riddiford, 1981; Vogt et al.,
1985; Prestwich et al.,, 1989; Vogt, 2005) and esterase
activities were identified in several species that use
acetates in their sex pheromone blends (review in Vogt,
2005). Carboxylesterases belong to the o/f hydrolase’s
fold superfamily that catalyses the hydrolysis of ester
bonds of various substrates and most of these enzymes
use a reaction mechanism based on a catalytic triad includ-
ing a serine (Oakeshott et al., 1999).

The first described PDE was such an esterase, whose
activity has been revealed in the antennae of the silkmoth
Antheraea polyphemus (Vogt & Riddiford, 1981). This spe-
cific sensillar enzyme, named Apol-SE, has been studied in
great detail from a biochemical point of view (Vogt et al.,
1985; Klein, 1987). Three antennal esterase cDNAs were
later identified in this species (Ishida & Leal, 2002, 2005):
one encoding a putative integumental esterase (Apol-1E)
and the two others encoding esterases specifically
expressed in male antennae (Apol-ODE and Apol-PDE).
Recombinant Apol-PDE has been clearly demonstrated in
vitro to degrade the main A. polyphemus pheromone com-
ponent, suggesting that it corresponds to the previously
biochemically characterized Apol-SE (Ishida & Leal, 2005).
In other insect species, few molecular data are available on
antennal esterase genes. Through molecular cloning, only
one gene has been identified in each of the following
species: the noctuid moths Mamestra brassicae, Sesamia
nonagrioides and Spodoptera littoralis (Maibeche-Coisne
etal., 2004; Merlin etal., 2007), the Japanese beetle
Popilia japonica (Ishida & Leal, 2008) and the bee Apis
mellifera (Kamikouchi et al., 2004), whereas five genes
have been identified in the tortricid Epiphyas postvittana
(Jordan et al., 2008) by antennal expressed sequence tag
(EST) analysis. None of these genes appeared to be
antennal specific, excepted for P. japonica, and their
precise expression patterns were not established.

In S. littoralis, we have previously identified esterase
activities in the antennae using native polyacrylamide gel
electrophoresis (PAGE) and naphthyl acetate staining,
revealing at least seven reactive bands, suggesting the
occurrence of more than one cDNA encoding esterase
expressed in the antenna (Merlin et al., 2007). To investi-
gate better this diversity at the molecular level, we
screened by BLAST analysis a normalized EST library pre-
pared from S. littoralis male antennae (Jacquin-Joly et al.,
2007). This approach led us to characterize 19 new genes
of carboxylesterases expressed in male and female
antennae and to reveal for the first time a high diversity of
esterases expressed in the olfactory organ of an insect.
Such diversity sheds new light on the multiple metabolic
pathways using esterases that may coexist in this highly

specialized tissue. Reverse transcription polymerase
chain reaction (RT-PCR) and quantitative PCR (qPCR)
were further used in an attempt to identify antennal-
specific genes amongst the ones identified as good can-
didates involved in the olfactory/pheromone termination
processes. Indeed, such restricted expression is a useful
criterion that has already been helpful in identifying
specific olfactory genes such as receptors and OBPs in
various species (Benton et al., 2007).

Results

Identification of 19 putative carboxylesterase genes

Twenty thousand ESTs from S. littoralis male antennae
were sequenced (Jacquin-Joly etal., 2007). Amongst
them, 95 were identified as putative carboxylesterases
through BioEdit local BLAST using as query our previously
identified S. littoralis esterase gene [Slit-EST, renamed
SICXE1 (where CXE is carboxylesterase) in this study
for homogeneity with Jordan et al., 2008]. Assembling
the ESTs led to 19 partial contigs, named SICXEZ2 to
SICXE20. Complete coding regions were then isolated
using 3’/5’rapid amplification of cDNA ends (RACE) PCR,
leading to 19 open reading frames (ORFs) of putative
esterases. The complete ORFs were then amplified from
antennal cDNA with a high fidelity Tag DNA polymerase
and sequenced, in order to confirm that the assembled
sequences were not chimeric. These sequences have
been deposited in the GenBank database under the suc-
cessive accession numbers FJ652445 to FJ652463 for
SICXE2 to SICXEZ20, respectively.

The structural features of the putative SICXE encoded
proteins are summarized in Table 1. Their calculated
molecular masses ranged from 56.5 to 68.2 kDa. Their
isoelectric points ranged from 5.17 to 9.2 (ProtParam,
Gasteiger et al., 2005), most of them being acidic. These
data are in agreement with the characteristics of already
known insect esterases. Except for SICXE4 and SICXE19,
which lacked the histidine or the serine from the catalytic
site, respectively, all the other SICXEs displayed the cata-
lytic triad (Ser-His-Glu) with the serine active site included
in the conserved pentapeptide characteristic of esterases
Gly-X-Ser-X-Gly (Oakeshott et al., 1999). This suggests
that they could be active enzymes, except for SICXE4 and
SICXE19. Putative oxyanion hole residues (Gly132,
Gly133 and Ala214 according to their position in D. mela-
nogaster juvenile hormone esterase: Oakeshott et al.,
1999) are conserved except for SICXE5, 6, 9 and 12
(Table 1). They are thought to stabilize the transition
states of the reaction and their partial or complete
absence could impact on the functioning of the corre-
sponding enzymes. Signal sequence cleavage sites were
predicted for 14 of the 19 sequences (SIGNALP 3.0,
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Table 1. Motif analysis and biochemical characteristics of the putative antennal carboxylesterases from Spodoptera littoralis, including SICXE1 (Merlin

et al., 2007)
Catalytic motifs (amino acids) Predicted
GxSxG Oxyanion hole MW
RF DQ version E H version (kDa) pl SP

SICXE1 + + GESAG + + GGC 63 8.44 +
SICXE2 + + GQSAG + + GGA 60.6 5.44 +
SICXE3 + + GESAG + + GGA 60.7 5.92 -
SICXE4 - + GYSAG + - GGA 60.3 5.23 +
SICXE5 + + GCSAG + + PGA 61.1 7.79 +
SICXE6 - + GESYG + + AGY 57.7 6.81 +
SICXE7 + + GFSAG + + GGA 61.6 5.97 +
SICXE8 + + GTSAG + + GGA 58.6 6.27 +
SICXE9 + - GSSSG + + SFS 62.5 5.33 -
SICXE10 + + GESAG + + GGA 61 6.44 -
SICXE11 + + GISAG + + GGA 60.1 5.59 -
SICXE12 - + GQSYG + + GGY 56.5 9.02 -
SICXE13 + + GCSAG + + GGA 60.1 5.81 +
SICXE14 - + GYSAG + + GGA 61.4 5.53 +
SICXE15 + + GQSAG + + GGA 63.4 5.17 +
SICXE16 + + GYSAG + + GGA 62.4 6.92 +
SICXE17 + + GESAG + + GGA 60 5.86 +
SICXE18 + + GQSAG + + GGA 58.6 5.66 +
SICXE19 + + GHDAG + + GGA 68.2 5.35 +
SICXE20 - + GESAG + + GGA 58.4 6.47 +

MW, molecular weight; pl, isoelectric point; SP, signal peptide.

Bendtsen et al., 2004) suggesting that the corresponding
enzymes were secreted.

Phylogenetic analysis

In order to assign putative functions to the 19 newly iden-
tified S. littoralis esterases, the sequences were included
in a phylogenetic analysis, together with CXEs from
D. melanogaster, A. mellifera and several Lepidoptera
and Coleoptera species (Fig. 1). The classification system
described in Oakeshott ef al. (2005) was retained to des-
ignate the clades. The phylogeny revealed that SICXEs
distribute into the three classes previously described: the
intracellular one (A-C), the extracellular one (D-G) and
the catalytically inactive one (K—M). Four SICXEs clus-
tered within the intracellular group, one within the neuro-
signalling class and the 17 other sequences were found
within the extracellular group. Inside this last group, most
of the S. littoralis sequences clustered within a group
related to juvenile hormone esterases (JHEs) from Lepi-
doptera, with a bootstrap value of 86% at this node.

Tissue-related expression of SICXEs

Tissue-related expression of the 19 putative CXEs was
determined by RT-PCR in order to identify the antennal-
specific or antennal-enriched genes that are more prob-
ably to be involved in odorant degradation. In addition to
antennae, various non-olfactory tissues were tested. The
putative S. littoralis esterases showed a wide range of

© 2009 The Authors

patterns of expression: some were restricted to the anten-
nae or to the antennae and few other tissues, whereas
others were widely distributed (Fig. 2). Interestingly, all
putative esterases were expressed in antennae of both
sexes. SICXE7 and SICXES8 expression was restricted to
the antennae, whereas SICXE 14 presented an expression
restricted to chemosensory organs.

