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Durant els darrers anys el disseny de noves tecnologies de seqlienciacid, juntament amb
I'acumulacié de dades morfologiques, paleontologiques i moleculars, han permes obtenir gran
quantitat d’informacié per coneixer més en detall la filogénia dels insectes (figura 1.1)
(Trautwein et al., 2012). El grup dels insectes és el més nombrds i divers dins el regne animal, ja
gue se n’han descrit gairebé un milié d’espécies (el 80 % del total de les especies animals) i es
creu que encara n’hi podria haver fins a 10 milions per identificar (Grimaldi and Engel, 2005). Per
tant, coneixer com s’ha generat tanta diversitat durant I'evolucié de la classe Insecta és clau per
entendre I'evolucié de la vida a la terra. En aquest sentit el factor fonamental que ha fet que els
insectes assolissin un gran éxit evolutiu ha estat I'aparicié de la metamorfosi, que els ha permes
colonitzar tots els medis, aprofitar aliments diferents i aconseguir una elevada capacitat
reproductora.

1.1 LA METAMORFOSI

La metamorfosi se sol definir com el conjunt de canvis morfologics i fisiologics que
experimenten determinats animals des que surten de I'ou fins que assoleixen I'estadi adult. En
els insectes la metamorfosi requereix de la coordinacié dels diversos processos de mort cel-lular
de teixits juvenils amb el creixement i morfogénesi de les estructures que han de formar
I'individu adult.

1.1.1 Breu historia de ’estudi de la metamorfosi

El filosof grec Aristotil (384 aC — 322 aC), en el llibre Historia Animalium (343 aC), va ser
el primer en descriure la metamorfosi d’'una manera objectiva, a través d’observacions directes.
Més tard, durant els segles de domini de I'lmperi Roma Plini el Vell va analitzar aquest procés
dins el cicle de vida de les abelles, en el seu Naturalis Historia. Després d’un periode sense cap
aven¢ remarcable en l'estudi del medi natural, durant el Renaixement es torna a recuperar
I'interés per aquesta transformacid. Aixi aparegué el primer treball dedicat a la metamorfosi dels
insectes, Metamorphosis Naturalis (1662), del pintor i naturalista Jan Goedart, que va ser el
primer en utilitzar el terme metamorfosi. Durant la mateixa época Jan Swammerdam també va
contribuir a ampliar aquests coneixements gracies a I'Historia Insectorum Generalis (1669) i la
seva obra postuma Biblia Naturae (1737-1738). En els seus treballs Swammerdam descrivia el
que avui es coneix com a metamorfosi completa, després d’observar que molts insectes
desenvolupaven les ales sota la cuticula larvaria, mentre creixien, i que tenien una fase
quiescent abans de passar a la fase adulta. També destacable fou I'aportacié de Maria Sibylla
Merian, amb I'obra Metamorphosis Insectorum Surinamiensis (1705), o la de René-Antoine
Ferchault de Réamur, que en les Mémoires pour servir a I’histoire des insectes (1734 - 1742) va
descriure el comportament i el cicle de vida de molts insectes. Més tard, durant el segle XIX
aparegueren diversos manuals d’entomologia que contribuiren a augmentar els coneixements
sobre la metamorfosi dels insectes, entre els quals destaquen An Introduction to Entomology
(William Kirby i William Spence, 1815), Manual of Entomology (Hermann Burmeister, 1836), An
Introduction to the Modern Classification of Insects (John O. Westwood, 1939) i Les
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Figura 1.1. Filogenia de la classe Insecta. Arbre que representa la relaciéd entre les diferents espécies
d’insectes. Les linies puntejades indiquen relacions basades en proves menys solides. Abreviacions: rDNA,
DNA ribosomal; mtDNA, DNA mitocondrial; Amph., Amphiesmenoptera; Coleop., Coleopterida; Neurop.,
Neuropterida; Psoco., Psocodea; Xeno., Xenonomia. Adaptat de Trautwein et al. (2012).

métamorphoses des insectes (Maurice Girard, 1866). Al segle XIX, John Lubbock publica I'obra On
the Origin and Metamorphoses of Insects (1874), on per primera vegada s’analitzava I'origen i
I’evolucié de la metamorfosi dels insectes, i es plantejaven grans interrogants sobre I'encaix
d’aquesta transformacié en el marc de la teoria de I'evolucié de Charles Darwin. Finalment,
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durant el segle XX el coneixement de la metamorfosi dels insectes va fer un gran salt endavant
gracies al descobriment de I’hormona antimetamorfica per part de Vincent B. Wigglesworth
(1930), al descobriment de I'hormona de la muda per part de Karl Butenandt i Peter Karlson
(1954), i als treballs de James W. Trumann i Lynn M. Riddiford, descrits detalladament en
proxims apartats.

1.1.2 Classificacio dels insectes segons la seva estratégia metamorfica

Els insectes es classifiquen, segons la seva estratégia metamorfica, en tres grans grups:
ametabols, hemimetabols i holometabols. Els primers insectes que van apareixer a la terra, fa
almenys 400 milions d’anys, eren ametabols (metamorfosi simple). Actualment només dos
ordres representen aquest grup: Archaeognatha i Zygentomea (peixets de plata) (figura 1.1)
(Grimaldi and Engel, 2005). Els insectes ametabols es caracteritzen pel fet que els individus que
eclosionen de I'ou sén morfologicament iguals als adults i van creixent al llarg de les diferents
mudes. Un cop assolida la maduresa sexual segueixen mudant i augmentant de mida, i no
presenten ales en cap dels estadis del seu desenvolupament (figura 1.2).

Els fossils més antics que s’han trobat dels primers insectes alats daten de fa uns 350
milions d’anys (Paleozoic) i pertanyen a individus que seguien una estratégia hemimetabola
(metamorfosi incompleta) (Grimaldi and Engel, 2005). Aquesta es caracteritza pel fet que les
formes juvenils, anomenades nimfes, sén morfologicament molt semblants als adults, igual que
en el cas dels ametabols. Les nimfes hemimetaboles, pero, creixen només fins a arribar a I'etapa
adulta, moment en el qual deixen de mudar. Els adults difereixen de les nimfes per la preséncia
de genitalia i ales funcionals (figura 1.2). Les ales es desenvolupen progressivament durant els
successius estadis nimfals dins una mena d’estoigs anomenats wing pads. Paneroles, grills i
xinxes sén alguns dels insectes més comuns que segueixen aquesta estratégia metamorfica.
També s’agrupen dins els hemimetabols algunes espécies que inclouen en el seu
desenvolupament entre un i tres estadis quiescents, com és el cas d’alguns tisanopters
(Thysanoptera). A aquest tipus de desenvolupament se I'ha anomenat neometabol, i s’ha
especulat amb la possibilitat que fos un pas intermedi entre hemimetabols i holometabols
(figura 1.2) (Minakuchi et al., 2011; Sehnal et al., 1996). Un altre subgrup dins dels hemimetabols
és el dels prometabols, que inclou I'ordre Ephemeroptera i que es caracteritza pel fet que les
nimfes de darrer estadi nimfal ja tenen ales funcionals, tot i que no sén capaces de reproduir-se
fins que té lloc la muda adulta (figura 1.2) (Sehnal et al., 1996).

La gran majoria de les especies d’insectes (aproximadament el 80 %) presenten, pero,
una metamorfosi completa: sén els holometabols. Aquests formen un grup monofiletic que va
apareixer a partir d’ancestres hemimetabols fa uns 300 milions d’anys (Kristensen, 1999;
Wheeler, 2001). Es caracteritzen per tenir unes formes juvenils, les larves, que soén
morfologicament molt diferents dels adults. Durant I’estadi larvari té lloc el creixement i, un cop
completat, es forma I'adult a partir d’'un estadi quiescent anomenat pupa, on té lloc la
metamorfosi (figura 1.2). Els ordres més destacats que presenten aquesta estrategia
metamorfica sén: Hymenoptera (formigues, abelles i vespes), Coleoptera (escarabats),
Lepidoptera (papallones) i Diptera (mosques i mosquits).
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Ametabols Prometabols Hemimetabols Neometabols Holometabols

Figura 1.2. Estrategies metamorfiques dels insectes. Principals tipus de metamorfosi en els insectes:
ametabol, hemimetabol (amb els subtipus prometabol i neometabol) i holometabol. Els requadres
vermells emmarquen I'estadi adult. En els ametabols, el requadre obert indica que segueixen mudant
durant I'estadi adult. L'el-lipse verda assenyala els estadis quiescents dels neometabols. L’el-lipse blava
encercla la pupa holometabola. Adaptat de Sehnal et al. (1996).

1.1.3 L’evolucio de la metamorfosi

L'aparicié de la metamorfosi completa ha permeés la gran diversificacio i exit adaptatiu de
la classe Insecta. El primer pas cap a aquest tipus de metamorfosi es va donar amb I'aparicié de
les ales i la conseglient habilitat de volar, que permetia als insectes una major dispersid, escapar
dels depredadors i trobar nous aliments. Pero les formes juvenils i adultes d’aquests primers
insectes alats (hemimetabols) seguien compartint el mateix habitat i els mateixos recursos
alimentaris. En canvi l'aparici6 de la metamorfosi completa, amb formes larvaries
morfologicament molt diferents de les adultes, va permetre que explotessin recursos diferents,
evitant aixi la competéncia entre els periodes de creixement i reproduccié. La manera com es va
passar dels dos estadis del desenvolupament hemimetabol (nimfa i adult) als tres estadis de
I’'holometabol (larva, pupa i adult) ha estat objecte de controversia des de l'inici de I'estudi de
I’evolucié de la metamorfosi. Les teories que s’han proposat per donar explicacid a aquesta
incognita s’agrupen basicament en dos tipus de pensaments: d’una banda, els que consideren
les fases larvaries dels holometabols com estadis equivalents a les fases nimfals dels
hemimetabols i, de I'altra, els que consideren les larves holometaboles com el producte d’una

e

“desembrionitzacié” prematura.
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1.1.3.1 Teoria de I'’equivaléncia larva-nimfa

La teoria que intenta explicar I'aparicié de la metamorfosi completa equiparant les fases
larvaries dels insectes holometabols amb les fases nimfals dels hemimetabols va ser inicialment
formulada per Eraste Poyarkoff (Poyarkoff, 1914) i posteriorment desenvolupada per Howard
Hinton (Hinton, 1963). Segons aquesta teoria, la separacid de ninxols entre les formes
immadures i les reproductores d’una mateixa espécie hauria portat a una diferenciacio
morfologica entre aquests dos estadis, fet que hauria provocat I'aparicié de la pupa com a fase
intermeédia. Segons Poyarkoff, la pupa s’hauria originat a partir del desdoblament de I'estadi
adult en dues fases, mentre que Hinton proposava que s’hauria format a partir de la modificacio
progressiva del darrer estadi nimfal (figura 1.3). Aquest, estudiant la musculatura de les pseudo-
potes presents en moltes larves holometaboles, va concloure que eren estructures secundaries
producte de I'adaptacié d’aquestes larves al medi, i que havien aparegut almenys 27 vegades en
I'ordre dels Dipters i 8 en el dels Lepidopters. Aixd contradeia un dels indicis en els que es
recolzava la teoria de la “desembrionitzacié” de Berlese-Imms, que defensava que aquestes
pseudo-potes eren apéndixs retinguts per la larva després d’eclosionar de I'ou (veure apartat
1.1.3.2).

La teoria que considera les larves dels insectes holometabols i les nimfes dels
hemimetabols com estadis equivalents té encara avui dia molts seguidors. Recentment, Xavier
Bellés ha proposat una nova variant d’aquesta teoria, a la qual ha anomenat “hipotesi del Grand
Tour” (Bellés, 2013). Segons Bellés, la gran innovacid dels insectes holometabols hauria estat
I"augment de la capacitat d’evolucionar de la nimfa, fet que hauria permés que adquiris formes
molt diferents a I'adult i es transformés finalment en una larva holometabola capac¢ d’adaptar-se
a nous medis. Aquesta, pero, necessitaria tornar a una morfologia adultoide que li permetés
arribar a I'estadi adult, fet que s’hauria resolt amb I'aparicié de I'estadi pupal. Aquesta teoria
implica que en el pas de I'hemimetabolia a I'holometabolia s’haurien hagut de donar dues
innovacions: la interioritzacio dels primordis de les estructures adultes durant les fases juvenils, i
I’exterioritzacio d’aquestes en la fase pre-adulta (pupa).

1.1.3.2 La teoria de la “desembrionitzacio”

El primer en proposar que l'aparicié de la metamorfosi completa es podria haver donat
per 'eclosié preco¢ de I'embrié va ser William Harvey, al 1651. John Lubbock, al 1883, va
desenvolupar aquesta teoria en el seu llibre On the Origin and Metamorphosis of Insects, on
afirmava que I'embrié dels insectes hemimetabols passa per totes les fases del seu
desenvolupament morfogenetic dins I'ou, mentre que en els insectes holometabols I'eclosié es
produeix abans de completar-se el desenvolupament embrionari. A principis del segle XX,
Antonio Berlese (1913) i, posteriorment, Augustus Daniel Imms (1925) van refer la hipotesi de
Lubbock (Berlese, 1913; Imms, 1937). Segons Berlese, el desenvolupament embrionari
transcorreria a través de tres estadis: el protopode, on es distingeix la formacié del cap i els
apéndix toracics pero I'abdomen esta poc diferenciat; el polipode, quan ja s’ha donat la
segmentacié abdominal i els apéndix estan perfectament diferenciats; i I'oligopode, amb els
apendix abdominals secundaris reduits. Aixi, I'embrié dels insectes hemimetabols eclosionaria



8 Introduccio

després de finalitzar el periode oligopode, mentre que els embrions dels insectes holometabols
eclosionarien durant I'estadi protopode (per exemple en alguns himenopters endoparasits) o
oligopode (per exemple en coleopters i neuropters), i completarien la seva morfogenesi durant
el periode pupal. Segons aquesta teoria, doncs, I'estadi larvari dels insectes holometabols seria
equivalent al periode embrionari dels hemimetabols, pero fora de l'ou, i la fase pupal seria
I’equivalent holometabol a les fases nimfals hemimetaboles (figura 1.3).

Teories basades en l'equivaléncia larva-nimfa

B e, Fr . R > Qi
Hemimetabols Holometabols Hemimetabols Holometabols
POYARKOFF HINTON

Teories basades en la “desembrionitzacié”

Hemimetabols Holometabols Hemimetabols  Ancestre Holometabols Hemimetabols Holometabols

BERLESE-IMMS HESLOP-HARRISON TRUMAN-RIDDIFORD

Figura 1.3. Teories sobre I'evolucié de la metamorfosi . Representacions esquematiques de I’homologia
entre els diferents estadis del desenvolupament dels insectes hemimetabols i holometabols, segons les
teories de I'equivaléncia larva-pupa (Poyarkoff i Hinton) i les teories de la “desembrionitzacié” (Berlese-
Imms, Heslop-Harrison i Truman-Riddiford). Abreviacions: PN, pronimfa.
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Posteriorment es van proposar algunes variacions d’aquesta teoria, com per exemple
I’elaborada el 1940 per H. Henson, que a través dels seus estudis de la metamorfosi del tub
digestiu va considerar la fase pupal com una repeticié del desenvolupament embrionari, en
comptes de ser-ne la continuacié (Henson, 1946). També G. Heslop-Harrison (1958) va proposar
una modificacid de la teoria de Berlese i Imms al considerar que hi havia un insecte ancestral que
naixia com a larva polipoda i després passava a nimfa oligopoda (Heslop-Harrison, 1958). Segons
Heslop-Harrison els insectes hemimetabols haurien aparegut a partir de la mobilitzacié de les
fases larvaries polipodes d’aquest ancestre al procés d’embriogenesi (“embrionitzacié”), mentre
que els holometabols haurien sorgit per la compressié dels estadis nimfals en un Unic estadi
(pupa) (figura 1.3). Més recentment, James W. Truman i Lynn M. Riddiford han proposat, basant-
se en la teoria de la “desembrionitzacié” de Berlese i Imms, una nova hipotesi sobre I'evolucid
de la metamorfosi a partir de la combinacié de les dades morfologiques i paleontologiques
conegudes amb els estudis endocrins i moleculars més recents (Truman and Riddiford, 1999;
Truman and Riddiford, 2002).

1.1.3.3 La teoria de la pronimfa. Visio endocrina de I'evolucié de la metamorfosi

La teoria que proposen Truman i Riddiford es fonamenta, principalment, en I’existéncia
d’un estadi durant el desenvolupament embrionari dels insectes hemimetabols que no s’havia
descrit fins al moment, i que aquests autors van anomenar pronimfa. La pronimfa és un estadi
molt especialitzat que s’inicia just en el moment del tancament dorsal de I'embrid, i que
precedeix el primer estadi nimfal. En diversos insectes hemimetabols I'estadi de pronimfa
transcorre completament dins I'ou, i en el moment de I'eclosié la primera fase nimfal es desfa
del corion de I'ou i de la cuticula pronimfal alhora (per exemple en les paneroles). Alguns
hemimetabols, pero, tenen una pronimfa més modificada i adaptada a I'exterior, que emergeix
de I'ou i passa algun temps a I'exterior abans de mudar al primer estadi nimfal, com és el cas de
les llagostes. Truman i Riddiford van hipotetitzar que la larva dels insectes holometabols s’hauria
format a partir de la pronimfa hemimetabola, considerant aquestes dues fases com a
equivalents. Aquest pas s’hauria donat a partir d’'un allargament del periode pronimfal, que
hauria adquirit a la vegada la capacitat d’alimentar-se en un habitat no explotat per les fases
adultes de la seva especie, fet que li conferiria un avantatge evolutiu enfront dels estadis
nimfals, que si competeixen amb les formes adultes. Aixo hauria provocat que la formacié de
I’adult es concentrés al final del darrer estadi pronimfal/larvari, donant lloc a la pupa (equivalent
als estadis nimfals hemimetabols) (figura 1.3). L'existéncia de la pronimfa ha estat, pero,
glestionada per alguns estudis posteriors, que a partir d’observacions de la ultraestructura dels
embrions de diverses especies hemimetaboles i holometaboles han vist que tant en un cas com
en l'altre se sintetitzen tres cuticules durant I'embriogenesi, excepte en els dipters més
modificats, on se’n sintetitzen només dues (Konopova and Zrzavy, 2005). Aquest fet, tot i no
invalidar I'existéncia de la pronimfa, ha fet trontollar la hipotesi de Truman i Riddiford.

A més de la introduccid del concepte de pronimfa, la teoria de Truman i Riddiford ha
estat molt innovadora pel fet de donar una explicacié endocrina a I'evolucié de la metamorfosi.
Basicament dues hormones, la 20-hidroxiecdisona (20E) i ’'hormona juvenil (HJ), controlen la
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majoria de processos que tenen lloc durant el desenvolupament dels insectes, entre ells la muda
i la metamorfosi (Dubrovsky, 2005) (veure apartats 1.3 i 1.4). La 20E indueix totes les transicions
entre els diversos estadis del desenvolupament, mentre que I'HJ regula el caracter d’aquestes
transicions. Aixi, tant en les nimfes hemimetaboles com en les larves holometaboles, en
presencia d’HJ les transicions donen com a resultat un nou estadi amb les mateixes
caracteristiques morfologiques que l'anterior. En els insectes hemimetabols, 'abséncia d’HJ
durant el darrer estadi nimfal permet que es doni la metamorfosi i el pas a I'estadi adult. De la
mateixa manera, en I'Gltima fase larvaria dels holometabols es produeix una caiguda d’HJ que
possibilita la morfogénesi i formacié de la pupa, és a dir, I'inici de la metamorfosi. Aquestes
hormones controlen també el desenvolupament embrionari. En els embrions dels insectes
hemimetabols I’'HJ apareix un cop formada la pronimfa, mentre que en els holometabols apareix
proporcionalment molt abans (figura 1.4). Aixi, Truman i Riddiford van postular que
I'avancament de l'aparicidé de I'HJ durant I'embriogénesi podria haver estat clau en la
transformacid de la pronimfa en larva. Segons aquests autors la presencia d’HJ en el moment de
la formacié de la pronimfa interferiria en la formacié del patré morfologic adult i forcaria la
diferenciacié d’estructures basades en un patré incomplet, donant lloc a la larva holometabola.

Desenvolupament Desenvolupament
embrionari postembrionari

(77—
Pronimfa m#

Nimfa 1
0 !

Pic i’
pronimfal
A

| Adult

~

‘Ecdisteroides H

__\

0 25 50 75 100
% desenvolupament embrionari

~

HOLOMETABOLS HEMIMETABOLS

0 25 50 75 100
% desenvolupament embrionari

Figura 1.4. Nivells hormonals durant el desenvolupament hemimetabol i holometabol. Nivells
d’ecdisteroides i d’hormona juvenil (HJ) durant el periode embrionari (esquerra) i postembrionari (dreta)
d’un insecte hemimetabol (Schistocerca gregaria, part superior) i d’un holometabol (Manduca sexta, part
inferior). Les variacions d’ecdisteroides es representen amb una linia negra, mentre que les d’HJ es
mostren en blau. Abreviacions: E, estadi embrionari; PN, pronimfa; TD, tancament dorsal. Adaptat de
Truman i Riddiford (1999).

1.2 LA 20-HIDROXIECDISONA: L’'HORMONA DE LA MUDA

Tal i com s’ha descrit en I'apartat anterior, la 20E és una de les hormones que controlen
el desenvolupament dels insectes. Forma part de la familia dels ecdisteroides, nom amb el que
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s’agrupen els esterols polihidroxilats derivats del colesterol, i va ser aillada per primera vegada
per Adolf F. J. Butenandt i Peter Karlson el 1954. Des de llavors s’han anat ampliant els
coneixements sobre el funcionament d’aquesta hormona i s’ha vist que no només controla els
processos de muda i metamorfosi sind que també té un paper important en el creixement, la
morfogénesi i la reproduccio dels insectes (Nijhout, 1994). El precursor de la 20E, I'ecdisona, se
sintetitza principalment a la glandula protoracica, organ endocri situat en el protorax dels
insectes, tot i que s’ha vist que també es pot produir en altres teixits com I'epidermis, els
oenaocits i, sobretot, les gonades. Precisament els organs sexuals son els encarregats de la sintesi
d’ecdisona durant |'etapa adulta, per tal de controlar processos relacionats amb la reproduccié
com la sintesi de feromones sexuals, 'oogénesi i la vitel-logénesi (Lafont et al.,, 2005). La
produccié d’ecdisona en la glandula protoracica esta principalment regulada per una hormona
peptidica, I’hormona protoracicotropica (PTTH).

1.2.1 La PTTH, hormona inductora de 'ecdisteroidogénesi

La PTTH és un neuropeptid que s’expressa en dues neurones localitzades a les regions
laterals dels dos hemisferis del cervell, les neurones protoracicotropiques (Siegmund and Korge,
2001). Tot i que es coneix la seva existéncia des de I'any 1922, quan Stefan Kopec va demostrar
que el cervell produia un factor necessari per induir la metamorfosi de I'arna Lymantria dispar
(lepidopter), no ha estat fins fa poques décades que s’ha aconseguit aillar, en el cuc de seda
Bombyx mori (Kataoka et al., 1991; Kawakami et al., 1990). La PTTH se sintetitza en forma de
polipéptid precursor que és processat i transportat al llarg dels axons de les neurones
productores (Gilbert and Warren, 2005). La proteina madura resultant adquireix una estructura
terciaria a partir de tres ponts disulfur que li permet formar homodimers a través d’un enllag
cisteina-cisteina (Marchal et al., 2010; Zhang and Denlinger, 2011). En els lepidopters la PTTH
s’emmagatzema al complex format pels Corpora cardiaca (CC) i Corpora allata (CA), des d’on
s'allibera en determinats moments del desenvolupament per induir la sintesi i secrecio
d’ecdisona en la glandula protoracica de larves i pupes. L'ecdisona, per la seva banda, sera
finalment transformada en 20E en els teixits periférics, tal i com s’explica més endavant. En el
dipter Drosophila melanogaster la PTTH també se sintetitza en un parell de neurones cerebrals
que, a diferencia dels lepidopters, innerven directament la glandula protoracica (McBrayer et al.,
2007). Tot i que la PTTH és un element clau per la metamorfosi de D. melanogaster, I’eliminacié
d’aquestes neurones no impedeix que es doni aquest procés, sind que tan sols provoca un retras
considerable en l'inici de la pupacié degut a una menor produccié d’ecdisteroides (McBrayer et
al., 2007). Arran d’aquests resultats s’ha especulat que la PTTH podria tenir alguna funcio en la
transmissio del senyal del pes critic (pes minim que ha d’haver assolit una larva per iniciar la
metamorfosi), juntament amb altres vies com la de la insulina/IGF (Mirth and Riddiford, 2007;
Mirth and Shingleton, 2012). En insectes hemimetabols gairebé no se sap res sobre
I’existéncia/funcié de la PTTH, i només s’ha pogut comprovar la seva preséncia en determinades
neurones cerebrals de I’'hemipter Rhodnius prolixus (Vafopoulou et al., 2007). D’altra banda, s’ha
demostrat que diversos factors afecten la sintesi i la secrecié de la PTTH, com el fotoperiode, a
través del neuropéptid PDF (de I'angles pigment dispersion factor) (McBrayer et al., 2007; Renn
et al., 1999), I'HJ, que es considera un repressor de la sintesi de PTTH (Rountree and
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Bollenbacher, 1986), i el dany en teixits imaginals, que s’ha vist que envia un senyal (DILP8) a les
neurones protoracicotropiques que afecta els nivells de PTTH (figura 1.5) (Colombani et al.,
2012; Garelli et al., 2012; Halme et al., 2010).

Fotoperiode

Dany en discs
HJ

imaginals
Senyals
nutricionals

Babo  Punt InR

Cervell \ / l
=
Raf
Akt

ERK

Via MAPK Via TGFB/Activina

Ecdisteroidogénesi

@ Teixits perifeérics
RESPOSTA
BIOLOGICA

Figura 1.5. Control de la sintesi d’ecdisona en la glandula protoracica de Drosophila melanogaster.
Diferents factors i vies de senyalitzacié que regulen I'ecdisteroidogenesi en la glandula protoracica de D.
melanogaster. Abreviacions: HJ, hormona juvenil; NP, neurones protoracicotropiques; PTTH, hormona
protoracicotropica; ILPs, insulin-like peptides; InR, receptor d’insulina; AAs, aminoacids; NO, oxid nitric; E,
ecdisona; 20E, 20-hidroxiecdisona.

Un cop secretada, la PTTH s’uneix a un receptor quinasa de tirosines situat a la
membrana de les cel-lules de la glandula protoracica, anomenat Torso (Rewitz et al., 2009).
Aquesta unié desencadena una cascada de fosforilacions de diverses MAP-quinases (MAPK),
entre elles Ras, Raf i ERK, que finalment desemboca en la regulacié transcripcional, traduccional i
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postraduccional de diversos dels enzims encarregats de la sintesi de I'ecdisona (figura 1.5)
(Marchal et al., 2010; McBrayer et al., 2007; Yamanaka et al., 2007).

Tot i que el sistema de la PTTH es considera el principal regulador del desenvolupament
en D. melanogaster, altres factors també afecten la produccié d’ecdisona durant la metamorfosi,
com per exemple les vies metaboliques de la insulina/IGF i de TOR (target of rapamycin), que
transmeten el senyal de I'estat nutricional a la glandula protoracica, la via de TGFB/Activina o la
senyalitzacié per oxid nitric (figura 1.5) (Caceres et al., 2011; Gibbens et al., 2011; Layalle et al.,
2008; Mirth and Riddiford, 2007; Mirth and Shingleton, 2012).

1.2.2 Biosintesi de I’ecdisona

El substrat inicial de I'ecdisteroidogénesi és el colesterol, que els insectes necessiten
incorporar a partir de la dieta ja que no sdn capacos de sintetitzar-lo de novo. Abans d’iniciar-se
la biosintesi d’ecdisona cal, doncs, la introduccié del colesterol a les cél-lules de la glandula
protoracica, que es produeix a través de transportadors de colesterol, principalment membres
de la familia de receptors Scavenger classe B tipus | (SR-BI) (Herboso et al.,, 2011). Un cop
incorporat, el colesterol és transformat a 7-dehidrocolesterol mitjangant un enzim amb activitat
7,8-deshidrogenasa, codificat pel gen neverland (figura 1.6) (Yoshiyama et al., 2006). Tot seguit
es donen un serie de reaccions enzimatiques destinades a convertir el 7-dehidrocolesterol a A*-
diketol. EI nombre de reaccions i els enzims responsables d’aquestes transformacions es
desconeixen i conformen I'anomenada “caixa negra” de I'ecdisteroidogenesi. Un component
potencial d’aquesta “caixa negra” son els paralegs spook i spookier, que codifiquen per
citocroms P450 hidroxilases pertanyents a la familia dels gens “Halloween”. spook s’expressa en
I'embrid i les cel-lules fol-liculars de I'ovari de D. melanogaster i la seva abséncia impedeix la
progressié de I'embrid. spookier, en canvi, s’expressa en la glandula protoracica de la larva
(Namiki et al., 2005; Ono et al., 2006). Tot i que es creu que ambdds realitzen la mateixa funcid
en diferents moment del desenvolupament de moment no es coneix quina reaccié concreta
catalitzen (figura 1.6). Un altre possible component de la “caixa negra” és I'’enzim codificat pel
gen non-molting glossy (nm-g)/shroud (sro), que pertany a la familia de les proteines
deshidrogenases/reductases de cadena curta (SDR), i que és imprescindible perqueé tingui lloc la
transformacié de 7-dehidrocolesterol a 5B-ketodiol (figura 1.6) (Niwa et al., 2010). Les tres
darreres reaccions de I'ecdisteroidogénesi que es donen a la glandula protoracica, i que sén les
responsables de la transformacid del 5B8-ketodiol en ecdisona, estan catalitzades per citocroms
P450 codificats per gens pertanyents a la familia dels “Halloween”. La primera d’aquestes
reaccions esta controlada per phantom i transforma el 5B-ketodiol en 5B-ketotriol (Niwa et al.,
2004; Warren et al., 2004). Tot seguit, aquest és transformat a 2-deoxiecdisona per una 22-
hidroxilasa codificada pel gen disembodied (Chavez et al., 2000; Warren et al., 2002), que
finalment passa a ecdisona per I'accié de shadow (Warren et al., 2002). L’ecdisona s’alliberara a
I’'hemolimfa i gracies a I'accié d’un altre citocrom P450, shade, sera transformada en els teixits
diana a 20-hidroxiecdisona (20E), la forma més activa dels ecdisteroides (Petryk et al., 2003;
Rewitz et al., 2006).
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En groc es remarca la part de la molecula modificada en cada reaccié. Adaptat de Gilbert i Warren (2005).
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D’altra banda, alguns estudis han comprovat que no només la sintesi de les hormones
esteroidals és important per al correcte desenvolupament dels insectes sind que també ho és la
seva inactivacié. Aixi, s’ha vist que el gen Cypl8al, que codifica per una 26-hidroxilasa que
inactiva la 20E, s’indueix per la mateixa 20E i és essencial per a la correcta progressié de la
metamorfosi (Guittard et al., 2011; Rewitz et al., 2010).

1.2.3 Mecanisme d’accio de la 20-hidroxiecdisona: el model d’Ashburner

El mecanisme pel qual la 20E és capac d’induir la muda i tots els efectes biologics que es
deriven de la seva presencia va ser descrit per primera vegada per Michael Ashburner I'any
1973. Mitjangcant una série d’experiments amb incubacions de cromosomes politénics de D.
melanogaster Ashburner va proposar un model d’accié de la 20E basat en I'existéncia d’una
jerarquia de factors de transcripcid, que amb els anys s’ha anomenat “model d’Ashburner”
(Ashburner, 1973; Ashburner et al., 1974). D’acord amb aquest model, la unié de la 20E al seu
receptor activa en primer lloc I'expressid rapida i directa d’una serie de gens, anomenats
primerencs. Les proteines codificades per aquests gens, alhora que reprimeixen la seva propia
expressio, activen un nombre major de gens, anomenats tardans, que son els encarregats de dur
a terme la funcié biologica (figura 1.7).