Expression studies of SICXE7, 8 and 14 with respect to
the sex and the developmental stages

The expression patterns of these three genes were
thus studied more precisely by qPCR to compare their
expression levels between sexes (Fig. 3) and during
development (Fig. 4). SICXE7 showed more pronounced
expression in male antennae (threefold more than in
female antennae). SICXE8 and SICXE14 were equally
expressed in both sexes. Moreover, temporal expression
of SICXE7 and SICXES8 during postembryonic develop-
ment revealed that both CXEs were predominantly
expressed at the beginning of adult life (Fig. 4), with faint
expression at the end of the pupal stage. SICXE14 was on
the contrary broadly expressed during the larval instar and
the pupal life with a peak after adult eclosion.

Discussion

Diversity of S. littoralis antennal esterases

The number of antennal-expressed esterases in S. littora-
lis was higher than expected. Indeed, in E. postvittana,
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Figure 1. Neighbor-joining tree of the antennal esterases from Spodoptera littoralis and various insect esterases. S. littoralis sequences are in red,
Drosophila melanogaster in blue and Apis mellifera in green. GenBank accession numbers are indicated. cDNAs selectively expressed in olfactory
tissues are underlined. Bootstrap values of the nodes are indicated by an asterisk when between 90-100% and a dark circle when between 80-89%. No
symbol indicates values between 50 and 79%. Branches with lower support values were collapsed.
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Figure 2. Analysis of Spodoptera littoralis esterase expression throughout the body by reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR). PCR
products are visualized on agarose gel. Templates were from female antennae, male antennae, proboscis, brains, legs, thorax, abdomen and wings.

Slrpl8 was used as the control gene.

five CXEs were identified amongst the 5739 antennal
ESTs analysed (Jordan et al., 2008), whereas only three
antennal-expressed CXEs have been isolated in A.
polyphemus (Ishida & Leal, 2002, 2005). Moreover, after
native PAGE and naphthyl acetate staining of S. littoralis
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Normalised expression
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Figure 3. Normalized expression levels of Spodoptera littoralis
carboxylesterase 7 (SICXE7), SICXE8 and SICXE14 in male and female
chemosensory tissues after quantitative PCR (QPCR) analysis. Error
bars represent standard errors generated from at least three technical
replicates. Ant, antennae; Pro, proboscis.
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antennal extracts, only seven reactive bands were previ-
ously revealed (Merlin et al.,, 2007). This difference may
be because of the closely related sizes and isoelectric
points of several SICXEs (Table 1), leading to a co-
migration of some esterases in native gels. Some of the
genes may also encode enzymes that are not readily
detectable as isozymes hydrolysing naphthyl esters. Alter-
natively, it may be that not all of the SICXE transcripts may
be translated into active proteins.

L N7 N9 N11 Jo J2
SICXE7 - -
SICXES e e—
SICXE14 T
SirpL8

Figure 4. Expression of Spodoptera littoralis carboxylesterase 7
(SICXE?), SICXE8 and SICXE14 during development after reverse
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis. (L), sixth
instar larvae; (N7 to N11), pupae from day 7 to day 11 before eclosion;
(J0, J2), newly eclosed and 2-day-old adults.
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Without genomic information, the total number of CXE
genes from S. littoralis cannot be predicted. However, the
genomic data available on several insect species suggest
that the number of esterases isolated from S. littoralis
male antennae could represent a large proportion of its
CXE repertoire. Indeed, genome analyses have revealed
35 CXE genes in D. melanogaster and 51 in Anopheles
gambiae (Oakeshott et al., 2005), 49 in Aedes aegypti
(Strode et al., 2008) and only 24 for A. mellifera (Claudi-
anos et al., 2006), although their tissue distribution is not
known. As ‘only’ 20 000 ESTs were sequenced from the
S. littoralis antennal library, the existence of additional
antennal CXE sequences cannot be excluded.

The high diversity of esterases expressed in antennae
identified in this moth species may reflect the fact that
esters are widespread amongst semiochemical signals in
insects. These components are indeed frequently found in
the sex pheromone blends of moths or in vegetal scents
(Oakeshott et al., 2005). S. littoralis sex pheromone is for
example a mix of acetates, the number of which depends
on the studies [Pherolist http://www.nysaes.cornell.
edu/pheronet/; Ljindberg et al. (1993)]. Amongst them,
the two components (Z,E)-9,11-tetradecadienyl acetate
(Z9E11-14Ac) and (Z,E)-9,12-tetradecadienyl acetate
(Z9E12-14Ac) are always found.

In a more general manner, the olfactory sensory neu-
rones of insects and vertebrates are indirectly in contact
with the external environment, via the sensillar lymph or
the mucus layer, respectively. They are therefore exposed
not only to odorants but also to volatile xenobiotics. In
mammals, olfactory tissues are known to express numer-
ous xenobiotic detoxifying enzymes, such as cytochrome
P450 or UDP-glucoronosyl-transferases (Ding & Coon,
1990; Lazard etal, 1990; Peng etal, 1993; Ding &
Kaminsky, 2003), leading to a tissue-selective response to
chemical exposure. Many esterases in insects are impli-
cated in insecticide detoxification and metabolic resis-
tance (Oakeshott et al., 2005; Claudianos et al., 2006). In
the antennae, this wide repertoire of esterases may thus
participate in the termination of odorant signals, as well as
in the protection of the olfactory neurones against poten-
tially harmful compounds.

Putative S. littoralis antennal neurosignalling esterase

SICXE19, which lacked the catalytic serine, clustered with
two D. melanogaster and A. mellifera orthologues inside
an anonymous noncatalytic clade related to the neuroli-
gins and gliotactins, known for their involvement in
synapse formation and functioning (Oakeshott etal.,
2005; Biswas et al., 2008). SICXE19 was expressed in
antennae, legs and wings but surprisingly not in the brain,
where most of this kind of CXEs are typically expressed
(Biswas et al., 2008). However, in the bee, one of the

five neuroligin genes characterized, neuroligin 1, was
expressed in tissues outside the brain, such as wings and
legs, at a higher level than in the brain. This led the
authors to suggest a putative function restricted to the
peripheral nervous system, such as a role in the response
of nerve endings to sensory input (Biswas et al., 2008), an
hypothesis that could be proposed for SICXE19.

Putative S. littoralis intracellular antennal esterases

SICXES3, 10, 9 and 11, which lacked a signal peptide, were
found within the clades of intracellular esterases (A-C),
which include the «-esterases, well known for their
involvement in detoxification of insecticide/xenobiotics
and digestion of dietary esters (Newcomb et al., 1997;
Campbell et al., 20083; Strode et al., 2008). In D. melano-
gaster, most of the o-esterases are expressed in the head
(Campbell et al., 2003). Here, we report the first identifi-
cation of putative o-esterases expressed in the olfactory
organs, where they may play a detoxification function.

Putative S. littoralis antennal extracellular esterases

The remaining SICXE genes presented predicted signal
cleavage sites and were distributed within the clades of
secreted esterases (D—-G), suggesting that the corre-
sponding proteins could be secreted in the sensillum
lymph surrounding the sensory neurones or in the
haemolymph filling the antennal lumen. Functional studies
carried out on enzymes from these groups in various
insect species suggested specific functions towards sub-
strates such as hormones and pheromones (Ishida &
Leal, 2005, 2008; Oakeshott et al., 2005; Strode et al.,
2008).

Integumental esterases: Two sequences, SICXE5 and 16,
sit in the clade (D) that includes Apol-IE, the integumental
esterase from A. polyphemus. SICXE5 and SICXE16
presented the same ubiquitous pattern of expression as
Apol-IE (Fig. 2). Indeed, Apol-IE is expressed all over the
body, including male and female antennae, and is sup-
posed to encode one of the integumental esterases that
has been demonstrated to degrade the pheromone in vitro
(Vogt & Riddiford, 1986; Klein, 1987; Vogt, 2005). These
intequmental esterases were proposed to participate in
removing the hydrophobic pheromone from the integu-
ment and the cuticle of the animal, in order to reduce
background noise (Vogt & Riddiford, 1981; Vogt, 2005).

B-esterase: Only one S. littoralis sequence, SICXE13, sits
in the B-esterase clade (E), that includes Apol-PDE and
Pjap-PDE from A. polyphemus and P. japonica. Apol-
PDE and Pjap-PDE have been shown to be specifi-
cally expressed in male antennae and to degrade the
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pheromone in vitro (Ishida & Leal, 2005, 2008), with esti-
mated pheromone in vivo half-lives of a few milliseconds.
These data on Apol-PDE and Pjap-PDE suggested that an
extremely fast catabolism of odorant molecules may occur
in the vicinity of the receptors and could account for the
rapid dynamics of the male responses to sex pheromone.
Indeed, while flying to a calling female, the male moth
encounters a discontinuous signal but is able to respond
in less than 0.5 s to the loss of the trail (Baker & Vogt,
1988), implying a reset of its sensory system in a few
milliseconds. SICXE13, despite sharing 58% amino acid
identity with Apol-PDE, has a ubiquitous expression
pattern that is not entirely consistent with a specific role in
pheromone processing, although it does not exclude the
possibility that the corresponding enzyme could degrade
the pheromone, as already demonstrated for A. polyphe-
mus integumental esterases.