Aguest model va ser confirmat anys després gracies als treballs desenvolupats pels
laboratoris de David Hogness i Ronald Evans. Utilitzant D. melanogaster com a model
experimental, aquests investigadors van demostrar que el receptor funcional de la 20E és
I’heterodimer format pel receptor d’ecdisona (EcR), que s’encarrega d’unir I'hormona, i
ultraespiracle (USP), que modula la capacitat transcripcional d’EcR (Koelle et al., 1991; Oro et al.,
1990). Ambdues proteines pertanyen a la familia dels receptors nuclears, una familia de factors
de transcripcié dependents de lligand. L’heterodimer EcR-USP, un cop unida la 20E, indueix
I’expressié d’un cert nombre de gens primerencs, entre ells Broad (Br), E74, Eip93 (E93) i els
receptors nuclears E75, HR3, HR4, HR39, E78 i Ftz-F1 (Thummel, 1996). Sén aquests factors de
transcripcid els que activen I'expressid dels gens tardans que s’encarregaran de dur a terme,
directa o indirectament, la resposta biologica (figura 1.7).

Tal i com s’ha descrit, tant els dos components del receptor de la 20E com la majoria de
gens primerencs pertanyen a una familia de factors de transcripcié que s’anomenen receptors
nuclears. Aquests es caracteritzen per tenir un domini d’unié a DNA (DBD) i un domini d’unié a
lligand (LBD) que els permet unir determinades molécules que regulen la seva capacitat de
control de la transcripcid (Glass and Rosenfeld, 2000). A més, s’han identificat una série de
cofactors que interactuen i cooperen amb aquests receptors nuclears, actuant com a
coactivadors o corepressors. Aquests cofactors formen complexos amb els receptors nuclears i
poden ser xaperones (DEK), remodeladors de cromatina (NURF) o modificadors d’histones (TRR,
SMRTER), entre d’altres (Badenhorst et al., 2005; Sawatsubashi et al., 2010; Sedkov et al., 2003;
Tsai et al., 1999).
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Figura 1.7. Model d’Ashburner. Representacié grafica de la cascada de factors de transcripcié que s’activa
en resposta a la 20E i que culmina amb una resposta biologica concreta que varia depenent del teixit i del
periode del desenvolupament en el que es dona. Modificat de Borras-Castells (2011).

1.2.4 El gen primerenc E93

Entre els gens primerencs activats per la 20E en D. melanogaster hi trobem E93, objecte
d’estudi en aquesta tesis. Les proteines E93 pertanyen a la familia Pipsqueak i es caracteritzen
per tenir un domini pipsqueak d’unié a DNA molt conservat de tipus HTH (de I'anglés Helix-Turn-
Helix), compost per 54 aminoacids (Siegmund and Lehmann, 2002). El gen que codifica per E93
en D. melanogaster, situat en el puff 93F del cromosoma 3, s’indueix de manera directa per la
20E en diversos teixits, com la glandula salival i el tracte digestiu (Baehrecke and Thummel,
1995; Lee et al., 2000). Inicialment es va descriure en aquest dipter com un factor proapoptotic
responsable de la transmissié del senyal de la 20E en el procés de degeneracid de la glandula
salival, promovent I'expressié de gens inductors de mort com reaper i head involution defective
(hid), i de caspases com dronc (Baehrecke and Thummel, 1995; Lee et al., 2000). També s’ha
descrit un ortoleg d’E93 en I'abella de la mel, Apis mellifera, anomenat Mushroom body-like 1
(Mblk-1), que s’expressa en les cel-lules Kenyon del cervell d’aquest himenopter (Takeuchi et al.,
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2001), i en el nematode Caenorhabditis elegans, on se I’ha anomenat Mblk-1-related factor
(MBR-1) i s’ha vist que controla I'eliminaciéd de I'excés de neurites per tal de permetre la
remodelacio dels circuits neuronals durant el desenvolupament larvari (Kage et al., 2005).

Recentment, pero, s’ha descrit E93 com un factor que controla I'especificitat genica
durant la metamorfosi de D. melanogaster en un sentit més ampli (Mou et al., 2012). Aixi, s’ha
vist que E93 no només controla la degeneracié de la glandula salival sind que també és necessari
pel correcte desenvolupament del patré adult de la mosca. Centrant-se en la formacié d’una
estructura adulta, les bractees de les potes, s’ha descrit E93 com el factor que determina la
identitat d’aquestes cél-lules durant la metamorfosi, permetent |’activacié del gen Distal-less
(DII, encarregat de I'especificacid de les cel-lules de la bractea) per part de la via de senyalitzacié
EGFR (Mou et al., 2012).

1.3 'HORMONA JUVENIL

Juntament amb la 20E, [laltra hormona encarregada de Ila regulacié del
desenvolupament dels insectes és I'HJ, que té dues funcions basiques: mantenir els teixits en
estat premetamorfic durant el desenvolupament postembrionari i regular els principals
processos associats a la reproduccié durant l'edat adulta, com la vitel-logenesi i el
desenvolupament dels ovaris . A més, també controla altres aspectes del desenvolupament dels
insectes com ara el polifenisme i la diferenciacio de castes, el comportament sexual i la
produccid de feromones (Nijhout, 1994; Raikhel et al., 2005).

L'HJ és una molécula d’origen sesquiterpenic que se sintetitza en els CA, un parell de
glandules neuroendocrines situades a la part posterior del cervell. Es exclusiva dels insectes, tot i
que el seu precursor, el metilfarnesoat (MF), també s’ha trobat en alguns crustacis on controla la
reproduccié (Nagaraju, 2011). La seva forma més comuna és I'HJ Ill, que es troba en tots els
ordres d’insectes, des dels ametabols més primitius fins als dipters més evolucionats, excepte en
els hemipters, on els CA secreten una forma modificada de I'HJ Ill anomenada S-bisepoxid
(HJSBs3) (Kotaki et al., 2009). En els dipters superiors (mosques), a més d’HJ Ill els CA també
poden secretar HJ bisepoxid (HJBs) en certs moments del desenvolupament, i en les larves de D.
melanogaster fins i tot es pot alliberar MF (Bendena et al., 2011; Goodman and Cusson, 2012).
D’altra banda, els lepidopters no secreten HJ Ill durant el periode larvari, siné HJ I i HJ II. L’adult,
en canvi, també secreta HJ lll (Goodman and Cusson, 2012). A la figura 1.8 es mostren les
diferéncies moleculars entre les diverses formes d’HJ, i també s’hi pot veure I'estructura d’un
analeg sintetic d’aquesta hormona, el metopre, utilitzat freqlientment en I'estudi d’aquesta via
degut a la seva major estabilitat davant I'accio de les esterases de I'HJ (Henrick, 2007).

1.3.1 Biosintesi de ’hormona juvenil

El procés de sintesi de I'HJ es pot dividir en dues parts. La primera, la via del mevalonat,
és comuna per a la sintesi de diferents compostos isoprenoides en tots els éssers vius i es dona
en tots els teixits. La segona, en canvi, es déna exclusivament en els CA dels insectes i consisteix
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Figura 1.8. Estructura quimica de les diferents hormones juvenils presents en els insectes. Estructura de
les principals hormones juvenils (HJs) presents en els insectes, aixi com del metopre, analeg sintetic
d’aquesta hormona. Abreviacions: HIB3;, HJ bisepoxid; HIJSB3;, HJ S-bisepoxid. Adaptat de lJindra et al.
(2013).

en la sintesi d’HJ a partir del farnesil difosfat produit en la via del mevalonat (figura 1.9). El
substrat inicial de la via del mevalonat és I'acetil-CoA, que es condensa en 3-hidroximetil-3-
glutaril-CoA (HMG-CoA). Aquesta molécula es redueix per formar mevalonat, que posteriorment
és fosforilat i convertit en isopentenil difosfat (IPP). Finalment, el farnesil difosfat es produeix
per la condensacié de tres molécules isoprenoides (figura 1.9). Aquesta via metabolica esta
present en animals i plantes, i és necessaria per a la sintesi de diversos compostos isoprenodies,
entre ells el colesterol. Els insectes, pero, no sén capacos de sintetitzar colesterol, ja que no
tenen dos dels enzims necessaris per a dur-ho a terme, I'escualé sintasa i la lanosterol sintasa
(Clark and Bloch, 1959), i utilitzen el farnesil difosfat per a la sintesi d’HJ i d’altres compostos
isoprenoides, com el dolicol i 'ubiquinona. La segona part de la biosintesi de I'HJ s’inicia amb la
conversio del farnesil difosfat en farnesol, que pateix dues oxidacions seqiencials i genera I'acid
farnesoic (AF). A partir d’aquest punt es produeix una reaccid d’epoxidacid i la incorporacié d’un
grup metil que donara lloc a I’'HJ 1ll, tot i que I'ordre en el que es donen aquestes dues darreres
reaccions varia segons el tipus d’insecte. En ortopters i dictiopters, per exemple, I’acid farnesoic
es converteix en metil farnesoat, i aquest s’epoxida per formar I’'HJ Ill. En lepidopters, en canvi,
es produeix primer I'epoxidacid, formant-se I'acid epoxifarnesoic (forma acida de I’'HJ), i després
es déna la metilacié per formar I'HJ Il (figura 1.9). L'HJ I i I’'HJ 1l s’obtenen a partir de la
incorporacié de diferents grups metil (Goodman and Cusson, 2012).

La regulacié de la biosintesi de I'HJ en els CA és un procés molt complex en el que
intervenen diversos factors, com ara: neuropéptids inhibidors (al-latostatines) i estimuladors
(al-latotropines), neurotransmissors, la 20E o la mateixa HJ (Goodman and Granger, 2005).
Recentment també s’ha vist que tant el receptor d’insulina (InR) com la via morfogenética de
TGFB/Dpp sén necessaris per I'expressido en els CA de I’hidroximetil-3-glutaril-CoA reductasa
(HMG-R) i la metiltransferasa de I’'HJ (JHAMT), respectivament (Belgacem and Martin, 2007;
Huang et al., 2011a). Malgrat aix0, els mecanismes responsables de la coordinacié de la sintesi
de I’'HJ amb el creixement i 'assoliment del pes minim necessari per I'inici de la metamorfosi es
desconeixen.
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Figura 1.9. Via de sintesi de ’hormona juvenil. Representacié esquematica de les diferents reaccions de la
biosintesi de I'hormona juvenil (HJ) on es representen el nom i l'estructura de les molecules
intermediaries, aixi com els enzims que catalitzen les diferents reaccions. Els enzims que es representen
en blau formen part de la via del mevalonat, mentre que els que es representen en vermell formen part
de la via de sintesi especifica de I'HJ. Abreviacions: AACT, acetil-CoA tiolasa; HMGS, hidroximetil-glutaril-
CoA sintasa; HMGR, hidroximetil-glutaril-CoA reductasa; MevK, mevalonat quinasa; MevPK,
fosfomevalonat quinasa; MevPPD, difosfomevalonat decarboxilasa; IPPI, isopentenil difosfat isomerasa;
FPPS, farnesil difosfat sintasa; FP, farnesil fosfatasa; FDH, farnesol deshidrogenasa; FaDH, farnesal
deshidrogenasa; JHAMT, metiltransferasa de I|'acid-HJ; FAE, epoxidasa de l'acid farnesoic; i MFE,
metilfarnesoat epoxidasa. Modificat de Goodman & Cusson (2012).

1.3.2 Funcié de ’hormona juvenil en la metamorfosi

El primer en descriure I'efecte de I'HJ va ser Vincent B. Wigglesworth a la déecada del
1930, gracies als seus experiments de parabiosi. Wigglesworth, buscant factors hormonals
reguladors de la metamorfosi, va connectar mitjangant un capil-lar una nimfa d’dltima fase de la
xinxa Rhodnius prolixus amb una nimfa d’'una fase més jove, i va veure que la nimfa d’ultima fase
mudava a adult retenint nombrosos caracters nimfals. Aquest fet suggeria I'existencia d’un
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factor, transportat per I'hemolimfa de la nimfa jove, que impedia que es completés la
metamorfosi de I'altra nimfa, i que Wigglesworth va anomenar hormona juvenil (Wigglesworth,
1940). Més tard, el mateix autor va veure que aquesta HJ es secretava en els CA (Wigglesworth,
1947). La seva estructura molecular, pero, no es va caracteritzar fins al 1967, gracies als treballs
de Herbert Roller amb el lepidopter Hyalophora cecropia (Roller and Dahm, 1968).

Actualment I'HJ esta descrita com |'encarregada de determinar la naturalesa de les
mudes que indueix la 20E. Aixi, la preséncia d’HJ fa que la muda es produeixi a un nou estadi
immadur (nimfal en els hemimetabols i larvari en els holometabols). Per contra, durant el darrer
estadi nimfal/larvari dels insectes I'abséncia d’HJ permet que la 20E indueixi la metamorfosi
(figura 1.4) (Nijhout, 1994; Riddiford, 2012). Aquesta disminucié dels nivells d’HJ es produeix per
un doble motiu: es deixa de sintetitzar I'hormona i, alhora, es déna un augment del catabolisme
de I'HJ, promogut per I'accié de diverses esterases en I’hemolimfa i d’epoxihidrolases en els
teixits (Goodman and Cusson, 2012; Roe and Venkatesh, 1990). Excepte en els dipters superiors,
el tractament amb HJ (o algun dels seus analegs) durant el darrer estadi nimfal/larvari provoca la
formacié d’una nimfa/larva supernumeraria (Konopova et al., 2011; Parthasarathy and Palli,
2009). D’altra banda, I’eliminacié de I'HJ durant un estadi larvari previ al darrer indueix l'inici de
la metamorfosi de manera prematura (Minakuchi et al., 2008b; Tan et al.,, 2005). En
holometabols, a més, I'aplicacié d’HJ durant la pupa resulta en una repeticié de I'estadi pupal.
Aquest efecte es coneix com I'accidé “status quo” de I'HJ (Jindra et al., 2013). En els dipters com
D. melanogaster, en canvi, 'efecte de I'HJ ectopica és menys drastic, ja que no impedeix la
formacio de la pupa, pero inhibeix alguns processos metamorfics que tenen lloc durant I'estadi
pupal, com la diferenciacid dels histoblasts abdominals (Minakuchi et al., 2008a). En els insectes
holometabols I'HJ també té una funcié durant la formacié de la pupa, al final del darrer estadi
nimfal (periode conegut com prepupa), on s’encarrega de prevenir la diferenciacié prematura
dels teixits imaginals (Riddiford et al., 2010; Williams, 1961).

1.3.3 Mecanisme d’accié de ’hormona juvenil

A diferencia de la via de senyalitzacié de la 20E, el mecanisme d’accio a través del qual
I’'HJ impedeix la metamorfosi no es coneix en profunditat. Malgrat aix0, en els darrers anys
nombroses investigacions han permes caracteritzar alguns dels components d’aquesta via
reguladora.

1.3.3.1 Methoprene-tolerant, el receptor de ’hormona juvenil

Methoprene-tolerant (Met) és una proteina de la familia basic-helix-loop-helix
(bHLH)/Per-Arnt-Sim (PAS) (Ashok et al., 1998) que va rebre aquest nom (tolerant a metopre)
perque el mutant nul del gen que codifica per aquesta proteina conferia resistencia a metopre,
producte letal durant el desenvolupament pupal i adult de D. melanogaster (Wilson and Fabian,
1986). Aquests mutants, pero, es desenvolupaven normalment, fet que no encaixava amb el que
s’esperava en abséncia del receptor de I'HJ. Més tard s’ha pogut comprovar que el llinatge
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drosofilid conté un paraleg de Met, anomenat germ-cell expressed (gce), i que I’abséncia
simultania d’ambdds gens provoca letalitat durant la prepupa (Abdou et al., 2011; Baumann et
al., 2010). Tot i aix0, en els mutants dobles de Met i gce de D. melanogaster no s’observa el
fenotip caracteristic d’absencia d’HJ, és a dir, un avancament en l'inici de la metamorfosi.