JHE-like and JHE-related sequences: SICXE2 and
SICXE15 were closely related to lepidopteran JHEs and
presented the Gly-GIn-Ser-Ala-Gly (GQSAG) motif, which
is considered as a canonical distinctive element of insect
JHEs (Mackert et al., 2008). Different insect species have
been shown to possess several JHE-like genes, such
as D. melanogaster, A. gambiae or A. aegypti, which
contain two, five or six JHE-like genes, respectively
(Strode et al., 2008). These JHE-like genes could have
evolved functions other than JH hydrolysis to break down
JH-like compounds (Oakeshott et al., 2005). Moth phero-
mone compounds and JH present some structural simi-
larities in the chain length and the aliphatic nature of the
long chain portion ends by a charged group. These chemi-
cal similarities suggest that the esterases involved in the
hydrolysis of these compounds could have evolved from a
common ancestor. Interestingly, most of the diversification
of the S. littoralis CXEs thus occurs in a group closely
related to lepidopteran JHEs. Indeed, more than half of
the CXEs from S. littoralis antennae clustered with several
moth antennal esterases and formed a sister group to
lepidopteran JHEs. The other moth esterases found in
this group are the male antennal-specific esterase from A.
polyphemus, Apol-ODE, whose substrate is unknown,
and the antennal esterases previously characterized in M.
brassicae, S. nonagrioides and S. littoralis (Maibeche-
Coisne et al., 2004; Merlin et al., 2007). These noctuid
esterase genes are also expressed outside the antennae;
however, in situ hybridization revealed that their expres-
sion in antennae was restricted to olfactory sensilla, a
localization compatible with a function in odorant cata-
bolism. It is noteworthy that inside this JHE-related
group, three putative esterases, SICXE4, 7 and 14, share
very high percentages of sequence identity (87%
between SICXE7 and 14), suggesting recent duplication
events. Interestingly, these three genes presented differ-
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ent patterns of expression. SICXE7 was restricted to
antennae, suggesting an olfactory specific function.
SICXE14 was expressed in antennae and faintly in pro-
boscis, suggesting a possible role in olfaction and gusta-
tion. SICXE4, which lacks the catalytic histidine, was also
expressed in brain and abdomen. This suggests that
these three genes could have evolved different functions
after duplication, in agreement with their respective tissue
distribution.

In addition to SICXE7, another gene from this JHE-
related group, SICXES8, was also restricted to the anten-
nae, with no signal in all other tissues tested (Fig. 2).
These two genes were expressed at the beginning of the
adult life stage (Fig. 4), as was Apol-PDE, whose expres-
sion was indeed first detectable at the end of the pupal
stage, with a maximum in adults (Ishida & Leal, 2005). In
the moth Manduca sexta, the activity of an antennal
aldehyde-oxidase, able to degrade the sex pheromone,
was also first detectable about 3 days before eclosion,
with a maximum in adults (Rybczynski et al., 1989). These
expression patterns were concomitant with the electro-
physiological responsiveness to sex pheromone compo-
nents and with the expression of other olfactory genes
such as pheromone binding proteins (PBPs; Gyorgyi
et al., 1988; Ishida & Leal, 2005), suggesting a common
regulatory pathway for the genes involved in sex phero-
mone detection in mature adults.

Like all of the other SICXEs, SICXE7 and SICXE8 were
expressed in male and female antennae. This expression
pattern in both sexes was also observed for SICXE1 from
S. littoralis (Merlin et al., 2007) and for antennal cDNA
esterases from other noctuid moths, including S. nona-
grioides and M. brassicae (Maibéche-Coisne et al., 2004).
This situation is different to that in A. polyphemus antennal
esterases, as Apol-PDE and Apol-ODE are clearly male-
specific (Ishida & Leal, 2002, 2005) and thus most prob-
ably involved in female sex pheromone degradation.
However, contrary to A. polyphemus, females of S. littora-
lis (Ljundberg et al., 1993) and of other moth species
(reviewed in Callahan et al., 2000) are able to detect, to
some extent, their own pheromone. The sensitivity of
the S. littoralis females to their sex pheromone could
account for the absence of a clear sexual dimorphism in
the SICXE antennal expression patterns. Nevertheless,
male moth antennae carry more pheromone-sensitive
sensilla than the female ones, and the over-expression of
SICXE7 in male antennae thus suggests that it could play
a preferential role in sex pheromone degradation. Other
genes potentially involved in sex pheromone detection,
such as PBPs and pheromone receptors, have also
shown over-expression in S. littoralis male antennae
(E. Jacquin-Joly, pers. comm.)

In the present work we have revealed the occurrence
of a high diversity of esterase genes expressed in the
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olfactory organ of a noctuid moth. Amongst this large
repertoire, two genes, SICXE7 and SICXES, are of par-
ticular interest in regard to the question of the degradation
of behaviourally relevant odours. As they are antennal
specific, they are likely to be involved in olfactory mecha-
nisms. In particular, SICXE7, enriched in males, could
potentially be specifically involved in the degradation of
the sex pheromone. Phylogenetic analysis showed that
these SICXE genes were distributed amongst eight of
the 14 clades of carboxylesterases defined previously by
Oakeshott et al. (2005), in agreement with presumptively
different cellular and subcellular localization. The SICXE
structural diversity together with their different spatial dis-
tribution probably reflects their functional divergence
and substrate specificities. The diversity of esterases in S.
littoralis suggests that the olfactory organs, at least in this
noctuid moth, are potentially the site of a complex set of
esterase-mediated hydrolytic events, potentially acting on
a wide range of endogenous as well as exogenous com-
pounds, including odorants, hormones and xenobiotics.

Experimental procedures

Animals and tissue collection

Spodoptera littoralis were reared on semi-artificial diet (Hinks &
Byers, 1976) at 24 °C, 60-70% relative humidity and under a
16:8 h light : dark cycle until emergence and were sexed as
pupae. Tissues from male and female adults (antennae, probos-
cis, brains, legs, thoraces, abdomens and wings) were dissected
and frozen in liquid nitrogen and stored at —80 °C until use.

RNA isolation and cDNA synthesis

Total RNAs were extracted with TRIzol Reagent (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) then treated with DNase | (Roche, Basel,
Switzerland) in accordance with the manufacturers’ protocols and
quantified with a spectrophotometer (BioPhotometer, Eppendorf,
Hamburg, Germany). Single-stranded cDNAs were synthesized
from total RNAs (5 ng) from various tissues with Superscript Il
reverse transcriptase (Gibco BRL, Invitrogen) with the oligo(dT):s
primer according to the manufacturer’s instructions. For 5" and
3’-RACE PCR, antennal cDNAs were synthesized from 1 ug male
antennal RNA at 42 °C for 1.5 h using the SMART RACE cDNA
Amplification Kit (Clontech, Mountain View, CA, USA) with 200 U
of Superscript I, 3-cDNA synthesis-primer and SMART Il
oligonucleotide.

Identification and cloning of SICXEs

Putative carboxylesterase sequences were identified from a S.
littoralis male antennal EST library (Jacquin-Joly et al., 2007) by
local TBLASTN analysis with the BioEdit Sequence Alignment
Editor software and using the sequence of a previously charac-
terized antennal esterase from S. littoralis: Slit-EST (Merlin et al.,
2007). This normalized library was made from 12 000 male
antennae by Clontech (BD Creator, San Diego, CA, USA) and
high throughput sequencing was performed by Génoscope (Evry,

France). ESTs were assembled and for five sequences, the
missing regions of the corresponding contigs (3’ or 5" or both)
were then obtained by 5’- and/or 3-RACE-PCR (SMART RACE
cDNA Amplification Kit, Clontech). For 5’-RACE, we used 2.5 pl of
5’-RACE-ready cDNA with specific reverse primers and Universal
Primer Mix (UPM, Clontech) as anchor primer. 3'-RACE amplifi-
cations were carried out with UPM as reverse primer and specific
forward primers. Sequences of the specific primers used for
RACE-PCR are indicated in Table 2. Touchdown PCR were per-
formed using hot start as follows: after 1 min at 94 °C, five cycles
of 30 s at 94 °C and 3 min at 72 °C, then five cycles of 30 s at
94 °C, 30 s at 70 °C and 3 min at 72 °C, then 25 cycles of 30 s at
94 °C, 30 s at 68 °C and 3 min at 72 °C, then 10 min at 72 °C.
The PCR products were purified (Nucleospin Extract I,
Macherey-Nagel, Diren, Germany) and cloned into pCRIl-
TOPO plasmid (Invitrogen). After isolation (Nucleospin Plasmid,
Macherey-Nagel), recombinant plasmids were sequenced (GATC
Biotech, Marseille, France) and the overlapping sequences
manually assembled to obtain full-length cDNAs.

Expression profiles of the putative CXEs by RT-PCR

Primer pairs were chosen in the less conserved regions of the
various sequences in order to avoid cross-amplification and are
indicated in Table 2. A ribosomal control gene RpL8 (Maibéche-
Coisne et al., 2004) was used to check the quality of the cDNAs
and to determine for each tissue or developmental stage the
quantity of cDNA required for amplification. Several dilutions of
the cDNAs were tested in order to obtain a comparable amplifi-
cation of RpL8 in each sample. PCRs were then performed with
the SICXE specific primers to establish for each set of primers the
numbers of cycles required to fit the linear range of amplification.
Depending upon the gene, PCRs were thus carried using 27-39
cycles of amplification and annealing temperatures between 45
and 65 °C, as indicated in Table 2. PCR products were loaded on
1.5% agarose gels and visualized using ethidium bromide (BET)/
SYBR safe fluorescence.

Expression of chemosensory specific CXE in male and female
chemosensory tissues by qPCR

For gPCR experiments, total RNAs were extracted as described
above from two distinct pools of male and female antennae and
proboscis then reverse transcribed as previously described using
Superscript II. Each reaction was then diluted 15-fold with sterile
water.

In order to find an appropriate reference gene with stable
expression levels between sample groups, four control genes
were selected for the analysis: RplL8, RpL13 (FJ979921),
GAPDH (FJ979922) and p-actin (CAA86953). Based on
sequences available in our EST database, specific primers for
both reference genes and candidate esterase genes were
designed using EPRIMER3 software (http://mobyle.pasteur.fr/
cgi-bin/MobylePortal/portal.py?form=eprimer3). Primer optimal
annealing temperature and PCR conditions were optimized
using standard RT-PCR tests. The list of primers used for gPCR
analysis is provided in Table 1.

All real-time quantitative RT-PCR reactions were performed
on the iCycler iQ Multicolor Real-Time PCR Detection System
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Each 25 pl reaction consisted
of 12.5 ul Absolute Blue SYBR Green Fluor (Thermo Scientific,
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Table 2. List of the primers used for 5/3’ rapid amplification of cDNA ends (RACE) PCR, reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) and
quantitative PCR (qPCR) analyses indicating their sequences, annealing temperatures (Temp.) and the number of cycles (Nb) used

Primer Purpose Sequence 5-3’ Temp. (°C) Nb
SICXE7-qF gPCR - forward CTTTTCTGACGTTCTTTTTATGCACC 60 40
SICXE7-gR gPCR - reverse TGATTCTTCTGAATGACTTTTATGGGTC 60 40
SICXE8-qF gPCR - forward TGCTCTCCTCAACGGATAAAGAG 60 40
SICXE8-gR gPCR — reverse CGCTTCAAATATTACTGGCATCTC 60 40
SICXE14-gF gPCR — forward CGCATAAAGATGAATCTTTGGCG 60 40
SICXE14-gR gPCR — reverse CAATTCAGAGTGAGGTTTGGGTGG 60 40
rpL13qF qPCR - forward GTACCTGCCGCTCTCCGTGT 60 40
rpL13gR gPCR - reverse CTGCGGTGAATGGTGCTGTC 60 40
rpL8gF qPCR - forward ATGCCTGTGGGTGCTATGC 60 40
rpL8gR gPCR - reverse TGCCTCTGTTGCTTGATGGTA 60 40
GAPDHqgF gPCR — forward GAGGACCCAACTGTGCCAAAA 60 40
GAPDHqR gPCR — reverse GCTTCACCAGGCTGAACACG 60 40
Actin-gF gPCR - forward CGGCATGGGACAGAAGGACT 60 40
Actin-gR gPCR - reverse CTCTGTTGGCCTTGGGGTTG 60 40
SICXE2-3 3'RACE-PCR CCGCATCACCAGAACCGAATCCGAACCC 68 40
SICXE7-5 5’RACE-PCR ATTCAGTTGAAGTTCGCGAAATGGGAACACCGG 68 40
SICXE7-3 3'RACE-PCR CCGGTGTTCCCATTTCCCGAACTTCAACTGAAT 68 40
SICXE8-3’ 3’'RACE-PCR GCTTACGTTCTTGGAAATGGAGGAAAAATGGTCATAGGA 68 40
SICXE9-5 5’RACE-PCR ACAATTACCCGGTGCTGTAAAGTCATTGAT 68 40
SICXE9-3 3'RACE-PCR GTTCTATTTGGGTGGTGAAGAACACCTAACGGCAGAG 68 40
SICXE20-3’ 3’'RACE-PCR TGCAAGTCGGCTGGCTCAAGAAATG 68 40
SICXE2-F RT-PCR GAGGGACGGGAAGGGGCC 57 32
SICXE2-R RT-PCR GGGCAAGTTGTCGAAGAA 57 32
SICXE3-F RT-PCR ATGGTGGAAGTTAAAGTGGAACAAGGA 55 28
SICXE3-R RT-PCR GCCGTGTGGGACCAGGAAGTC 55 28
SICXE4-F RT-PCR ATG CAG TGG CAG ACG TGT GTG TTA 55 30
SICXE4-R RT-PCR GATCATGTCTTTTGTGTCCAACAG 55 30
SICXE5-F RT-PCR ATG TTG TAC GCG CTG CTG TGT GCA 60 27
SICXE5-R RT-PCR TGCATATCGTATCCCGCGGTAAGC 60 27
SICXE6-F RT-PCR ATTCCTTGGTCCCTATG 57 29
SICXE6-R RT-PCR CAGCGATGGTGATTTGATTG 57 29
SICXE7-F RT-PCR CCGGTGTTCCCATTTCCCGAA 60 30
SICXE7-R RT-PCR ATAAATATTATCTACGTTAGTAAAGTTAAGTTGTCGAGC 60 30
SICXES8-F RT-PCR TGTGGTAAAAAGTAGTTTTATTTACGCTCTTC 57 39
SICXE8-R RT-PCR TTTCCTCCATTTCCAAGAACGTAAGC 57 39
SICXE9-F RT-PCR ATCAATGACTTTACAGCACCGGGTAATTGT 60 35
SICXE9-R RT-PCR AAGAAATCGAGGTTGACCTTCAAACTCAAC 60 35
SICXE10-F RT-PCR CGGACGACCGGTCAGTTGTA 65 35
SICXE10-R RT-PCR TACCAGGGACCAGCGTGTTG 65 35
SICXE11-F RT-PCR CACTGGGCTCATAAGATAG 50 30
SICXE11-R RT-PCR AGGTGCATTATGTTTGGAAA 50 30
SICXE12-F RT-PCR GAATTTTTTGGTGGCGATC 50 30
SICXE12-R RT-PCR CTCCAATTCGCAAGTTTTC 50 30
SICXE13-F RT-PCR ATGGACTGCCTCAAGTATAGGCC 50 30
SICXE13-R RT-PCR CATCAAGTTGGACAGACTGG 50 30
SICXE14-F RT-PCR AAAAAAAAGAGACCCTGTGGAGGTT 50 30
SICXE14-R RT-PCR CTTTATGCGTTATATTTTTACCATCCA 50 30
SICXE15-F RT-PCR ACTCCCAAGATCCCTGG 50 30
SICXE15-R RT-PCR AATCCGACCCAAAATATCAATGTATA 50 30
SICXE16-F RT-PCR CGCCACCAGCGCCAC 50 30
SICXE16-R RT-PCR GGACTGCCGCGCCGC 50 30
SICXE17-F RT-PCR AACATGATCTTCTACGGCCCG 50 30
SICXE17-R RT-PCR CTTTCTCCAGCAGCTCG 50 30
SICXE18-F RT-PCR ACTAGGAACGTTAGGGTTTCTTTGC 50 35
SICXE18-R RT-PCR CATCCCTTCTTTACTAGTTGTTCCATA 50 35
SICXE19-F RT-PCR ATGATCCGTGTGTTTGTATTGTTATTG 45 35
SICXE19-R RT-PCR GATATCTGCAAGAATAATTTCTTCTCTCAT 45 35
SICXE20-F RT-PCR GCTCCTGACGGCACGTACCTA 65 35
SICXE20-R RT-PCR TCTGGCCGATGGTCTCCATT 65 35

S|, Spodoptera littoralis; CXE, carboxylesterase.
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Waltham, MA, USA), 5 ul of 15-fold diluted cDNA (or water for
negative control), 2.5 pl of each primer and 2.5 pl of sterile water.
The PCR programme consisted of an initial 95 °C for 13.5 min,
then 40 cycles of 95 °C for 30 s, 60 °C for 30 s, 72 °C for 30 s.
This was followed by the measurement of fluorescence during a
55 to 95 °C melting curve in order to detect a single gene-specific
peak and to check the absence of primer dimer peaks. Under
these conditions, a single and discrete peak was detected for all
primers tested. A negative control and a fivefold dilution series
protocol of pooled cDNA (from all conditions) were included in
each run. The fivefold dilution series were used to construct a
relative standard curve to determine the PCR efficiencies and for
further quantification analysis. In all experiments, all primers gave
amplification efficiencies of 90-100%. Each reaction was run in
triplicate (technical replicate). Two independent pools of cDNA
were tested.