Per aquest motiu, no ha estat fins als darrers anys que s’ha aconseguit confirmar Met
com el receptor de I’HJ. Utilitzant aproximacions bioquimiques, s’ha vist que Met és capac d’unir
HJ lll i els seus diferents analegs, i s’han pogut descriure els aminoacids essencials per a aquesta
unié (Charles et al., 2011; Miura et al., 2005). D’altra banda, a partir d’analisis funcionals s’ha
comprovat que en I’holometabol T. castaneum i en I’'hemimetabol Pyrrhocoris apterus, insectes
que no tenen el paraleg gce, I'abséncia de Met provoca l'inici prematur de la metamorfosi abans
d’arribar al darrer estadi larvari/nimfal (Konopova and Jindra, 2007; Konopova et al., 2011),
fenotips molt semblants als obtinguts quan s’elimina la sintesi d’HJ en aquest mateix moment
del desenvolupament (Minakuchi et al., 2008b; Tan et al., 2005; Wigglesworth, 1947). A més,
s’ha comprovat que Met és necessari per induir la formacido d’'un segon estadi pupal quan
s’aplica HJ o algun dels seus analegs durant la pupa de T. castaneum (Konopova and Jindra,
2007; Minakuchi et al., 2009).

Tot i que s6n moltes les incognites sobre el funcionament de Met en la transduccié del
senyal de I'HJ, els descobriments recents han permes elaborar un model que explica com es
déna l'activacié d’aquesta via (figura 1.10). Segons aquest model, en preséncia d’HJ] Met
heterodimeritza amb una altra proteina de la familia bHLH/PAS, anomenada Taiman (Tai).
L’ortoleg de Tai rep el nom de FISC (coactivador del receptor Ftz-F1) en el mosquit Aedes aegypti
i de SRC (per la seva homologia amb SRC-1, coactivador del receptor d’esteroides de vertebrats)
en T. castaneum (Li et al., 2011; Zhang et al., 2011). El complex format per HJ-Met-Tai s'uneix a
un element de resposta a HJ (JHRE) present en el promotor d’alguns gens de la via de
senyalitzacié de I'HJ, com early tripsin (ET) i Kriippel homolog 1 (Kr-h1), promovent-ne la
transcripcié (figura 1.10) (Kayukawa et al., 2012; Li et al., 2011; Zhang et al., 2011). En absencia
d’HJ, en canvi, Met forma homodimers (Met-Met), o heterodimeritza amb el seu paraleg Gce
(Met-Gce) en D. melanogaster, i no activa la transcripcio dels gens de la via de transduccié de
I’'H) (Godlewski et al., 2006). D’altra banda, s’ha vist que en D. melanogaster Met també pot
interaccionar amb EcR, USP i Ftz-F1 (Bernardo and Dubrovsky, 2012; Bitra and Palli, 2009). Tot i
que no es coneixen les consequéencies funcionals d’aquestes interaccions, podrien representar
un dels mecanismes mitjangant els quals I’'HJ modula la resposta dels teixits a la 20E durant la
muda i la metamorfosi (figura 1.10).

1.3.3.2 Kriippel homolog 1, transductor del senyal antimetamorfic

Kr-h1 és un factor de transcripcio de particular interés en I'estudi del mecanisme d’accié
de I'HJ. Té un domini d’unié a DNA amb vuit dits de zinc C,H,, i la seva expressid s’indueix per HJ
tant en insectes holometabols com hemimetabols (Konopova et al.,, 2011; Lozano and Belles,
2011; Minakuchi et al., 2008a; Minakuchi et al., 2009; Wang et al., 2012; Zhang et al., 2011).
Recentment s’ha demostrat que aquesta induccié depen de la unié del complex HJ-Met-SRC a un
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Figura 1.10. Model sobre el mecanisme d’accié de I’hormona juvenil. Durant els estadis larvaris previs al
darrer, Met uneix I’hormona juvenil (HJ) i heterodimeritza amb Taiman (Tai), conformant el receptor
funcional de I'HJ. Aixo permet I'activacié de gens de resposta a aquesta hormona com Kriippel homolog 1
(Kr-h1), que impedeix I'activacié de Broad (Br) i permet el pas a un nou estadi larvari. En abséncia d’HJ,
durant la darrera fase larvaria, Met forma homodimers incapacgos d’induir I'expressié de Kr-h1. Aixo fa que
la 20E pugui activar Br i s’inicii la metamorfosi.

element de resposta (JHRE) del promotor de Kr-h1 de Bombyx mori. Aquest JHRE conté una
seqliencia E-box canonica (GGCCTCCACGTG) on s’uneix HJ-Met-SRC (Kayukawa et al.,, 2012;
Zhang et al., 2011). En els insectes holometabols, Kr-h1 s’expressa continuament fins a I'inici de
la darrera fase larvaria, moment en el qual els seus nivells disminueixen considerablement.
Durant la prepupa, I'expressié de Kr-h1 es reindueix de forma paral-lela a I'increment d’HJ, per
tornar a caure un cop formada la pupa (Minakuchi et al., 2009). En T. castaneum s’ha demostrat
que Kr-h1 és el responsable de transmetre el senyal antimetamorfic de I’'HJ durant els estadis
larvaris, i de la formacid d’'un segon estadi pupal quan es tracta la pupa amb HJ ectopica
(Minakuchi et al., 2009). En els insectes hemimetabols P. apterus i B. germanica l'accio
antimetamorfica de I'HJ també es transmet a través de Kr-h1, ja que: a) Kr-h1 s’expressa durant
tots els estadis nimfals excepte I’Ultim, coincidint amb la caiguda de I'HJ; b) el tractament amb H)J
ectopica durant el darrer estadi nimfal provoca una repeticié dels caracters nimfals degut a la
reinduccié de Kr-h1; i c) 'absencia de Kr-h1 en el pendltim estadi nimfal permet el pas a adult de
manera prematura (Konopova et al.,, 2011; Lozano and Belles, 2011). Aixi doncs, Kr-h1 s’ha
identificat com el factor que s’encarrega de transmetre el senyal antimetamorfic de I'HJ en els
insectes hemimetabols i holometabols.

1.3.3.3 Broad, I’especificador pupal

Broad (Br), també conegut en D. melanogaster com Broad-complex, és un factor de
transcripcid que forma part de la familia Bric-G-brac-Tramtrack-Broad (BTB)/Pox virus and Zinc
finger (POZ). Té un domini N-terminal capag¢ d’interaccionar amb altres factors BTB/POZ, i un
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parell de dits de zinc que s'uneixen a DNA (Bayer et al., 1997). En els insectes holometabols, Br
es considera |'especificador pupal, ja que la seva abséncia impedeix la correcta formacid de la
pupa en T. castaneum i D. melanogaster (Konopova and Jindra, 2008; Parthasarathy et al., 2008;
Suzuki et al., 2008). En aquests insectes Br s’activa durant el periode de prepupa, al final de la
darrera fase larvaria, induit per un pic de 20E en abséencia d’HJ, i retorna als nivells basals durant
I'estadi pupal (Hiruma and Riddiford, 2010; Konopova and Jindra, 2008; Suzuki et al., 2008).
Aquesta expressid depen de I'abséncia d’HJ i de Kr-h1, que s’encarreguen d’impedir I'activacié
de Br abans d’assolir la darrera fase larvaria (figura 1.10) (Riddiford et al., 2003; Zhou et al.,
1998). D’altra banda, el tractament amb HJ durant la pupa impedeix la caiguda dels nivells de Br
durant aquest estadi, i provoca la formacié d’una segona cuticula pupal en T. castaneum,
Manduca sexta i D. melanogaster (Konopova and Jindra, 2008; Zhou and Riddiford, 2002). En els
insectes hemimetabols Br s’expressa des de I'embriogenesi fins a I'entrada al darrer estadi
nimfal, moment en el que els seus nivells disminueixen. En Oncopeltus fasciatus i B. germanica
s’ha vist que Br és necessari per al correcte desenvolupament de I'embrid (Erezyilmaz et al.,
2009; Piulachs et al., 2010). Durant el desenvolupament nimfal, en canvi, la seva abséncia només
afecta el creixement i morfogenesi de les ales, sense afectar la resta de processos metamorfics
(Erezyilmaz et al., 2006; Huang et al., 2013). Per tot aix0, es considera que Br ha estat reclutat
pels insectes holometabols, durant I’evolucié cap a la metamorfosi completa, per desenvolupar
la funcié d’especificador pupal (Jindra et al., 2013).

1.4 Blattella germanica COM A MODEL DE METAMORFOSI
HEMIMETABOLA

Segons els registres fossils, les paneroles habiten la Terra des de fa més de 300 milions
d’anys, conformant el grup d’insectes alats més primitiu que existeix en I'actualitat. Pertanyen a
I'ordre Blattodea, que juntament amb els ordres Mantodea (pregadéus) i Isoptera (térmits)
conformen el superordre Dictyoptera (figura 1.1). Actualment existeixen unes 4000 especies de
paneroles, entre elles les tres espécies responsables de la majoria de plagues urbanes en el
nostre pais, la panerola americana Periplaneta americana, la panerola oriental Blatta orientalis i
la panerola alemanya B. germanica. Aquesta darrera és una de les espécies de panerola més
utilitzades en laboratoris d’investigacio, degut a la seva mida reduida i rapid cicle vital. No
obstant, presenta dos inconvenients importants: no s’ha aconseguit modificar geneticament i
encara no se n’ha seqiienciat el genoma. Malgrat aix0, I'adaptacié de la tecnica de I'RNA
d’interferencia in vivo, que funciona amb molta efectivitat i reproductibilitat en aquest insecte,
ha proporcionat una eina molt valuosa per a dur-hi a terme estudis funcionals (Martin et al.,
2006), convertint-lo en un bon model per a I'estudi de la metamorfosi hemimetabola.

1.4.1 Cicle de vida

B. germanica és una especie fotofoba, anautogena (necessita ingerir nutrients per
pondre els ous), omnivora i carronyaire, que generalment s’alimenta de residus generats per les
persones. En condicions de cria de 30°C, 75% d’humitat i foscor completa, 'embriogénesi de la
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panerola dura 17 dies. Els ous es desenvolupen dins un estoig, I'ooteca, que la femella
transporta a la part posterior de I'abdomen fins al moment de l'eclosié de la nimfa. El
desenvolupament nimfal es produeix a través de 6 estadis separats per les diferents mudes. El
primer estadi nimfal dura aproximadament dos dies i els seglients es van allargant
progressivament. El penultim dura 6 dies i el darrer 8. Es en aquest Ultim estadi nimfal en el que
tenen lloc les transformacions metamorfiques que donaran lloc a l'individu adult. Durant els
primers dies de |'etapa adulta es produeix la maduracié dels organs necessaris per la
reproduccid. En els mascles aquesta dura aproximadament 10 dies, durant els quals maduren les
glandules conglobades, les glandules accessories i els testicles. Per la seva part, les femelles
inicien el cicle gonadotrofic, que dura 7 dies en els que tenen lloc la vitel-logenesi i la maduracid
dels oocits basals i de les glandules colaterals. Al final del cicle gonadotrofic es dona I'ovulacio i
la formacié de I'ooteca. Si la femella ha estat fertilitzada durant aquest periode, a I'interior de
I'ooteca es desenvolupen entre 45 i 50 embrions que sén transportats per la mare durant els 17
dies que dura I'embriogénesi, fins que aquesta diposita I'ooteca, i comenga immediatament un
nou cicle gonadotrofic.

1.4.2 La metamorfosi de Blattella germanica

En els insectes hemimetabols les transformacions metamorfiques que permeten el pas a
I'estadi adult tenen lloc durant la darrera fase nimfal i consisteixen, principalment, en Ia
formacio de dues estructures, la genitalia i les ales. L’aparicio dels organs genitals és un procés
gue es dona en tots els insectes amb metamorfosi incompleta i és essencial per a I'adquisicio de
la capacitat reproductora. L'aparicié de les ales també es produeix després de la muda imaginal
tot i que alguns grups d’hemimetabols, com els polls (ordre Phithaptera), les han perdut al llarg
de I'evolucid. En B. germanica les estructures alars creixen al llarg dels diferents estadis nimfals a
I'interior d’uns estoigs cuticulars anomenats wing pads, situats en la zona dorsal del mesotorax i
el metatorax. Les ales mesotoraciques reben el nom de tegmines i, un cop completada la muda

Figura 1.11. Canvis metamorfics en la panerola Blattella germanica. (A) Visio dorsal i ventral d’'una nimfa
d’ultim estadi (N6) i d’'un adult (Ad) acabat de mudar. (B-C) Estructures alars durant el darrer estadi nimfal
(B) i I'adult (C). A N6 les tegmines i les ales es troben dins els wing pads toracics, i en els adults surten
d’aquests estoigs i es despleguen, ocupant tota la part dorsal de I'abdomen de la panerola. (D) Cercs
nimfals i adults. (E-G) Immunodeteccié d’actina en ales 4, 6 i 8 dies després de la muda a I'Gltim estadi
nimfal. S’observen els canvis morfologics de les cel-lules alars, que permetran I'increment significatiu de la
superficie alar després de la muda imaginal. Aquestes cel-lules passen de ser hexagonals (E), a una
morfologia escamosa (F) i, finalment, estrellada (G). (H-K) Degeneracio de la glandula protoracica. Tincié
DAPI de la glandula d’un individu N6 (H) i d’'un adult de 5 dies després de la muda imaginal (1). (J-K)
Marcatge TUNEL (que revela els nuclis de les cél-lules que s’estan morint) en nimfes de dia 7 (N6d7), abans
de I'inici de la degeneracié de la glandula protoracica (J), i en adults acabats de mudar (Ad0), just en el
moment de la degeneracid (K). A la glandula de (J) se li ha resseguit el contorn amb una linia puntejada per
facilitar la interpretacio. (L-M) Proliferacio de les cel-lules dels CA, que es divideixen activament durant el
darrer estadi nimfal (L) i paren de dividir-se després de la muda imaginal (M). Escales: 2 mmen AiC; 1 mm
enB; 0.5mmenD; 100 pmenH,I,J,K,LiM; 10 umenE, FiG.
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imaginal, s’endureixen, es pigmenten i ocupen tota la superficie dorsal de I'abdomen. La seva
funcié és protegir les ales metatoraciques, membranoses i amb funcié locomotora, que també
augmenten considerablement la seva superficie després de la muda imaginal (figura 1.11 B-C).
Aix0 és possible perque durant la darrera fase nimfal les cel-lules que donaran lloc a aquestes
estructures passen per un periode d’activa proliferacié i reestructuracid cel-lular. Aixi, durant els
primers dies de I'Ultim estadi nimfal les cel-lules de tegmines i ales tenen un aspecte hexagonal,
gue a partir del quart dia canvia a una morfologia escamosa per acabar, just abans de la muda
imaginal, presentant una conformacio estrellada (figura 1.11 E-G).

La panerola B. germanica presenta altres modificacions metamorfiques caracteristiques
de la seva espécie. La més evident és la pigmentacid de la cuticula, que durant els estadis nimfals
és negra i en els individus adults passa a ser de color marré (figura 1.11 A). A més, les dues
franges amples de color negre en la zona del pronot de les nimfes es redueixen
considerablement en els adults. També els cercs, estructures sensorials situades a la part
posterior de I'abdomen, presenten un canvi de morfologia, passant de ser curts i
fonamentalment negres a ser molt més allargats, de coloraciéo més clara i amb una segmentacié
més acusada (figura 1.11 D). Un altre dels canvis metamorfics presents a B. germanica és la
degeneracié de la glandula protoracica, encarregada de la sintesi dels ecdisteroides durant les
diferents fases nimfals. Com a resposta al pic de 20E present al final del darrer estadi nimfal la
glandula protoracica inicia un procés de mort cel-lular programada que fa que quedi reduida a
un simple feix muscular uns dies després de la muda imaginal (figura 1.11 H-K) (Mané-Padrés et
al., 2010). Finalment, les cél-lules dels CA també canvien el seu programa geneétic i deixen de
proliferar activament un cop assolit I'estadi adult per comencar a produir i secretar grans
guantitats d’HJ necessaria per a la reproduccid (figura 1.11 L-M).

1.4.3 Control hormonal del desenvolupament de Blattella germanica

En B. germanica els nivells de 20E i HJ han estat caracteritzats tant en I'embriogénesi
com durant els dos Ultims estadis nimfals i el primer cicle gonadotrofic. Durant el
desenvolupament embrionari es produeixen dos pics marcats de 20E, un de petit a dia 6 en
abséncia d’HJ i un de major a dia 13, que es déna en preséncia d’alts nivells d’HJ (Cruz, 2005).
D’altra banda, al final de cadascun dels dos ultims estadis nimfals també es produeix un pic
accentuat de 20E. En el cinqué estadi aquest pic es déna en preséncia d’HJ i indueix el pas al
darrer estadi nimfal, on el pic de 20E en abséncia total d’'HJ permet l'inici de la metamorfosi i la
muda imaginal (figura 1.12) (Cruz et al., 2003; Treiblmayr et al., 2006). Finalment, durant I'estadi
adult la 20E presenta uns nivells molt baixos, que augmenten lleugerament al llarg del cicle
gonadotrofic degut a la produccié que es déna als ovaris. Els nivells d’'HJ, en canvi, augmenten
drasticament, arribant a ser quatre vegades més alts que els presents durant el cinqué estadi
nimfal (Cruz et al., 2003; Treiblmayr et al., 2006).

Els receptors nuclears que conformen la cascada de resposta a la 20E que indueix la
transicid adulta en la panerola B. germanica s’han caracteritzat durant els darrers anys, tant a
nivell funcional com a nivell d’expressié i regulacid. Aixi, s’"ha comprovat que els dos components
de I'heterodimer receptor de la 20E, BgEcR i BgRXR, sdn necessaris per la muda imaginal i per



Introduccié 27

I’activacié dels gens primerencs (Cruz et al., 2006; Maestro et al., 2005; Martin et al., 2006).
D’entre aquests, les diferents isoformes de BgE75, BgHR3 i BgHR4 conformen un complex
entramat d’induccions i repressions destinades a regular correctament I'activacié de BgFtz-F1,
essencial per la muda imaginal (Cruz et al., 2007; Cruz et al., 2008; Mané-Padrés et al., 2008;
Mané-Padros et al., 2012). D’altra banda, també s’ha caracteritzat un altre dels gens primerencs,
BgE74, que no pertany a la familia dels receptors nuclears (Borras-Castells, 2011). Tots aquests
treballs han permeés identificar la majoria de les funcions que la 20E exerceix durant la transicid a
I'estadi adult.

Menys explorada ha estat la via de transduccié de I’'HJ de B. germanica, malgrat que
recentment s’han caracteritzat dos dels factors de transcripcié que en formen part i que sén
importants per a la correcta regulacié de la metamorfosi: BgKr-h1 i BgBr. BgKr-h1, tal i com s’ha
descrit en apartats anteriors, s’indueix per HJ i s’expressa constantment durant el periode
nimfal, fins que els seus nivells cauen a l'inici de I'dltima fase nimfal (figura 1.12). L’estudi
funcional de BgKr-h1l ha demostrat que la seva abséncia provoca la metamorfosi prematura
durant el pendltim estadi nimfal (Lozano and Belles, 2011). D’altra banda, les 6 isoformes
descrites de BgBr (BgBr Z1-Z6) també s’expressen constantment fins a I’entrada a la darrera fase
nimfal, pero la seva abséencia només afecta lleugerament el desenvolupament de les tegmines i
les ales (Huang et al., 2013). Malgrat aquests avencos, encara no s’ha pogut comprovar com les
vies de la 20E i I'HJ interaccionen en aquest insecte hemimetabol per tal de regular la
metamorfosi.

Figura 1.12. Variacions hormonals durant el desenvolupament postembrionari de Blattella germanica.
Nivells de 20-hidroxiecdisona (20E) (en blau) i d’hormona juvenil (HJ) (linia discontinua) durant el penultim
(N5) i I'altim (N6) estadi nimfal, i els primers dies de I'estadi adult (Ad). També es mostren les variacions
en 'expressié de BgKr-h1 (en vermell) i BgBr (en groc).

1.5 Tribolium castaneum COM A MODEL DE METAMORFOSI
HOLOMETABOLA BASAL

Popularment conegut com I'escarabat de la farina, T. castaneum pertany a la familia
Tenebrionidae, de I'ordre Coleoptera. Com el seu nom indica, se solen trobar en la farina i el gra
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de diversos tipus de cereals, perd no es coneix quin era el seu ninxol ecologic abans de la
introduccié de I'agricultura. Pel fet de presentar un model de desenvolupament holometabol
basal (poc modificat) se la considera una espécie molt representativa de la classe Insecta, i per
tant ideal per lI'estudi de I'evolucié del desenvolupament (evo-devo), de la metamorfosi
completa i del pas de I'estratégia hemimetabola a I’holometabola. A més, aquest escarabat
presenta una facilitat de cultiu i eficacia reproductora que afavoreixen el seu Us en el laboratori.
A tot aixd s’hi ha de sumar el fet que el seu genoma esta seqlienciat, i que es pot manipular
genéticament, tant de manera permanent (generacié de mutants, utilitzacié del sistema Gal4-
UAS) com transitoria (RNA d’interferéncia sistémic), caracteristiques que fan de T. castaneum un
model invertebrat molt adient per a estudis geneétics i moleculars (Lorenzen et al., 2003;
Tomoyasu and Denell, 2004).

1.5.1 Fisiologia, cicle de vida i metamorfosi

A diferencia de la resta d’insectes holometabols, els coleopters (excepte algunes
especies) presenten un desenvolupament embrionari amb banda germinal curta, caracteristica
ancestral que presenten també els insectes hemimetabols. Aquest tipus de desenvolupament
embrionari es caracteritza per la formacié d’'una banda germinal on inicialment només estan
especificats els segments cefalics i toracics, mentre que els segments abdominals es van formant
progressivament, d’anterior a posterior, a partir d’una zona de proliferacié situada a I'extrem
posterior de la banda (Schroder et al., 2008). La resta d’insectes holometabols, en canvi, tenen
un desenvolupament embrionari caracteritzat per la formacié d’una banda germinal llarga que
ocupa la major part del volum de l'ou, i en la que tots els segments del cos s’especifiquen de
manera simultania. El desenvolupament embrionari de T. castaneum, en unes condicions de
temperatura de 30°C i una humitat del 40%, dura entre 3 i 4 dies. Durant aquest periode es
formen també els apéndix larvaris (antenes, peces bucals i potes) a partir de I'evaginacid, en el
segment corresponent, d’'una monocapa epitelial (Schroder et al., 2008). Un cop la larva
eclosiona de I'ou s’inicia el periode de creixement, que s’allarga durant tot el desenvolupament
larvari, format per entre set i vuit estadis. Durant I'Gltima fase larvaria es produeix un canvi en el
programa genéetic que permet l'inici de la metamorfosi. Aquesta comenca amb el periode
conegut com a prepupa, que compren els darrers tres dies de I'Gltim estadi larvari, i es completa
durant la pupa, que té una durada de 5 dies.

Com s’ha dit anteriorment, T. castaneum és un holometabol basal en el que la majoria
dels teixits imaginals es formen a partir de primordis, que durant els estadis larvaris
contribueixen a la formacié de les estructures larvaries. Un cop iniciada la prepupa aquests
primordis proliferen i canvien la seva conformacié cel-lular, formant les estructures pupals.
Aquestes, al seu torn, s’acabaran de diferenciar durant I'estadi de pupa per donar lloc a
I'individu adult. Un exemple d’aquest procés és la remodelacid del tracte digestiu de T.
castaneum, que consisteix en la formacid de I'estructura adulta a partir de grups de cél-lules
progenitores (AMP, adult midgut progenitors) al mateix temps que es déna la degeneracid dels
enterocits larvaris (Zeng and Hou, 2012). Tots aquests canvis fan que les estructures que formen
part de cadascun dels tres estadis (larva, pupa i adult) tinguin morfologies diferents. Aixi, els
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apendix larvaris presenten un grau de pigmentacid i segmentacid particular, i 'abdomen es
caracteritza per tenir la superficie ventral totalment llisa i uns urogomphis curts i amples en la
zona posterior, amb funcié sensorial (figura 1.13). Les estructures de la pupa, per la seva banda,
tenen una manca total de segmentacid i pigmentacid. El seu abdomen presenta unes estructures
de defensa exclusives d’aquest estadi, els gin traps, en la part lateral de cadascun dels segments.
A més, 'abdomen pupal també té urogomphis, més allargats que en les larves, i una superficie
ventral d’aspecte rugds (figura 1.13). Contrariament a la pupa, I'adult té els apendixs totalment
segmentats i la cuticula amb el color marré caracteristic d’aquesta fase. El seu abdomen no té ni
urogomphis ni gin traps, perd presenta una microescultura cuticular particular, amb solcs
hexagonals i pilositats sensitives (figura 1.13).

1.5.2 Control hormonal de la metamorfosi de Tribolium castaneum

T. castaneum és un model holometabol molt utilitzat en els Gltims anys per I'estudi de la
metamorfosi, i aixd ha fet que se’n caracteritzessin els nivells de 20E durant el darrer periode
larvari i la pupa (Parthasarathy et al., 2008). Durant I'Gltim estadi larvari, aquesta hormona
presenta dos pics: un de menor a la meitat de la fase i un de més acusat al final, durant la
prepupa. Després de l'inici de I'estadi pupal els nivells de 20E tornen a augmentar, per caure tot
seguit i permetre la muda imaginal (figura 1.14). D’altra banda, estudis funcionals dels receptors
nuclears encarregats de transduir el senyal hormonal de la 20E han permés comprovar que els
ortolegs de EcR, USP, E75, HR3, HR4 i Ftz-F1 en T. castaneum sén imprescindibles per la formacid
de la pupa (Tan and Palli, 2008).

Tot i que els nivells d’'HJ no s’han caracteritzat en aquest insecte, la seva funcié en el
control de la metamorfosi s’ha estudiat a bastament. Aixi, s’ha pogut confirmar que I'HJ és la
responsable de mantenir les larves de T. castaneum en estat premetamorfic, ja que el
tractament amb analegs d’aquesta hormona durant el darrer estadi larvari provoca la muda a
una larva supernumeraria (Parthasarathy and Palli, 2009; Suzuki et al., 2008). A més, I'abséncia
durant el desenvolupament larvari de I'enzim JHAMT (metiltransferasa de I'HJ), que catalitza una
de les ultimes reaccions de la via de sintesi de I'HJ, provoca l'inici de la metamorfosi entre un i
dos estadis abans del normal (Minakuchi et al., 2008b). Tal i com s’ha descrit en apartats
anteriors, aquest coleopter també ha permes la caracteritzacié funcional del receptor de I'HJ
(Met) i de Kr-h1. Aixi, ha estat el primer insecte en el que s’ha pogut comprovar que Met
transfereix el senyal antimetamorfic de I'HJ (Konopova and lJindra, 2007). Aixo ha contribuit de
manera molt important en la seva confirmacié com a receptor de I’'HJ, juntament amb el fet que
no té el paraleg gce, a diferéncia de D. melanogaster. A més, estudis bioquimics i moleculars de
la proteina Met de T. castaneum han confirmat que uneix HJ de manera especifica, facilitant la
formacié del complex HJ-Met-SRC (Charles et al., 2011; Zhang et al., 2011). Els estudis realitzats
en aquesta espécie també han permes descriure Kr-hl com un dels factors que transmet el
senyal antimetamorfic de I'HJ, impedint la metamorfosi prematura durant els Gltims estadis
larvaris (Minakuchi et al., 2009). D’altra banda, en aquest model també s’ha descrit TcBr com el
factor responsable de I'especificacid pupal (Konopova and lJindra, 2008; Parthasarathy et al.,
2008; Suzuki et al., 2008).
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Aixi, els estudis realitzats durant els darrers anys al voltant de la metamorfosi de T.
castaneum han permes aprofundir en el coneixement dels mecanismes moleculars que regulen
aquest procés holometabol, ajudant alhora a intentar resoldre I'enigma de com I'evolucié ha
portat a la metamorfosi completa a partir de la metamorfosi incompleta.

1.6 Drosophila melanogaster COM A MODEL HOLOMETABOL MOLT
MODIFICAT

D. melanogaster, també coneguda com la mosca de la fruita o la mosca del vinagre, és
una espécie holometabola que pertany a l'ordre dels dipters (figura 1.1). Es un organisme
especialment adequat per a I'estudi del desenvolupament animal ja que és facil de criar en el
laboratori, presenta un cicle de vida curt i déna lloc a una abundant progenie. A més, el seu
exosquelet té nombrosos marcadors que permeten seguir facilment els canvis genétics que s’hi
produeixen. Tot aixd fa que sigui un dels organismes pluricel-lulars més utilitzats pels genetistes
i, com a consequeéncia, que s’hagin desenvolupat multitud de técniques que permeten la seva
manipulacié genética: expressid localitzada d’'un gen en un teixit i/o moment en el que no es
troba normalment, silenciament de gens, etc. Malgrat tots aquests avantatges, D. melanogaster
és un organisme que presenta un desenvolupament i una metamorfosi no gaire representatius
de la classe Insecta en general, ni tampoc de la metamorfosi holometabola en particular, pel que
sovint els resultats obtinguts del seu estudi sén dificilment generalitzables.

1.6.1 Desenvolupament de Drosophila melanogaster

El cicle de vida de la mosca del vinagre dura aproximadament 10 dies a 25°C, tot i que el
temps de desenvolupament augmenta a temperatures més baixes. En un dia, una femella de D.
melanogaster pot dipositar fins a 100 ous, que després de 24 hores d’embriogenesi es
transformen en larves de vida lliure. Els dipters, igual que la majoria d’insectes holometabols,
presenten una embriogénesi amb banda germinal llarga. Un cop fora de l'ou, les larves es
dediquen principalment a alimentar-se i durant els 4 dies que dura aquest periode passen per
tres fases larvaries, augmentant considerablement de mida (figura 1.15 A). Al final del darrer
estadi larvari l'individu deixa de menjar, busca un lloc sec i esdevé immobil: comenca la
metamorfosi. En aquest moment la cuticula externa de la larva s’endureix i es torna més fosca,
convertint-se en el pupari. Dins el pupari es forma la pupa, que es desenvolupa durant 4 dies.

Figura 1.13. Canvis metamorfics en I'insecte holometabol Tribolium castaneum. (A-C) Representacié de
cadascun dels tres estadis del desenvolupament postembrionari de T. castaneum: larva de darrer estadi L7
(A), pupa (B) i adult (C). (D-J”) Detall de la morfologia, pigmentacié i segmentacié de les diferents
estructures larvaries, pupals i adultes. Visié en camp clar de potes (D-D’’), antenes (E-E”’), mandibules (F-
F”’) i maxil-les (G-G”). Visidé en microscopia electronica de rastreig de: urogomphis (H-H”’), gin traps (I-I"") i
cuticula ventral de I'abdomen (J-J”’). Les fletxes blanques assenyalen els urogomphis (en H i H”), els gin
traps (en I') i els péls sensitius de I'abdomen adult (en J”’). Escales: 0.5 mm en A, Bi C; 300 um en H’; 200
pm en D’, D", Hi H”; 100 um en D, E-E” i I-I""; 50 um en F-F”’, G-G"" i J-J"".
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Durant la metamorfosi la majoria de teixits de la larva es descomponen, alhora que es formen
les estructures adultes a partir dels teixits imaginals. Un cop completada la metamorfosi la
mosca adulta emergeix del pupari, i a les poques hores de vida ja és fertil i el cicle vital pot
tornar a comengar (figura 1.15 A).