Data were analysed with iCycler software (Bio-Rad) and the
cycle threshold values (Ct-values) were first determined for the
reference genes with a run formed by the fivefold dilution series,
the five measuring points and three negative controls. The
average Ct value of each triplicate reaction was then used for
subsequent analysis with the GENORM (Vandesompele et al.,
2002), NORMFINDER (Andersen et al., 2004) and BESTKEEPER
(Pfaffl et al., 2004) programs. Using these algorithms, the Rpl13
gene, tightly followed by RpL8, can be considered as displaying
consistent expression and is suitable for downstream analysis.
Subsequently, the expression of esterase genes was normalized
to geometric means of this reference and the normalized gene
expression was then calculated with Q-Gene software (Simon,
20083).

Sequence and phylogenetic analysis

A dataset of esterase sequences from insects was created,
including sequences of carboxylesterases from D. melanogaster
and A. mellifera. Fifty-six amino acid sequences were selected
and added to the 20 sequences from S. littoralis. Alignment was
performed with CLUSTALW and used to create an entry file for
phylogenetic analysis. An unrooted tree was calculated by the
neighbor-joining method with Poisson correction of distances
using the MEGA 3.1 program (Kumar et al., 2004) with default
settings. Branch support was assessed by a bootstrap analysis
based on 1000 replicates.
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Abstract

Background: Carboxyl/cholinesterases (CCEs) are highly diversified in insects. These enzymes have a broad range of
proposed functions, in neuro/developmental processes, dietary detoxification, insecticide resistance or hormone/
pheromone degradation. As few functional data are available on purified or recombinant CCEs, the physiological role of
most of these enzymes is unknown. Concerning their role in olfaction, only two CCEs able to metabolize sex pheromones
have been functionally characterized in insects. These enzymes are only expressed in the male antennae, and secreted into
the lumen of the pheromone-sensitive sensilla. CCEs able to hydrolyze other odorants than sex pheromones, such as plant
volatiles, have not been identified.

Methodology: \n Spodoptera littoralis, a major crop pest, a diversity of antennal CCEs has been previously identified. We
have employed here a combination of molecular biology, biochemistry and electrophysiology approaches to functionally
characterize an intracellular CCE, SICXE10, whose predominant expression in the olfactory sensilla suggested a role in
olfaction. A recombinant protein was produced using the baculovirus system and we tested its catabolic properties towards
a plant volatile and the sex pheromone components.

Conclusion: We showed that SICXE10 could efficiently hydrolyze a green leaf volatile and to a lesser extent the sex
pheromone components. The transcript level in male antennae was also strongly induced by exposure to this plant odorant.
In antennae, SICXE10 expression was associated with sensilla responding to the sex pheromones and to plant odours. These
results suggest that a CCE-based intracellular metabolism of odorants could occur in insect antennae, in addition to the
extracellular metabolism occurring within the sensillar lumen. This is the first functional characterization of an Odorant-

Degrading Enzyme active towards a host plant volatile.
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Introduction

Carboxyl/cholinesterase (CCE, EC 3.1.1.1.) is a multigene
family widespread in prokaryotes and eukaryotes. It includes
diverse proteins that hydrolyze a broad range of carboxylic esters
to their component alcohols and acids. Despite their structural and
functional diversity, most of these enzymes use a same reaction
mechanism based on a catalytic triad including a serine [1,2].
Insects have multiple CCEs, as revealed by recent genome
analyses [1,3,4,5,6,7,8,9]: 24 genes in the bee Apis mellifera [3]; up
to 70 in the silkmoth Bombyx mori [5,6]. However, the physiological
role of most insect CCEs is unknown.

Based on phylogenetic analysis and substrate specificities, insect
CCE genes have been classified into 33 major clades [10] and
three major classes [3]. The first class contains proteins implicated
in neuro/developmental functions [11]. This group includes

@ PLoS ONE | www.plosone.org

acetylcholinesterases, neuroligins [11], gliotactins and other
uncharacterized proteins [1]. Except acetylcholinesterases, pro-
teins of this class are generally considered to be non-catalytic, such
as neuroligins involved in cell-cell interactions in synapses [11].
The second class contains mostly secreted and generally
catalytically active enzymes. For a few, functional data suggest
their involvement in hormone or odorant processing. Juvenile
hormone (JH) esterase (JHE) is involved in the degradation of JH,
a key hormone regulating development, metamorphosis and
reproduction in insects [12] and is one of the few insect esterases
other than acetylcholinesterases to have a clearly defined substrate.
CCEs potentially involved in sex pheromone degradation have
been identified in several insect species, especially in moths
[13,14,15,16,17,18,19]. These Pheromone Degrading Enzymes
(PDEs) are generally specifically expressed in the antennae, the
insect olfactory organs. Antennae carry hair-like structures called
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olfactory sensilla, which enclose olfactory receptor neurons
(ORNs) embedded by accessory cells and surrounded by a
protein-enriched lymph [20]. Extracellular PDEs are supposed
to degrade the pheromone components within the lymph, in the
vicinity of the olfactory receptors located in the ORN membrane
[13]. Rapid degradation of female sex pheromone in male
antennae is believed to play an essential role during male flight
towards pheromone trail [18]. However, ability of PDEs belonging
to the CCE family to hydrolyze sex pheromone components has
been demonstrated in only two species, the moth Antheraca
polyphemus and the beetle Popillia japonica [17,18,19]. Moreover,
CCEs able to hydrolyze other odorants than sex pheromones have
not been characterized yet.

The third class contains predominantly intracellular active
enzymes. Few functional data are available on these enzymes.
Most of them have been proposed to have digestive or
detoxification function, based on their expression in insect
midgut, or have been implicated in insecticide resistance [1,10].
CCE-related insecticide resistance has been intensely studied in
insects and two mechanisms have been demonstrated, i.e.
mutation in amino acid sequences and gene overexpression
[21,22]. The role of CCEs in the adaptation of insects to ingested
plant chemicals has not been so greatly documented (reviewed in
[23]).

In Spodoptera littoralis, a worldwide pest of cotton and vegetable
crops, analysis of an Expressed Sequence Tag collection from male
antennae has revealed a high diversity of CCEs expressed in the
olfactory organs [24]. Among them, a gene belonging to the third
CCE class and encoding a putative intracellular esterase (SICXE10,
GenBank accession number F]652453) was of particular interest,
as preliminary RT-PCR experiment revealed that it was strongly
expressed in antennae of both sexes. As the involvement of this
class of CCEs in olfaction was unknown, we investigated if
SICXE10 could have a role in odorant hydrolysis. In our study, we
characterized the tissue specific and developmental expression
patterns of SICXEI0, and we expressed recombinant SICXE10
protein and tested its activity i vitro towards physiological rele-
vant odorants. For our functional studies, we focused on the
pheromone components (,£)-9,11-tetradecadienyl acetate ({9E11-
14:Ac) and (F)-9,12-tetradecadienyl acetate ({9E12-14:Ac) and
the plant volatile ()-3-hexenyl acetate ({3-6:Ac). The sex
pheromone of female S. lttoralis is a mix of two esters, {9E11-
14:Ac and {9E12-14:Ac. Responses of males to these compounds
have been well characterized at the electrophysiological [25] and
behavioural levels [26] and females were also able, to some degree,
to detect them [25]. S. littoralis also responds to the host plant volatile
K3-6:Ac. The ability to detect green leaf volatiles was mostly
described in females [27,28], because these components play a
crucial role for host plant selection before egg laying. Few esters
from S. lLttoralis host plants have been identified and tested in
electrophysiology. Among those which have been tested, {3-6:Ac
induced clear antennal responses in S. lttoralis females; male
responses were not studied. We thus confirmed that males are
electrophysiologically responsive to Z3-6AC to validate its use as a
potential substrate for recombinant SICXE10.

Our results demonstrated for the first time, that an insect
intracellular CCE, predominantly expressed in antennae of both
sexes and associated with olfactory sensilla, was able to hydrolyze a
plant volatile and to a lesser degree the sex pheromone
components. We also showed that the transcript level in males
was up regulated by the exposition to this plant odorant. These
results open a new range of potential substrates for CCEs
belonging to the class 3, in addition to insecticides and dietary
plant chemicals.

@ PLoS ONE | www.plosone.org
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Results

Tissue-related and temporal expression of SICXET0

We determined the tissue distribution and expression levels of
the SICXEI0 transcripts in adults by a quantitative PCR (qPCR)
method. The expression levels of SICXE0 in various tissues were
shown as relative amounts compared with the RpLI3 transcripts
(Fig. 1A). The SICXEI0 transcripts were highly expressed in the
antennae of both sexes, with a slightly higher level in males than in
female antennae (1.2-fold). SICXE10 expression was at least 15-fold
higher in antennae than in non-olfactory tissues. SICXEI0 was
expressed in abdomen at a relatively low level. The expression in
other tissues was barely detectable. In last instar larvae, expression
was clearly detected in antennae but not in midguts, as revealed by
RT-PCR analysis (Fig. 1B).

In antennae, the expression of SICXEI0 during male post-
embryonic development and adult life was studied more precisely
by qPCR (Fig. 2). SICXEI0 expression was again detected in the
antennae of last instar larvae then its level decreased at the
beginning of pupal development. RNA levels increased steadily
from the end of the pupal stage until adult emergence, reaching a
maximum three days after emergence and then decreasing
abruptly.

SICXE10 localization within antennae

The cellular localization of SICXEIO transcripts in male
antennae was characterized by # siu hybridization (Fig. 3). S.
littoralis male antennae are filiform, with olfactory sensilla on the
ventral side and only scales on the dorsal side [25]. Male antennae
have both long and short trichoid sensilla: the longest ones are
distributed in the medial and lateral ventral region while the
shortest are predominantly in the medial ventral region. Some
short basiconic sensilla are also located in the medial ventral
region [29]. After i situ hybridization, SICXEIQ signals were
restricted to the sensilla side of the antennae, with no labelling on
the scale side (Fig. 3, A, C). Labelling was located in cells at the
base of the olfactory sensilla (Fig. 3, G, D). On longitudinal
sections, the distinction between long and short sensilla was not
possible. However, in some antennal segment with intact cuticle
(Fig. 3, B), the labelling was observed all over the ventral and
lateral surface suggesting an expression of SICXEI0 in both long
and short olfactory sensilla. Sense probes gave no signals.

Production and purification of SICXE10 recombinant

protein

Recombinant SICXE10 was produced using a baculovirus
expression system in lepidopteran $f21 cells. The expression of the
recombinant protein was analyzed by SDS PAGE of infected
msect cells at different times after viral infection (Fig. 4A).
Expression of the recombinant protein occurred after 48 h post-
infection (p.1.), corresponding to the time of activation of the “very
late polyhedrin promoter” which was driving expression. Non-
infected cells were used as negative control as well as cells infected
with a non recombinant virus, which produced polyhedrin
normally. Recombinant SICXE10 had a molecular mass of about
60 kDa, consistent with the predicted molecular mass of 61 kDa
based on translation of the complete ORF [24]. Using western-
blot analysis, a single band with the same molecular mass was
observed before and after the purification steps (Fig. 4B). A single
band was also detected by Coomassie staining following
purification. Native PAGE followed by an o/B-naphthyl acetate
assay on purified recombinant SICXE10 confirmed that the
enzyme was still active following purification (Fig. 4C).
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Figure 1. Analysis of S/ICXET10 expression in S. /ittoralis tissues. A) Quantitative PCR (QPCR) analysis on cDNAs from male adult tissues and from
female adult antennae. The expression level of SICXE10 was normalized to that of RpL13 transcript, which was measured in the same cDNAs. Data
were obtained from triplicate experiments and are given as the mean =SD. M: male; F: female. B) RT-PCR analysis on cDNAs from last instar larval

antennae and midguts.
doi:10.1371/journal.pone.0015026.g001

Antennal response to Z3-6:Ac

To test if males were responsive to <3-6:Ac, we performed an
electrophysiological study. Responses were quantified by measur-
ing the amplitude of antennal depolarization after odorant
stimulation. Antennae of both sexes responded to {3-6:Ac in a
dose-dependent manner (Fig. 5). Male responses were slightly
weaker than the female ones for odorant doses ranging from 1077
to 2x107% ug. At higher doses (107" ug), the responses were
comparable in both sexes. When using mineral oil alone, antennal
responses were of —0.03 mV in males and 0 mV in females.

Kinetic study

The ability of recombinant SICXE10 to degrade the sex
pheromone components ({9£11-14:Ac and {9E12-14:Ac) and the
plant volatile {3-6:Ac was analyzed by GC and GC-MS; crude
antennal extracts were used as positive controls. Hydrolysis was
indicated by the percentage of conversion of the acetates to the
corresponding alcohols after 1 h of incubation. For the crude
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Figure 2. qPCR analysis of S/CXE10 expression in male antennae
during development and adult life. The expression level of SICXET0
was normalized to that of RpL713. Data were obtained from triplicate
experiments and are given as the mean £SD.
doi:10.1371/journal.pone.0015026.g002
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antennal extract, hydrolysis of 9E11-14:Ac and {9E12-14:Ac was
around 40%, as previously reported [30], while hydrolysis of <3-
6:Ac was nearly 100% (Fig. 6). For recombinant SICXEILO,
hydrolysis of {9E11-14:Ac and {9E12-14:Ac was 7.63% and
8.98% respectively, while hydrolysis of {3-6:Ac was 89.2%. The
high level of activity allowed the calculation of kinetic values for
recombinant SICXE10 and {3-6:Ac; a K,,, of 11.4*4.8 mM and a
Viax of 8.2%1.6 uM/s was determined by non-linear fitting
(R?=0.9145) and a K, of 9.6%2.26mM and a Vo
7.2%1.48 uM/s, respectively, using the Lineweaver-Burk method
(R?=0.996), (Fig. 7).

Effect of odorant exposure on SICXET0 expression level in
males

To test the hypothesis that SICXEI0 expression could be
induced by exposing animals to odorants, males were exposed for
48 h to high doses of {3-6:Ac (plant volatile) and {9E11-14:Ac
(pheromone component). Levels of SICXEI( transcripts were
compared between naive and exposed males by quantitative PCR
(Fig. 8). Male antennae exposed to {3-6:Ac expressed 3.63 times
more SICXEI0 than the controls (p=0.0021, Student t-test). The
transcript levels were comparable when males were exposed to
L9E11-14:Ac.

Discussion

SICXE10 was strongly and predominantly expressed in the adult
antennae compared to all other tissues tested. This expression
pattern suggested that SICXE10 could be implicated in a specific
olfactory function. Indeed, such restricted expression is a useful
criterion that has already been helpful in identifying specific
olfactory genes such as olfactory receptors and Odorant-Binding
Proteins (OBPs) in various species [31].

During development, SICXE]0 expression level increased from
the end of the pupal stage and reached a maximum in 3-day-old
adults. Apol-PDE, a CCE clearly involved in sex pheromone
degradation in the moth Antheraca polyphemus presented a similar
profile [18]. These expression patterns were concomitant with the
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Ventral face

Dorsal face

Figure 3. Expression patterns of S/ICXE70 after in situ hybridization on longitudinal sections of S. /ittoralis male antennae. Arrows show
the olfactory sensilla. A) Global view of two antennal segments, one sectioned and the other one with intact cuticle. B) Higher magnification of A,
showing labeling at the base of the olfactory sensilla. C) Longitudinal section through a segment showing the disposition of the olfactory epithelium
(1), the antennal nerve (2), the antennal lumen filled with haemolymph (3) and the epidermis (4). D) Higher magnification of C showing labeled cells

(accessory cells and/or neurons). Scale: 100 um in A; 50 um in B and C, 20 um in D.

doi:10.1371/journal.pone.0015026.g003

electrophysiological responsiveness to odorant components and
with the expression of other olfactory genes such as OBPs
[18,32,33] or ODEs [34], suggesting a common regulatory
pathway for the genes involved in odorant detection in mature
adult moths. The life of S. ttoralis males is short: they are able to
mate rapidly after emergence; they survive as adults for 5 to 6 days
in our rearing conditions. Maximum levels of SICXE10 expression
in males were thus consistent with their short adult lifespan.

110.0 kD—
90.0 kD—

51.2 kD—

36.2 kD—i
29.0 kD—1

Interestingly, SICXE10 transcripts were also clearly detected in
antennae from last instar larvae but not from the larval midgut.
This 1s the first observation of expression of a presumptive ODE in
insect larval antennae. The majority of CCEs identified during this
stage were indeed generally associated with the digestive tract
[6,10], suggesting a role in detoxification of noxious substances in
larval diet. In many insect larvae, olfactory stimuli play a role for
food location and studies in Drosophila melanogaster showed that the

Figure 4. SICXE10 recombinant protein expression and purification. A) SDS PAGE analysis of total proteins extracted from infected insect
cells at different times after infection (24, 48, 72 h p.i). Non-infected cells and cells infected by a non-recombinant virus were used as controls. B)
Western-blot analysis. C) o/B-naphthyl acetate staining. SICXE10 are indicated by asterisks on the right side of the gel, polyhedrin is indicated with an
arrowhead. The sizes of the molecular-mass markers are shown on the left hand side of the gel.

doi:10.1371/journal.pone.0015026.g004
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Figure 5. Electroantennographic responses to Z3-6:Ac. Full line and dotted line represent male and female responses, respectively
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organization and functioning of the olfactory system from larvae is
simpler than but similar to the adult system, from the odorant
reception to the odorant-driven behavior (reviewed in [35]).
Antennal larval CCEs could thus play a role in odorant
degradation, as assumed in adults.

In the adult male antennae, SICXE!0 expression was restricted
to the olfactory sensilla, as revealed by w situ hybridization.
Expression was associated with long and short olfactory sensilla, in
cells that could correspond to accessory cells and/or to the
olfactory neurons. In male S. littoralis, most of the olfactory sensilla
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Figure 6. Hydrolysis of Z3-6:Ac, Z9E11-14:Ac and Z9E12-14:Ac
by recombinant SICXE10 and crude antennal extracts. Hydro-
lysis was indicated by the percentage of conversion of the esters in the
corresponding alcohols after 1 h of incubation. Data were obtained
from triplicate experiments and are given as the mean *SD.
doi:10.1371/journal.pone.0015026.9006
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are long trichoid sensilla narrowly specialized in {9£11-14:Ac and
KL9E12-14:Ac detection [25]. Short olfactory sensilla (trichoid and
basiconic) are tuned to various plant odours [28] but their
responses to plant esters were not tested in males. On the contrary,
most of the sensilla from female antennae are short and specialized
in the detection of plant odours, including <3-6:Ac [27,28]. Our
electrophysiological study demonstrates that males can also detect
Z3-6:Ac presumably via the short sensilla. In male antennae,
SICXE10 expression was thus observed to associate with olfactory
sensilla which respond to either sex pheromone or host-plant
esters. Therefore, we hypothesize that SICXE10 has a role in the
hydrolysis of both pheromone and plant volatile compounds.