A diferencia del que succeeix en les espécies d’insectes descrites en apartats anteriors, la
mosca adulta no es forma com a resultat del creixement i maduracié continus de les estructures
embrionaries (B. germanica i la resta d’insectes hemimetabols), ni a partir de primordis que
contribueixen a la formacio de les estructures larvaries i que es desenvolupen al final del darrer
estadi de larva (T. castaneum i altres holometabols basals). Gran part de les estructures adultes
de D. melanogaster deriven dels discs imaginals, teixits d’origen ectodermic en forma de sac que
invaginen durant I'embriogenesi i que comencen a proliferar quan s’inicia el periode larvari
(Madhavan and Schneiderman, 1977). Les cél-lules dels discs imaginals sén diferents de la resta
de cel-lules de la larva: son més petites, d’aspecte indiferenciat, proliferen molt rapidament i sén
diploides (Shearn and Garen, 1974). Inicialment cada disc imaginal consta d’entre 10 i 40
cél-lules, que es divideixen intensament durant el desenvolupament larvari fins a arribar a un
nombre aproximadament 1000 vegades superior (Bate and Arias, 1991). La larva de D.
melanogaster té nou parells de discs imaginals i un disc genital. Quan s’inicia la metamorfosi
aquests discs everteixen i formen les estructures cuticulars de la pupa i I'adult que componen el
cap (ulls, antenes, parts bucals i labials), el torax (potes, ales i halteris) i la genitalia (figura 1.15
B). En canvi, 'abdomen i els organs interns de I’adult, com l'intesti, es desenvolupen a partir de
nius de cél-lules anomenats histoblasts. Els histoblasts, a diferéncia dels discs imaginals, formen
part de I'epidermis de la larva, i no proliferen fins el periode prepupal, al final de la darrera fase
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Figura 1.14. Variacions hormonals durant el desenvolupament postembrionari de Tribolium castaneum.
Nivells de 20-hidroxiecdisona (20E) (en blau) i d’hormona juvenil (HJ) (linia discontinua) durant la
penultima (L6) i I'dltima (L7) fase larvaria, la pupa i els primers dies de I'estadi adult (Ad). També es
mostren les variacions de I'expressié de TcKr-h1 (en vermell) i TcBr (en groc) durant aquests periodes. Els
nivells d'HJ, que no s’han caracteritzat en T. castaneum, corresponen al lepidopter M. sexta, perd se
suposen molt semblants en aquest coleopter.
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larvaria (Garcia-Bellido and Merriam, 1971; Madhavan and Schneiderman, 1977). D’altra banda,
les cél-lules d’aquests teixits i organs que no formen part dels histoblasts pateixen un procés de
mort cel-lular programada durant la metamorfosi (Jiang et al., 1997; Ninov et al., 2007).
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Figura 1.15. Desenvolupament de Drosophila melanogaster. (A) Cicle de vida de la mosca del vinagre,
format per I’'embrid, tres fases larvaries, la prepupa, la pupa i 'adult. (B) Correspondéncia entre els discs i
primordis imaginals de la larva i les estructures adultes formades a partir d’aquests.

1.6.2 Control hormonal del desenvolupament de Drosophila melanogaster

Malgrat no ser un model representatiu de la classe Insecta, la mosca del vinagre és
I’'organisme més utilitzat en I'estudi del control que la 20E exerceix sobre el desenvolupament i
la metamorfosi dels insectes. Durant les dues primeres fases larvaries en D. melanogaster es
produeixen dos pics successius de 20E en presencia d’HJ, que determinen que es doni la muda a
un nou estadi larvari (figura 1.16). Durant la darrera fase larvaria, en canvi, I'HJ desapareix i
petits polsos de 20E activen |'expressié de diversos gens importants per a l'inici del periode
prepupal, com Br o els glue genes (Sgs1-8) (Thummel, 2001). Tot seguit, al final d’aquest estadi
es produeix un increment notable dels nivells de 20E, acompanyats d’una reinduccié de I'HJ, que
indueix I'eversio dels discs imaginals i I'inici de la metamorfosi (Bender et al., 1997; Riddiford,
1993). A més, durant el periode prepupal es déna I'activacié de I'expressié de SfFtz-F1, que actua
de factor de competéncia per permetre |'activacio selectiva de gens induits pel seglient pic de
20E (Woodard et al., 1994). Aquest pic es déna 12 hores després de la prepupa i marca l'inici de
I’estadi pupal, controlant entre d’altres processos |'eversid del cap, la deposicidé de la cuticula
pupal i la degeneracio de la glandula salival (Ward et al., 2003). Finalment, nivells molt elevats de
20E en absencia d’HJ durant la pupa controlen la diferenciacié adulta final de les estructures
imaginals (figura 1.16) (Thummel, 2001).

La diferéncia més significativa entre els dipters i la resta d’insectes, pel que fa referencia
al control hormonal del seu desenvolupament, és la resposta a I'HJ. Malgrat que els patrons
d’aquesta hormona en D. melanogaster segueixen el perfil caracteristic dels insectes
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Figura 1.16. Nivells hormonals durant el desenvolupament postembrionari de Drosophila melanogaster.
Nivells de 20-hidroxiecdisona (20E) (en blau) i d’hormona juvenil (HJ) (linia discontinua) durant les tres
fases larvaries (L1, L2 i L3), la prepupa (PP), la pupa i les primeres hores de I'adult (Ad). També es mostren
les variacions d’expressié de DKr-h1 (en vermell) i DBr (en groc) durant aquests periodes.

holometabols (figura 1.16), el tractament amb analegs de I’'HJ durant I’Gltim estadi larvari no
provoca |'aparicié de fases larvaries extres. En comptes d’aix0, la pupacié es déna de manera
normal i tan sols s’observa un retard en I'aparicié de Br a I'epidermis abdominal (Riddiford et al.,
2003). D’altra banda, el tractament amb HJ durant la prepupa impedeix la disminucié dels nivells
de Br en |’epiteli abdominal que es déna durant I’estadi pupal i provoca la formacié d’una segona
cuticula pupal en comptes de la cuticula adulta (Zhou and Riddiford, 2002). Curiosament, pero,
I’'HJ no afecta el desenvolupament correcte de les estructures que es formen a partir de discs
imaginals, ni durant el periode larvari ni el pupal, que sén totalment refractaris a les variacions
d’aquesta hormona. D’altra banda, en D. melanogaster la funcid de receptor de I'HJ, com s’ha dit
anteriorment, es déna a través de dos paralegs, Met i Gce. Aquests sén funcionalment
redundants i I'abséncia d’ambdés provoca la mort durant la transicié larva-pupa degut a
I'activacié preco¢ de mecanismes de mort cel-lular en diferents teixits, com ara el cos gras
(Abdou et al., 2011; Baumann et al., 2010). A més, Met i Gce sén imprescindibles per I'expressié
de Kr-h1, necessari durant la formacié de la pupa (Pecasse et al., 2000). D’altra banda, Br,
I'expressié del qual s’indueix per accié de la 20E en absencia d’HJ durant la darrera fase larvaria,
és necessari en D. melanogaster per |'eversié dels discs imaginals i I'especificacié de la pupa (Kiss
et al., 1988; Zhou and Riddiford, 2002).

1.7 LA SUMOILACIO EN EL DESENVOLUPAMENT

La sumoilacié és una modificacié posttraduccional reversible que actua principalment
sobre proteines nuclears, pero també en proteines de la membrana plasmatica i el citoplasma.
Consisteix en la unié d’'una petita proteina, anomenada SUMO (de I'anglés Small Ubiquitin-
related MOdifier), a una proteina diana. Aquesta interaccié pot comportar la modificacié de la



Introduccié 35

proteina diana de diverses formes: bloquejant un lloc d’unid, creant-ne un de nou o canviant-ne
la conformacié. Des del seu descobriment en la decada dels 90 nombrosos estudis han
demostrat que la sumoilacié és important pel correcte funcionament de diversos processos
cel-lulars com la transcripcid génica, la localitzacié subcel-lular, la interaccié proteina-proteina, la
reparacio i replicacido del DNA, la regulacié del cicle cel-lular, I'apoptosi i la dinamica dels
cromosomes, entre d’altres (Wang and Dasso, 2009).

1.7.1 Caracteristiques i mecanisme de conjugacié de SUMO

Les proteines SUMO tenen un pes d’aproximadament 10 kD i la seva estructura
tridimensional és semblant a la de la ubiquitina (Bayer et al., 1998; Bernier-Villamor et al., 2002).
Es troben en el genoma de tots els organismes eucariotes perd no s’han observat en procariotes.
Inicialment es van identificar en el llevat Saccharomyces cerevisiae, que té un sol gen sumo
(SMT3) (Meluh and Koshland, 1995). Altres organismes com el nematode Caenorhabditis elegans
i D. melanogaster també tenen un sol SUMO, mentre que les plantes i els vertebrats en tenen
diversos (Geiss-Friedlander and Melchior, 2007). En humans se n’han identificat quatre paralegs
(SUMO1-4). D’aquests, SUMO2 i SUMO3, que comparteixen el 97% dels seus aminoacids,
conformen la subfamilia SUMO2/3 i, juntament amb SUMO1, s’expressen de manera ubiqua. Tot
i que s’han observat diferencies en la seva distribucié subcel-lular i capacitat de conjugacié a
algunes proteines, es desconeix si les funcions d’aquests tres SUMO sdén uniques, redundants o
antagonistiques (Citro and Chiocca, 2013). D’altra banda, SUMO4 només s’expressa al ronyd, als
noduls limfatics i a la melsa, i no s’ha pogut comprovar la seva capacitat d’unié a proteines in
vivo (Owerbach et al., 2005).

Les proteines SUMO de tots els organismes, igual que la ubiqiiitina, es tradueixen en
forma de precursor immadur que posteriorment és processat per unes proteases especifiques
(isopeptidases especifiques de SUMO, SENPs) que el transformen en la proteina madura (figura
1.17). Aquestes proteases actuen eliminant I’'extrem C-terminal de SUMO fins a deixar lliure un
motiu di-glicina, que es troba conservat en totes les especies estudiades. A continuacid, la forma
madura de SUMO és activada mitjangant I'accié de I"heterodimer AOS1/UBA2 (enzim E1), que
adenila la doble glicina C-terminal. Tot seguit, el SUMO adenilat forma un enlla¢ tioéster amb
una cisteina de I'enzim E1, que el transfereix a I'enzim conjugador UBC9 (enzim E2), formant el
complex SUMO-UBC9 (figura 1.17). Finalment, UBC9 transfereix SUMO a la proteina diana
mitjancant la formacidé d’un enllag isopeptidic entre el grup carboxil de la glicina C-terminal de
SUMO i el grup amino d’un residu lisina de la proteina diana (figura 1.17). Tot i que UBC9 és
capag d’interaccionar per si mateix amb la proteina substrat per unir-hi SUMO, sovint poden
intervenir en aquest procés algunes lligases (E3), catalitzant la transferéncia de SUMO de UBC9 a
la proteina diana o formant un complex amb SUMO-UBC9 i el substrat, que augmenta
I’especificitat de la interaccié (figura 1.17) (Citro and Chiocca, 2013; Gareau and Lima, 2010;
Geiss-Friedlander and Melchior, 2007). Alguns exemples de lligases E3 de SUMO sén la familia de
proteines inhibidores de STAT (PIAS), que tenen un domini SP-RING que interacciona amb el
substrat i amb el complex SUMO-UBC9 alhora, facilitant la transferéncia de SUMO a la proteina
diana (Palvimo, 2007). També la proteina nuclear RanBP2, la histona deacetilasa HDAC4 i el
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membre del grup Policomb PC2, entre d’altres, actuen de lligases de SUMO (Kagey et al., 2003;
Pichler et al., 2004; Zhao et al., 2005). Tal i com s’ha mencionat abans, la sumoilacio és un procés
reversible i I'enllag isopeptidic que uneix SUMO amb el seu substrat es pot trencar. D’aixo se
n’encarreguen les proteases SENP, que tenen alhora activitat isopeptidasa per dur a terme
aquesta funcid i activitat hidrolasa C-terminal per catalitzar la maduracio de la proteina SUMO
(Shin et al., 2012).
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Figura 1.17. Procés de conjugacié de SUMO a la proteina diana. Representacid esquematica del conjunt
de molécules i reaccions que componen el procés pel qual SUMO s’uneix a la proteina diana (substrat).
Modificat de Citro & Chiocca (2013). Abreviatures: S1, SUMO1; E3, lligasa.

1.7.2 Dominis de sumoilacio i el domini SIM

Moltes de les proteines modificades per SUMO contenen un motiu consens (WKX(D/E))
anomenat domini de sumoilacié. Aquest domini esta format per un residu hidrofobic llarg (W),
seguit d’una lisina (K) que formara I’enllag isopeptidic amb SUMO, un aminoacid qualsevol (X) i
un acid aspartic (D) o glutamic (E) (Rodriguez et al., 2001). Tot i que la identificacié d’aquest
domini és util com a aproximacié inicial, no és un indicador definitiu de la sumoilacié d’una
proteina, ja que SUMO es pot unir a residus lisina fora d’aquest motiu i no tots els dominis
WKX(D/E) es poden sumoilar. En alguns substrats s’han identificat seqliencies més llargues que
contenen el motiu consens juntament amb altres elements addicionals. Aquests inclouen els
dominis SUMO dependents de fosforilacié (PSDMs) i els dependents de carrega negativa
(NSDMs). Els primers contenen un domini de fosforilacié adjacent al motiu SUMO consens
(WKX(D/E)XXSP) que incrementa els nivells de sumoilacié (Hietakangas et al., 2003). Per la seva
banda, els dominis NSDM contenen residus carregats negativament a C-terminal del motiu
consens (WKX(D/E)EEEE), amb la mateixa funcié que els PSDMs (Gareau and Lima, 2010).

En els ultims anys s’ha vist que existeix un altre tipus de domini, el SIM (de I'angles
SUMOe-interacting motif), que permet la interaccié no covalent entre SUMO i les proteines que
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contenen aquest domini. Els dominis SIMs estan formats per una cadena curta d’aminoacids
hidrofobics ((V/1)X(V/1)(V/1)) flanquejada per residus acidics, que forma una lamina B que es pot
unir a una zona hidrofobica de la superficie de SUMO (Kerscher, 2007). Aquests dominis s’han
trobat en enzims de la via de conjugacié de SUMO, en proteines diana de SUMO i en altres tipus
de proteines, provocant canvis en la seva activitat i/o localitzacié. En les lligases E3 de SUMO
aquests dominis SIM permeten que la interaccié amb el complex UBC9-SUMO sigui més eficag,
facilitant la conjugacié de SUMO a la proteina diana (Gareau and Lima, 2010). També la seva
presencia en I'enzim UBC9 facilita la interaccid d’aquest enzim amb SUMO, i en algunes
proteines fins i tot promou la formacié de cadenes (Knipscheer et al., 2007). En determinats
substrats de SUMO la preséncia de SIMs confereix especificitat per sumoilar-se amb un paraleg
determinat (Meulmeester et al., 2008), mentre que algunes proteines que no se sumoilen els
utilitzen per reconeixer substrats sumoilats i poder interaccionar amb ells (Song et al., 2004).

1.7.3 La sumoilacio en insectes

Malgrat que aquest procés s’ha estudiat majoritariament en vertebrats també s’ha
avancat en la caracteritzacié de les seves funcions en altres organismes. En el cas dels insectes
s’ha utilitzat com model, de manera gairebé exclusiva, el dipter D. melanogaster. En aquest
organisme, que té un sol gen sumo (smt3), s’ha demostrat que la sumoilacié és necessaria per a
la proliferacid i la correcta progressio del cicle cel-lular (Kanakousaki and Gibson, 2012; Nie et al.,
2009), el transport intracel-lular (Epps and Tanda, 1998; Smith et al., 2004), la capacitat de
regulacié transcripcional de diversos factors de transcripcié (Liu and Ma, 2012; Savare et al.,
2005; Takanaka and Courey, 2005) i la regulacié de la cromatina durant la profase meiotica
(Apionishev et al., 2001). Aixo fa que aquesta modificacié posttraduccional sigui essencial en
diversos processos durant el desenvolupament de D. melanogaster, com per exemple en
I’embriogénesi (Abed et al., 2011; Epps and Tanda, 1998), la morfogénesi de I'ala (Sanchez et al.,
2010; Smith et al., 2011; Takanaka and Courey, 2005), el desenvolupament del sistema nervids
(Savare et al., 2005), la resposta immune (Bhaskar et al., 2002), I'apoptosi (Mauri et al., 2008) o
la metamorfosi (Huang et al., 2011b; Talamillo et al., 2008). En el procés metamorfic s’ha vist
que dSmt3 és necessari en la glandula protoracica per la sintesi del pic d’ecdisona que senyalitza
el comencament de la transicié larva-pupa (Talamillo et al., 2008). Aquesta funcié depén d’una
doble accié de dSmt3 sobre el receptor nuclear Ftz-F1: d’'una banda, és necessari per I'activacid
de la transcripcid de Ftz-F1 i, de I'altra, sumoila Ftz-F1, reduint la seva capacitat per activar
transcripcionalment Snmp1, receptor scavenger involucrat en I'entrada del colesterol necessari
per a la sintesi de I'ecdisona a la glandula protoracica (Talamillo et al., 2013).
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Donada la importancia de la metamorfosi en I'exit evolutiu dels insectes, la present tesi
doctoral pretén, d’'una banda, ampliar els coneixements sobre els mecanismes que regulen
aquest procés i, de I'altra, entendre millor com va apareixer la metamorfosi completa a partir
d’ancestres hemimetabols fa aproximadament 300 milions d’anys (Kristensen, 1999; Sehnal et
al., 1996). Per tal d’assolir aquests objectius s’utilitzen tres insectes model amb caracteristiques
metamorfiques diferents: I’"hemimetabol Blattella germanica, I'holometabol basal Tribolium
castaneum i I’'holometabol modificat Drosophila melanogaster.

La primera part de la tesi se centra en l'estudi de la modificacié posttraduccional
coneguda amb el nom de sumoilacid. En els insectes, aquest procés ha estat caracteritzat de
manera exclusiva en la mosca D. melanogaster, on entre d’altres funcions juga un paper
essencial en l'inici de la metamorfosi (Talamillo et al., 2008). D. melanogaster conté un sol gen
Sumo, mentre que l'insecte model utilitzat en aquesta part del treball, B. germanica, en té dos.
Aquest fet permet estudiar I'evolucié funcional de la sumoilacié en els insectes, amb els
seglients objectius inicials:

1. Caracteritzar, mitjangant la técnica de I’'RNA d’interferéncia in vivo, les funcions de la
sumoilacié durant el desenvolupament postembrionari de B. germanica, tot comparant-
les amb les que exerceix en D. Melanogaster.

2. Analitzar les diferents funcions dels dos paralegs Sumo de B. germanica i estudiar, des
d’un punt de vista evolutiu, la seva capacitat funcional en D. Melanogaster.

En la segona part de la tesi es pretén estudiar el paper del gen £93. Descrit préviament
com a responsable de la mort cel-lular programada de teixits larvaris durant la metamorfosi de
D. melanogaster (Lee et al., 2000), aquest factor de transcripcio és un bon candidat per a I'estudi
de la regulacié de les transformacions metamorfiques. Alhora, presenta una bona oportunitat
per comparar els mecanismes que controlen aquestes transformacions en espécies amb
diferents estratégies metamorfiques. Per tot aixo, els objectius d’aquesta part del treball sén:

3. Caracteritzar, mitjancant la tecnica de I'RNA d’interferéncia in vivo, la funcié del factor
de transcripcioé E93 durant la metamorfosi d’un insecte hemimetabol (B. germanica), un
holometabol basal (T. castaneum) i un holometabol molt modificat (D. melanogaster).

4. Analitzar la interaccié entre E93 i la via de I’HJ en ’hemimetabol B. germanica.

5. Establir els mecanismes reguladors entre els factors de transcripcié E93, Kr-h1 i Br en un
model representatiu de la metamorfosi holometabola, T. Castaneum.
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3.1 INSECTES
3.1.1 Blattella germanica

Per dur a terme els diferents assajos en B. germanica (L.) (Dictyoptera, Blattellidae) es
van utilitzar femelles provinents d’una colonia mantinguda en foscor i condicions constants de
temperatura (30 £ 1°C) i humitat relativa (70-75 %). L'alimentacid que se’ls subministrava
consistia en pinso especial per gossos PANLAB 125 i aigua ad libitum (Piulachs, 1987). Les nimfes
acabades de mudar es detectaven gracies a la manca de pigmentacio de la cuticula, mentre que
la seva mida indicava si pertanyien al cinque o al sisé estadi nimfal.

3.1.2 Tribolium castaneum

Per als experiments amb |'escarabat T. castaneum (Coleoptera, Tenebrionidae) es van
utilitzar dues soques diferents, la soca salvatge San Bernardino i la linia transgenica pull,
ambdues cedides pel Dr. Yoshinori Tomoyasu (Miami University, Oxford, Ohio). Els escarabats
pull pertanyen a una linia enhancer trap (Lorenzen et al., 2003) en la qual la proteina
fluorescent EGFP s’expressa:

- en el sistema nervids durant el primer estadi larvari

- en ulls, élitres i ales en desenvolupament durant I’Gltim estadi larvari
- enels ulls, élitres i ales de la pupa

- enels ulls adults

Les dues linies d’escarabats es mantenien en foscor a una temperatura constant de 29°C,
en tubs de plastic de 100 ml omplerts a un quart del seu volum amb farina de blat ecologica i el 5
% de llevat (Bucher, 2009). En aquestes condicions, les larves pupaven al cap de set estadis
larvaris. Les larves recent mudades als diferents estadis es distingien per la manca de
pigmentacié de la cuticula.

3.1.3 Drosophila melanogaster

Les diferents soques de la mosca D. melanogaster utilitzades en aquest treball es van
mantenir en condicions constants de temperatura (25°C) i humitat (50-55 %). Els experiments
d’expressio ectopica es van dur a terme mitjangant el sistema Gal4-UAS (Brand and Perrimon,
1993). La linia act-Gal4 es va utilitzar per a I'expressié ubiqua a tots els teixits de I'animal. Les
linies SalEPv-Gal4 (Barrio and de Celis, 2004) i phm-Gal4 (Mirth et al., 2005) es van utilitzar per
dirigir I'expressié a I’ala i la glandula protoracica, respectivament. Per a sobreexpressar BgSumo1
i BgSumo3 es van utilitzar les construccions UAS-BgSumol i UAS-BgSumo3, respectivament,
elaborades tal i com es descriu en I'apartat 3.11. Les linies transgeniques utilitzades per aquesta
sobreexpressié es van generar en el laboratori de la Dra. Rosa Barrio (CIC bioGUNE, Bizkaia)
mitjancant procediments de transformacié estandard (Spradling and Rubin, 1982). Com a control
de la sobreexpressio in vivo es va utilitzar la linia UAS-GFP (Ito et al., 1997). Per al silenciament
de lI'expressié de dSmt3 es va utilitzar la linia UAS-smt3i (Talamillo et al., 2008). Per a la
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interferéncia de DE93i es van utilitzar les linies UAS-DE93i (KK108140) i UAS-DE93i (GD4449)
obtingudes del Vienna Drosophila RNAi Center (VDRC). Per incrementar I'efectivitat de la
interferencia es va utilitzar la linia UAS-Dicer2 (Dietzl et al., 2007). Es pot trobar informacié
addicional sobre totes aquestes linies a la pagina web FlyBase (http://flybase.bio.indiana.edu).

3.2 TECNIQUES QUIRURGIQUES EN Blattella germanica

Les disseccions dels insectes es van realitzar sota una lupa binocular Meiji, prévia
anestesia amb CO,. Per a la manipulacio i I'extraccié dels diferents teixits s’utilitzaven pinces
INOX 5 Super Wit i microtisores Diener. Durant la disseccié els teixits es mantenien submergits
en un solucio salina Ringer.

Composicio de la solucié salina Ringer:

NaCl 9g/l
KCl 0.2 g/l
NaHCOs; 0.2g/l
CaCl, 0.2 g/l

3.2.1 Disseccié dels ovaris, medicié de la superficie de I'oocit basal i comptatge del
numero de cél-lules fol-liculars

Per a I'extraccié dels ovaris es realitzava una obertura longitudinal en la part ventral de
I'abdomen, des del segment genital fins al torax. Tot seguit, se separaven les esternites
abdominals i, un cop apartat el cos gras, quedaven al descobert ambdds ovaris, un a cada costat
del tub digestiu.

La medicid de la superficie dels oocits basals es va realitzar després d’una tincid DAPI
(veure apartat 3.17) i la posterior captacié de la imatge mitjancant microscopia de fluorescéncia
(veure apartat 3.21). Tot seguit, utilitzant el programa AdobePhotoshop (Adobe Systems
Incorporated) es mesurava la longitud (L) i I'amplada (A) de I'oocit i s’obtenia la superficie a
través de la férmula:

Superficie oocit = 4m - L/2 - A/2

Per determinar el nombre de cél-lules fol-liculars per oocit basal (N) es feia el comptatge
dels nuclis (n) presents dins un requadre de superficie determinada, i s’obtenia el nimero total
de cel-lules (N) mitjancant la férmula:

N = (Superficie oocit - n) / superficie requadre

Per cada oocit basal es feia un minim de tres comptatges.
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3.2.2 Disseccio del cos gras i el tub digestiu

Per a I'obtencid del tub digestiu i el cos gras s’obria I'insecte per la zona ventral, de la
mateixa manera que per la disseccid dels ovaris. Un cop obert, es descartaven els ovaris i les
glandules col-laterals i se separaven amb cura el tub digestiu per una banda i el cos gras per
I'altra.

3.2.3 Disseccio de I'epidermis

Per la disseccid de I'epidermis es realitzaven dues obertures longitudinals al llarg de la
linia en la que conflueixen les cuticules dorsal i ventral, des de I'Gltim segment abdominal fins al
torax. A continuacio es descartaven les esternites abdominals i es retirava el tub digestiu, els
ovaris i el cos gras. Finalment, se separava el torax i I'Ultim segment abdominal amb les
glandules col-laterals i s’utilitzava la cuticula dorsal, on es trobava adherida I'epidermis. La
disseccidé del cos gras unit a cuticula es feina de la mateixa manera pero sense retirar-ne el cos
gras adherit.

3.2.4 Dissecci6 dels corpora allata (CA)

Les disseccions de CA es van dur a terme practicant una obertura a la coberta quitinosa
del cap, a nivell de la zona occipital. Un cop realitzada I'obertura s’inclinava el cap endavant i es
retirava el teixit muscular i el cos gras, que es troben just sota |'orifici occipital, quedant exposat
el complex retrocerebral format pels corpora cardiaca (CC) i els CA. Aquest complex es troba
situat per sobre l'esofag i el gangli subesofagic, entre dues traquees dorsals disposades
longitudinalment. Degut a la seva mida reduida els CA s’extreien juntament amb els CC, que se
separaven posteriorment seccionant-los a nivell de la zona on parteixen els nervi corporis allati.

3.2.5 Disseccid de la glandula protoracica

Per la disseccié de la glandula protoracica I'insecte s'immobilitzava amb I'ajuda d’agulles
entomologiques de manera que la regié ventral del coll quedés completament visible. Tot seguit
s’enretirava la cuticula de la zona i les traquees ventrals, deixant exposat el gangli protoracici els
corresponents nervis connectius. A continuacid, es seccionaven els nervis i es retirava el gangli
protoracic, deixant al descobert la glandula protoracica sobre el tub digestiu. Finalment, es
tallaven les quatre branques de la glandula per la zona més distal.

3.2.6 Disseccio6 de les ales

L’extraccié de les tegmines i les ales de les nimfes es realitzava col-locant I'insecte en
posicio dorsal. Tot seguit, amb I'ajuda de les tisores, se seccionava la part distal de la cuticula del
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wing pad dels segments mesotoracic i metatoracic, que contenien les tegmines i les ales
respectivament.

3.2.7 Extraccio de I’lhemolimfa

Per a I'obtencié de I’hemolimfa se seccionava el femur d’una de les potes posteriors i
s’aplicava sobre el tall una micropipeta aforada de cristall de 5 pl que permetia la recol-leccié de
I’'hemolimfa per capil-laritat.

3.3 EXTRACCIO D’ACIDS RIBONUCLEICS (RNA)

Les extraccions d’RNA dels diferents insectes es van dur a terme utilitzant el kit de Sigma
GenElute Mammalian Total RNA d’acord amb les instruccions del fabricant. Per a les extraccions
d’RNA total del cos gras, epidermis, ovari, tub digestiu i ales, els teixits previament congelats en
nitrogen liquid es van triturar amb I'ajuda d’'un homogeneitzador mecanic. En el cas dels CA, la
glandula protoracica i el cervell, les mostres es van congelar amb el tampd de lisi i se’n va
extreure I'RNA directament. Al final del procés d’extraccid I'RNA es quantificava mitjancant
I’espectrofotometre Spectophotometer ND-1000 (NanoDrop).

3.4 CLONATGE DEL cDNA DE BgUbc9 | BgE93

Les sequencies especifiques dels gens Ubc9 i E93 de B. germanica, BgUbc9 i Bge93, es
van obtenir mitjancant les técniques de reaccidé en cadena de la polimerasa (PCR) i I'Us
d’oligonucleotids degenerats, ja que de moment no s’ha seqlienciat el genoma complet
d’aquesta panerola. Un cop obtingut un primer fragment, la utilitzacié de les tecniques de 5’- i
3’-RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) van permetre ampliar la seqiieéncia coneguda.

La PCR és una tecnica que permet I'amplificacid exponencial de petites quantitats de
DNA in vitro utilitzant dos oligonucleotids flanquejant la regié que es vol amplificar i que
hibriden en les cadenes oposades d’aquesta regié de DNA. Per a la reaccid d’amplificacio
s'utilitza una DNA polimerasa termostable que permet realitzar un procés ciclic de
desnaturalitzacio, hibridacié i extensio dels oligonucleotids (Mullis et al., 1986; Saiki et al., 1988).

3.4.1 PCR amb oligonucleotids degenerats

Per clonar un primer fragment de BgUbc9 es va realitzar un alineament de la seqléncia
Ubc9 completa de diversos insectes que va permetre el disseny d’oligonucleotids degenerats en
les zones més conservades. En el cas de BgE93, per a I'alineament es van utilitzar les seqliencies
del domini Pipsqueak de diferents ortolegs £93 d’insectes. Com a motlle per a ambdues PCRs es
va utilitzar un cDNA obtingut a partir de la glandula protoracica d’'una nimfa d’ultima fase. Les
reaccions es van realitzar amb GoTaq polimerasa (Promega), seguint les especificacions del
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fabricant, excepte per a la concentracié dels oligonucleotids

posaven a una concentracié cinc vegades superior a la indicada.

Els oligonucleotids degenerats utilitzats van ser:

Oligonucleotid

. Aquests, al ser degenerats, es

Fragment amplificat

BgUbc9 deg F 5’-TGGMGNAARGANCAYCC-3’
BgUbc9 398 pb
g BgUbcOdegR  5-ACNCKYTTNTCRTAYTC-3' P
BgE93 deg F 5’-CCVAARMGDGGMAARTAYMG-3’
BgE93 g g , , 109 pb
BgE93 deg R 5’-TGHCKYTCYTTVACYTTGTA-3
Els protocols per a les condicions de PCR foren:
BgUbc9 94 °C 2 min BgE93 94 °C 2 min
94 °C 30 seg 94 °C 30 seg
ax " 48°C 30 seg 4x [* 50°C 30 seg
74 °C 40 seg 74 °C 40 seg
94 °C 30 seg 94 °C 30 seg
34x | 53°C 30 seg 34x [ 55°C 30 seg
74 °C 4 seg 74 °C 4 seg
74 °C 5 min 74 °C 5 min

3.4.2 Amplificacio rapida dels extrems 5’ i 3’ dels cDNAs

Les seqlencies obtingudes es van ampliar mitjancant les técniques de 5’- i 3’-RACE.