In our i vitro conditions, recombinant SICXE10 was indeed
able to degrade these three esters but with a strong preference to
Z3-6:Ac compared to J9FE11-14:Ac and J9E12-14:Ac. The
differences in terms of carbon chain length, unsaturations and
hydrophobicity between {3-6:Ac and sex pheromone compounds
could easily account for this difference. Towards Z{3-6:Ac,
recombinant SICXELO is fast, with a @ vitro turnover number of
45 s~!. This turnover number is higher than of insect JHE (0.6—
4.3 5", reviewed in [1]). It ranged between the k., values of the
two CCEs previously characterized as PDEs in 4. polyphemus (Apol-
PDE) and in P. japomwca (Pjap-PDE): k., values for the sex
pheromone of 127 s~' [18] and 1.36 s~ ' (calculated from [17]),
respectively. SICXE10 affinity for £3-6:Ac is quite low, leading to
a moderate specific activity (K,,/ke,) of 4.7%x10° M™! s7%. This
activity is smaller than that of ApolPDE (1x10° M™' s 1), of
insect JHEs (6-501x10° M™' 57!, [1]) or of a malathion-CCE
from Lucilia cuprina (2.7x10° M~ " s7"Y [36] but is higher than that
of Pjap-PDE (2x10° M™" s™", calculated from [17]).

This high K, towards {3-6:Ac revealed that the affinity of
SICXE1O0 for Z3-6:Ac is low and suggested that other exogenous
or endogenous compounds might be additional substrates for the
native enzyme. SICXEI(0 expression level in adult male antennae
was nevertheless clearly induced by Z3-6:Ac exposition i vivo and
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not by the sex pheromone component {9E11-14:Ac. As many
studies showed that the enzyme substrates are capable of inducing
the expression of those enzymes, this suggested that {3-6:Ac might
be a physiological substrate for SICXE10 in adult males. Induction
of detoxification enzymes, including CCEs, by xenobiotics or plant
allelochemicals present in the diet has been well studied in insects
(reviewed in [23,37]). We demonstrate here for the first time that
an odorant molecule could also be an effective CCE inducer in
msects. Enzyme over-expression may increase odorant clearance
and thus avoid adaptation/habituation to the odorant signals. This
mechanism could participate to maintaining the specificity of
olfactory communication in a noisy environment, e.g. when males
have to detect minute amounts of sex pheromone in a high
background of various plant volatiles.

SICXE]10 lacks a secretory signal peptide as well as the C-terminal
endoplasmic retrieval signal [1], suggesting a localization into the
cytosol of the accessory cells (and/or ORNS) of the sensilla. In
contrast to the extracellular PDEs present in the sensillar lymph,
SICXE10 can thus presumably act on Z3-6:Ac and putatively other
odorants only after their entry to the cells. It has been suggested that
the complexes OBP-odorant and OR-odorant are internalized into
the support cells and ORNs, respectively [38,39]. Because of their
hydrophobicity, the odorant molecules tested here may also directly
enter the cells across their plasma membranes. Our results strongly
suggest that a CCE-based intracellular metabolism of odorants could
occur in insect antennae, in addition to the extracellular metabolism
already proposed. Antennal intracellular cytochromes P450 and
glutathione S-tranferases involved in pheromone or odorant
degradation have been described [40,41]. This complex metabolism
could participate in the clearance of odours within the antennae.

Further studies will allow to precise the catalytic properties of
SICXE1O to establish if this enzyme may also detoxify xenobiotics
entering the sensilla, as suggested for intracellular CCEs expressed
in larval midgut.

Materials and Methods

Chemicals

L9E11-14:Ac and {9E12-14:Ac were synthesized in the labora-
tory (courtesy of Martine Lettere, >97% purity checked by gas
chromatography, CAS 50767-79-8 and 30507-70-1, respectively).
Z3-6:Ac was purchased from Lancaster Synthesis (Alpha Aesar,
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USA; 99% purity, CAS 3681-71-8). ({)-3-hexenol (3-6:0H, 99%
purity, CAS 928-96-1) and 5-methyl-1-hexanol (99% purity, CAS
627-98-5) were purchased from Sigma-Aldrich. Substrates were
diluted in hexane (>98% purity, CAS 110-54-3, Carlo-Erba).

Animals and tissue collection

Insects were reared on semi-artificial diet at 24°C, 60-70%
relative humidity, and under a 16:8 h light:dark (LD) photoperiod
till emergence. Sexes were separated at pupal stage. Adults were
kept under an inverted LD regime and provided with a 10%
sucrose solution. For SICXEI0 expression analysis by polymerase
chain reaction (PCR), various tissues were dissected: antennae and
midguts from last instar feeding larvae, antennae from male pupae
and from adults, male proboscis, brains, legs, thorax, abdomens
and wings. For odorant exposure experiments, 15 one-day-old
males were set during 48 h into hermetically sealed boxes
containing either 1 ug of {3-6:Ac or {9L11-14:Ac loaded onto a
filter paper. Insects were also provided with a 10% sucrose
solution. Control animals were kept in the same conditions except
that the filter paper was only loaded with hexane. Antennae were
then dissected. For in situ hybridization, male antennae were fixed
overnight at 4°C in 4% PFA-3% Tween 20, rinsed in PBS (0.85%
Na(Cl, 1.4 mM KH,PO,, 8 mM Na,HPO,, pH 7.1; Sigma) and
then cryoprotected in PBS-18% sucrose at 4°C before use. For
kinetic studies, two-day-old male antennae were dissected and
immediately used for crude antennal extracts preparation.

RNA isolation and cDNA synthesis

Total RNAs were extracted with TRIzol Reagent (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA), then treated with DNase I (Roche, Basel,
Switzerland) and quantified with a spectrophotometer (BioPho-
tometer, Eppendorf, Hamburg, Germany). Single-stranded
cDNAs were synthesized from total RNAs (5 pg) from various
tissues using Superscript II reverse transcriptase (Gibco BRL,
Invitrogen) with the oligo(dT);s primer according to the manu-
facturer’s instructions.

Expression analysis of SICXET0 by quantitative RT-PCR
(gPCR) and RT-PCR

Two specific primers, SICXE10-q.F (5'-CGGACGACCGGT-
CAGTTGTA) and SICXE10-q.R (5'-TACCAGGGACCAGC-
GTGTTG) were designed using EPRIMERS3 software (http://
mobyle.pasteur.fr/ cgi-bin/MobylePortal/portal py?form = eprimer3).
The reference genes (RpL13, RpL8, GAPDH and f-actin) and their
corresponding primers were described in [24]. All reactions were
performed on the LightCycler® 480 Real-Time PCR System
(Roche, Basel, Switzerland). Each 16 ul reaction consisted of 8 ul
LightCycler® 480 SYBR Green 1 Master (Roche, Basel,
Switzerland), 6 ul of 12-fold diluted cDNA (or water for negative
control) and 1 pl of each primer. The qPCR program consisted
of 95°C for 13.5 min, then 40 cycles of 95°C for 30 s, 60°C for
30 s, 72°C for 30 s. This was followed by the measurement of
fluorescence during a 55 to 95°C melting curve in order to detect
a single gene-specific peak and to check the absence of primer
dimer peaks. A negative control and a fivefold dilution series of
pooled ¢cDNAs (from all conditions) were included in each run.
The fivefold dilution series were used to construct a relative
standard curve to determine the PCR efficiencies and for further
quantification analysis. Each reaction was run in triplicate
(technical replicate) with at least three independent biological
replicates. Data were analysed with LightCycler 480® Software
(Roche, Basel, Switzerland) and the crossing point values (Cp-
values) were first determined for the reference genes with a run
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formed by the fivefold dilution series, the measuring points and
three negative controls. The RpLI53 gene was considered as
displaying consistent expression and was suitable for downstream
analysis, as previously described in [24]. Subsequently, the
expression of SICXEI(0 was normalized to geometric means of
this reference and the normalized gene expression was then
calculated with Q-Gene software [42].

Non-quantitative RT-PCR was performed on 100 ng of cDNAs
from larval antennae and midguts, using SICXE10-q.F/q.R and
RpLS primers. 30 cycles of amplification were realized for SICXEI0
and 25 for RpL8 in order to fit the linear range of amplification.

In situ hybridization

A cDNA fragment of 601 bp was amplified by PCR using
SICXE10-ish.F  (5'-AGCTATTTAGGTGAACACTATAGTG-

@ PLoS ONE | www.plosone.org

AATTCTTCAAAAAACAACCTTGTG) and SICXE10-ish.R
(5'-ATTGTAATACGACTCACTATAGGGTCTCCGTAAGA-
TGGCC) primers and was used as template for i witro
transcription to generate DIG-labeled RNA sense and antisense
probes. Antennae from 2-day-old male moths were embedded in
Tissue-Tek medium™ compound (CellPath, Newtown Powys,
UK). Cryosections (7 um) were set in cell culture insert (Greiner
Bio-one, Monroe, USA) and rinsed twice in PBS for 5 min and
twice in 2xSSC for 5 min. Sections were first incubated for 1 h at
45°C in hybridization solution (50% formamide, 5x SSC, 5x
Denbhart’s solution, 50 pg/pl yeast tRNA, 4 mM EDTA, 2.5%
Dextran), then hybridization was conducted overnight at 45°C in
the same solution containing the labeled probe. Post-hybridiza-
tion, sections were washed 10 min in 2xSSC, incubated 30 min at
37°C with RNase, rinsed twice in 0.1xSSC for 30 min at 65°C and
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5 min in PBS. After blocking with 0.5% blocking reagent (Roche)
for 30 min at RT, sections were incubated with anti-Dig AP
conjugated antibody diluted 1:500 for 30 min at RT. After 5 min
washing in detection buffer (100 mM Tris pH 9.5, 100 mM NaCl,
50 mM MgCly, 0.1% tween 20, 20 mM levamisole), hybridized
probes were visualized by incubation in the dark with NBT-BCIP as
substrates in detection buffer. Reaction was stopped by rinsing
sections in detection buffer. Sections were mounted on slides and
pictures were acquired (Olympus BX61 microscope, ImagePro
software) and digitalized using Adobe Photoshop® 7.0 (Adobe, USA).

Construction of recombinant baculovirus SICXE10-
AcMNPV

The SICXE10 coding region was amplified from male antennal
cDNA by PCR using Expand High Fidelity PCR system (Roche,
Bazel, Switzerland) and two specific primers (SICXE10-ORF.F:
5'-GCGATGGTGCAAGTGAGAGTGAGCGAGGGTGTA and
SICXE10-ORF.R: 5-TTGATTTAGCGTACTAAATTTAGGC-
AGGTG). The 1.63 kb PCR product was cloned into pBlueBac4.5/
V5-His TOPO transfer plasmid (Invitrogen). The presence of the
msert, in-frame with the polyhedrin promoter from Autographa
californica multi nuclear polyhedrosis virus (AcMNPV), as well as the
presence of the carboxy-terminal hexahistidine tag (6His-tag), were
confirmed by sequence analysis (GATC Biotech, Marseille, France).
This plasmid DNA was cotransfected with viral DNA into Spodoptera
Jrugiperda /21 cells using the bacmid DNA-CellFECTIN mixture
(Bac’N’Blue, Invitrogen). Recombinant viruses were isolated from
the transfection supernatant by plaque purification. Occlusion-
positive plaques, representing recombinant viruses, were picked and
plaque purified. Single isolated recombinant viruses were amplified
to obtain high-titre virus stocks. Virus titres were determined by
plaque assays. A concentrated viral stock (1 x107 pfu/ml) was stored
at 4°C for further experiments.

Expression and purification of recombinant SICXE10

SP1 cells (5x10° cells/ml) in 5 ml of S£900 II (Invitrogen) were
infected with the viral stock at a multiplicity of infection of 20 and
grown at 27°C for 72 h. Cells were washed twice with PBS, then cell
pellet was diluted with a lysis buffer (1% Nomidet P40, 50 mM
NaH,PO,, 300 mM NaCl, 10 mM imidazole, pH 8) and incubated
on ice for 10 min. Cells debris were removed by centrifugation, the
supernatant was isolated and 200 pl of nickel-charged resin (Ni-NTA
Agarose, Qiagen) was added before 1 h incubation at 4°C under
agitation. Suspension was loaded into a polypropylene column,
washed twice with wash buffer (50 mM NaH,PO,, 300 mM NaCl,
20 mM imidazole, pH 8) and eluted with elution buffer (50 mM
NaH,PO,, 300 mM NaCl, 250 mM imidazole, pH 8). Protein
purification was controlled by polyacrylamide gel electrophoresis
(PAGE) and Western-blot analyses. Elution fractions were separated
by SDS PAGE and either visualized by Coomassie staining or
transferred to a nitrocellulose membrane for western-blot: after
blocking in TBST-10% blocking reagent (Invitrogen), membranes
were incubated overnight at 4°C with anti-6His-tag primary antibody
(Sigma-Aldrich, 1:10,000), then incubated with horseradish-perox-
ydase-labelled antibody (Sigma-Aldrich, 1:10,000). Blots were washed
and incubated with chemoluminescent substrate for 1 min (ECL Plus
Western Detection Kit, GE Healthcare). To check enzyme activity,
elution fractions were subjected to native PAGE and esterase activities
were visualized by o/ B-naphthyl acetate assay, as described in [16].

Electrophysiology

Two-day-old male and female moths were anesthetized with
COy and restrained in a styrofoam holder. A chlorinated silver

@ PLoS ONE | www.plosone.org

A Moth Antennal Esterase Degrading Plant Odorant

wire was inserted into the abdomen to serve as reference electrode.
One antenna was fixed with small strips of adhesive tape on the
surface of the holder and the tip of the antenna was cut off. The
recording electrode, filled with sensillum saline (107 M Ca®*
solution after [43] modified from [44]) was slipped over the end of
the cut antenna. Both electrodes were connected to a preamplifier
NL 102 (Digitimer, Hertfordshire, UK). The signal was amplified
(x 1000) and filtered from DC to 10 kHz and digitized at 10 kHz
and 12 bits with a Data Translation DT3001 board (Data
Translation, Malboro, USA). The amplitude of electroantenno-
grams was measured using Awave software [45]. Olfactory stimuli
were delivered with a programmable olfactometer that used
distinct sources of Z3-6:Ac for different dilutions as described in
[46]. White mineral oil from Sigma (CAS 8042-47-5) (Sigma-
Aldrich, L’Isle-d’Abeau, France) was used to prepare 1/1000,
1/500, 1/100, 1/50, 1/10 volume to volume dilutions. The
antenna was permanently bathed by pure air at 440 ml/min.
During stimulation periods, pure air was replaced by {3-6:Ac or
control (mineral oil). Every antenna was challenged with a series of
six stimulations: mineral oil, 1/1000, 1/500, 1/100, 1/50 and
1/10 Z3-6:Ac solution. Odorant or control was applied as a short
pulse of 500 ms. Experiments were repeated on 17 males and 12
females.

Kinetic study

Crude antennal extracts were prepared by homogenization of
antennae on liquid nitrogen in 20 mM Tris-HCI buffer at
pH 7.4. Homogenates were briefly sonicated, centrifuged at
12000 rpm for 5 min and the supernatants were stored at 4°C
until rapid use. To study the kinetics of odorant hydrolysis by
antennal extracts and recombinant SICXE10, the production of
the corresponding alcohols was monitored. 500 ng of freshly
purified recombinant protein or 4 pg of male antennal extract
were incubated during 1 h at 28°C in 50 pl of 20 mM Tris buffer
(pH 7.4) with either {3-6:Ac, {9E11-14:Ac or {9E12-14:Ac (final
concentration: 40 uM). No detergent was used. Substrate
and product were extracted immediately with a mix of ether
and hexane (1:1 v/v). The organic phase was separated and
concentrated before injection of the totality of the sample in gas
chromatography (GC, Thermo Finnigan Trace GC; HP-5
Agilent column). Identification of the product was confirmed by
mass spectrometry analysis (Thermo Finnigan Trace GC-MS).
The GC conditions for the sex pheromone components were as
follows: injection at 80°C, hold for 1 min, 5°C/min up to 220°C,
10°C/min up to 300°C and 5 min of hold at this temperature.
For 7Z3-6:Ac, injection was performed at 50°C, hold for 1 min,
followed by 1°C/min up to 65°C, 5°C/min up to 80°C, 10°C/
min up to 300°C and 5 min of hold at this temperature. Three
replicates for each substrate were analyzed. The percentage of
conversion was calculated by the relative amount of the derived
alcohol with regard to the parent acetate. For K,, and V.«
determination, 2 pug of purified recombinant SICXE10 were
incubated in a 200 pl reaction mixture with various concentra-
tions of {3-6:Ac (1 mM to 20 mM). After 5 min of incubation,
substrate and product were extracted immediately with 400 pl of
ether/hexane mix (1:1 v/v) containing 5-methyl-1-hexanol as
internal standard. The GC detector was calibrated with a wide
range of concentrations of {3-6:OH and standard diluted in
hexane. Experiments were replicated twice for each concentra-
tion. Kinetic parameters were determined by fitting the
experimental activity data to the one site binding equation of
GraphPad Prism 5 as well as by Lineweaver-Burk plots (double
reciprocal, 1/v versus 1/[S]).
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