Aguestes técniques, que van ser descrites inicialment per Frohman et al. (1988), es van dur a
terme seguint les instruccions del “5’°RACE for Rapid Amplification of cDNA Ends”, Versié 2.0
(Invitrogen), o bé les del “3’RACE for Rapid Amplification of cDNA Ends”, Versid 2.0 (Invitrogen),
a partir d’RNA total obtingut de glandula protoracica d’ultima fase nimfal de B. germanica. Els

oligonucleotids especifics que es van utilitzar en aquestes técniques es van dissenyar sobre els

fragments de seqliencia de BgUbc9 i BgE93 obtingudes anteriorment.

Les reaccions de PCR es van realitzar a partir de 5 pl de dC-Tailed cDNA o d’1 ul de 3’

cDNA originats mitjancant la tecnica del 5- o del 3’-RACE, respectivament. En totes les
amplificacions s’utilitzava la DNA polimerasa Go-Taq (Promega), seguint les especificacions del

fabricant.

Els oligonucleotids especifics utilitzats van ser:

Oligonucleotid

Seqliéncia

Tecnica utilitzada

BaUbc9 BgUbc9 R1 5’-CCTCCTTCCCATGGAGTAGA-3’ 5’-RACE
9 BgUbc9 F1 5’-TCCATCAGGTACAGTATGTTTGTC-3' 3’-RACE
BgE93 R1 5'- TTGAACCGCTCTCACAGCTTCTAT-3’ ,
BgE93 ; - 5’-RACE
BgE93 R2 5'- GCAACCAATGGTGGGGTGAACCT -3
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Les condicions per a cada PCR foren:

BgUbc9 BgE93
94 °C 2 min 94 °C 2 min
94 °C 30 seg 94 °C 30 seg
5’-RACE  39x @ 57°C 30 seg 5’-RACE  39x @ 55°C 30 seg
74 °C 1 min 74 °C 2 min
74 °C 5 min 74 °C 5 min

94 °C 2 min
94 °C 30 seg
3’-RACE  39x @ 60 °C 30 seg
74 °C 1 min
74 °C 5 min

3.5 ELECTROFORESI DE DNA

Les electroforesis de DNA es van realitzar en gels d’agarosa d’entre 0.7-1.5 % (p/v),
depenent de la mida del DNA, preparats en tampd TBE 0.5x. Abans de solidificar-se el gel s’hi
afegia el 0.005 % (v/v) de SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen). En cada carril es carregava la
guantitat adequada de DNA dissolt en tampd de carrega (Sambrook et al., 1989). Les
electroforesis es van dur a terme a un voltatge d’entre 120 i 190 V. La visualitzacié del DNA es
realitzava mitjancant un transil-luminador de llum ultraviolada.

El tampd d’electroforesi TBE 0.5x tenia la seglient composicié:

Tris base 445 mM
Acid boric 44.5 mM
EDTA (pH 8.0) 1mMm

3.6 LLIGACIO D’INSERTS EN PLASMIDS

Les lligacions dels fragments de DNA generats per PCR es van dur a terme en el vector
pSTBlue-1 seguint les instruccions del pAcceptor Vector Kit (Novagen). Les transformacions del
DNA plasmidic es van fer en ceél-lules E. coli competents Novablue (Novagen) seguint el
procediment descrit per Sambrook et al. (1989).

3.7. PURIFICACIO DE PLASMIDS

L'obtencié del DNA plasmidic es va realitzar seguint les instruccions del GenElute Plasmid
Miniprep KIT (Sigma), a partir de cultius liquids de 4 ml de medi LB incubats tota la nit a 37°C en
agitacio constant (250 rpm). Composicié del medi LB liquid:

Triptona 10 g/l
Extracte de llevat 5g/l
NaCl 10g/l
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3.8 SEQUENCIACIO DEL DNA

Les seqlienciacions de DNA es van dur a terme mitjancant el métode de terminacio de la
cadena per dideoxinucleotids, utilitzant el kit BigDye Terminator v3.1 (Invitrogen). La PCR i la
posterior precipitacié de les cadenes de DNA amplificades es van fer segons les indicacions del
fabricant. Un cop precipitades, les mostres es duien al servei de genomica de la Universitat
Pompeu Fabra (UPF), al Parc de Recerca Biomédica de Barcelona (PRBB), on se seqlienciaven
utilitzant I'analitzador de DNA ABI3730xl.

3.9 RT-PCR SEMIQUANTITATIVA

Per a la determinacié de les quantitats relatives dels mRNA d’interes en alguns casos es
va utilitzar la tecnica de la RT-PCR semiquantitativa. Aquesta tecnica es basa en I'obtencié de
cDNA a partir de la transcripcid reversa de I’'mRNA. A continuacid, utilitzant aquest cDNA de
motlle, es realitza una PCR amb oligonucleotids especifics per tal de determinar la preséncia o
I’abundancia relativa de cada transcrit.

3.9.1 Tractament amb DNAsa

Abans de la transcripcié reversa s’eliminava el DNA genomic de la mostra, ja que en
I'extracciéd d’RNA sempre existeix una petita contaminacié de DNA. Aixo es feia mitjangant un
tractament amb DNAsa, seguint el seglient procediment:

1. Enunvolum final de 10 pl afegir els components:
300 ng—1 pug d’'RNA
1 ul de Reaction Buffer (Promega)
1 ul de RQ1 RNase-Free DNase (Promega)
2. Incubar 30 mina37°C
3. Afegir 1 pl d’Stop Solution (Promega) i incubar 5 min a 75 °C per aturar la reaccio
4. Posar en gel per evitar hibridacions entre les cadenes d’'RNA

3.9.2 Retrotranscripcio
Procediment:

1. Afegir els seglients reactius:

4 ul de First Strand Buffer 5x (Invitrogen)

0.5 pl de Random Primers (0.5 mg/ml) (Promega)

0.5 pl de dNTP Master Mix 100 mM (Ecogen)

2 ul de DTT 0.1 M (Invitrogen)

1 ul d’RNAsin Ribonuclease Inhibitor 40u/ul (Promega)
2. Equilibrar la reaccié durant 10 min a temperatura ambient
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3. Afegir 1 pl de SuperScriptTM Il RNase H® Reverse Transcriptase (200 u/pl)
(Invitrogen)

0 N v e

3.9.3 PCR

Equilibrar la reaccié 10 min a temperatura ambient
Incubar 50 min a 42 °C per fer la transcripcio reversa
Incubar durant 10 min a 75 °C per aturar la reaccio
Equilibrar 10 min a temperatura ambient

Afegir 20 ul de TE pH 8.0

Les condicions de PCR eren dins la zona d’amplificacid lineal per cadascun dels diferents
transcrits. Per a la reaccio de PCR s’afegien en un tub de PCR de 0.2 ml (Eppendorf) els seglients

reactius (volum

final de 25 pl):

1x GoTaq Buffer (Promega)
800 uM dNTP Master Mix (Ecogen)
200 nM oligonucleotid directe

200 nM oligonucleotid revers

1 ul cDNA

1u GoTaq DNA Polimerasa (Promega)

Oligonucleotids utilitzats:

cDNA Oligonucleotid Seqliencia Fragment amplificat
sasumog  _BESUMOLFL 5 GGCTTTTGAATGATGTTGCGTGAA-3 206 06
g BgSumolR1  5-TGCAATGTGCCATAATTTCAATCC-3' P
sasumog  _BESUMO3FL 5~ AGATTTCGATTTGATGGTCAACCA-3 178 o6
g BgSumo3 Rl 5-GGTTTGACGCGTTTTAGTTCATAG-3' P
BgActina F1 5’ _TCGTTCGTGACATCAAGGAGAAGCT-3'
BgActina-5C 312 pb
gActina BgActinaRl  5-TGTCGGCAATTCCAGGGTACATGGT-3’ P
B F1 _CGGATTTGTAGCACGTCCAGTTAA-3’
BqUbcs gUbc9 5 CGGATTTGTAG GTTAA-3 331 pb
BgE93UbcO R1  5-TTCAGCTTGAGCGGGATCCTTAAT-3
BZECRA F2 5’ _TCGCATCAGACAGTGCCATTGGT-3'
BgECR-A 420 pb
gre BgECRA R2 5'"-GACGGTGAAGACAACCAGTCATC-3’ P
BgRXR F1 5 ATAATTGACAAGAGGCAGAGGAA-3’
BgRXR § : , 400 pb
BgRXR R1 5’ TGGTCACTAAGAGGCAAGGTAGT-3
BgE75A F1 5 TTAGTGCTAGTGCAATGTGCTATTGA-3’
BgE75A § : , 324 pb
BgE75com R 5-ATGGAGCACTGTTGGTTCTTGGTA-3
BgE75C F1 5’ TTCAGGATTCCGACGTCGGTGAT-3’
BgE75C 364 pb
g BgE75comR  5-ATGGAGCACTGTTGGTTCTTGGTA-3’ P
BgHR3A F1 5'-GGCGCACCAAAAGTGGATTAATTGA-3'
BgHR3A g - ; 301 pb
BgHR3A R1 5 TACTGGCATCGGTTCCTGTTGAC-3
BgFtz F1 5/ TTCGAACTCTTGCAGAACCAGAC-3’
BgFtz-F1 griz , , 100 pb
BgFtz R1 5'-CAGTCGACCTGAGAGAACAAATTC-3
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3.10 PCR QUANTITATIVA

La técnica de la PCR quantitativa (QPCR), també anomenada PCR en temps real, permet
qguantificar I'expressié d’'un gen concret. Aquesta técnica es basa en la unid, durant
I’'amplificacid, de I'acid nucleic del fluorocrom SYBRGreen present en la barreja de la PCR i la
monitoritzacié del seguiment al llarg del temps de la fluorescéncia emesa per aquest compost.
La fluorescencia detectada descriu una corba sigmoidal. En els cicles inicials de la qPCR el senyal
és molt fluix i indistingible del soroll de fons. A mesura que el producte s’acumula, la
identificacio del senyal creix exponencialment fins assolir la fase de saturacié. En la part lineal de
la fase exponencial (en una corba representada en eixos logaritmics) la fluorescéncia és
proporcional a la quantitat de DNA amplificat i aquest, al seu torn, al nimero de copies de cDNA
inicial de la mostra. Per tal de quantificar les molecules presents en la mostra inicial del gen
d’estudi cal determinar el nimero de cicles a partir del qual el senyal és superior al soroll de
fons, indicat com a Ct (Cycle threshold). Per a coneixer el nimero de copies present en una
mostra s’utilitza la férmula segiient:

N = Ng - (1+E)°"

N: numero de copies

No: nimero de copies inicial
E: eficiencia de la reaccio
Ct: Cycle threshold

Les gPCRs es van fer en plaques de 96 pouets. Cada placa contenia triplicats per cada
mostra del gen d’estudi, el gen control, un control negatiu sense cDNA i un control negatiu de la
retrotranscripcié. A cada pouet es van col-locar 2 ul de la dilucié adient del cDNA i es van afegir
18 ul de la seglient mescla:

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

La condicions de la reaccié de PCR per a tots els transcrits foren les segiients:

95 °C 3 min
95°C 10 seg

Adx 60 °C 1 min

Al final de la PCR es va aplicar un gradient creixent de temperatures (de 55 a 95 °C) per
monitoritzar la cinética de dissociacié dels fragments amplificats i comprovar I'especificitat de
I'amplicd. Tot el procés es va dur a terme en I'aparell Bio-Rad MyiQ™ cycler (Bio-Rad) i els
resultats es van analitzar mitjancant el software Bio-Rad iQ5. En aquest treball els resultats
obtinguts en qPCR no es representen en valors absoluts (nimero de copies), sind en valors
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relatius respecte el valor més baix (en el cas dels cicles d’expressid) o respecte el valor dels
individus control en la resta d’experiments.

Els oligonucleotids utilitzats en els experiments de gPCR han estat els seglients:

Fragment amplificat ‘

Oligonucleotid Sequencia

BgSumolF2  5'-GGCTTTTGAATGATGTTGCGTGAA-3’

BgSumo1 p ; 115 pb
BgSumolR2  5'-TACAGCATTGGTATTAAGATGGG-3
BgSumo3 F2  5'-AGATTTCGATTTGATGGTCAACCA-3’

BgSumo3 - - 129 pb
BgSumo3 R2 5~ TCAGCATGTTATATATGGTCCTCTAC-3
BgActinaF2  5'-AGCTTCCTGATGGTCAGGTGA-3’

BgActing-5¢ —o~1° : , 203 pb
BgActinaRl  5'-TGTCGGCAATTCCAGGGTACATGGT-3
BgUbcI F3 5’ TCCATCAGGTACAGTATGTTTGTC-3’

BgUbc9 gohe : , 107 pb
BgE93UbcO R3  5'-GGTTCGTTGAGGAGGTCTTGTATC-3
BgE93 F3 5'-CAAGCGGGGCAAATATCGCAATTA-3’

BgE93 : , 135 pb
BgE93 R3 5 TGACCTTGTACTCGAGTGTGG-3

BgHMG-CoA  BgHMGsint F1  5-CTTCGCTTTACGGAGGTTTGGTC-3' 105 ob

sintasa BgHMGsint Rl 5'-GCTGCGGCTTGATGTGCGAGAG-3' P

BgHMG-CoA  BgHMGred F1  5-TTGTAGCTGATGGAATGACTCGT-3' 200 o6

reductasa BgHMGred Rl 5'-AGCAATGAAGCGTATAAACAAATG-3’ P
BgKr-h1 F1 5'-ACAAATGTGGTGTATGCGCCAAGA-3’

BgKr-h1 - - 143 pb
BgKr-h1 R1 5-GGTATGCACTTTGAGTTGTTTGGA-3
BgBr F1 5'-CTTAAAGCTCATAGAGTGGTGTTG-3'

BgBr - : 152 pb
BgBr R1 5'-CACTTCACCATGGTATATGAATTC-3
TcE93 F2 5'-CTCTCGAAAACTCGGTTCTAAACA-3’

TcE93 TcE93 R2 5 TTTGGGTTTGGGTGCTGCCGAATT-3' 129 pb
TcRpL32 F 5'-CAGGCACCAGTCTGACCGTTATG-3’

TcRpL32 199 pb

crp TcRpL32 R 5-CATGTGCTTCGTTTTGGCATTGGA-3' P

TcCPR27 F 5-AGGTTACGGCCATCATCACTTGGA-3'

TeCPR27 TcCPR27 R 5 ATTGGTGGTGGAAGTCATGGGTGT-3' 106 pb
TcKr-h1 F2 5-AAGAAGAGCATGGAAGCACACATT-3’

TeKr-h1 158 pb

e TcKr-h1 R2 5-GAATCGTAGCTAAGAGGGTCTTGA-3’ P

TcBr F2 5 TCGTTTCTCAAGACGGCTGAAGTG-3'

TcBr . - 157 pb
TcBr R2 5/_CTCCACTAACTTCTCGGTGAAGCT-3
DE93A F1 5'_CACATCAGCAGCTATGAAATA-3’

DE93A 140 pb
DE93comR1  5'-AACCGGCTATTGCTATGGGCTGTT-3’ P
DE93B F1 5 _TCCACAGATATGCTGCATATTGTG-3'

DE93B 142 pb
DE93comR1  5'-AACCGGCTATTGCTATGGGCTGTT-3’ P
DRpL32 F 5'-CAAGAAGTTCCTGGTGCACAA-3’

DRpL32 E , : 61 pb
DRpL32 R 5-AAACGCGGTTCTGCATGAG-3
DEdg78E F 5'-CCAATTCCCATCATCATGTACAAA-3'

DEdg78E g , : 156 pb
DEdg78E R 5-ATTGCTGGTCTCGTAGGCGTACT-3
DACp65A F 5'-CCGACAACGAATCCATATCCATTC-3’

DAcp65A <P , , 165 pb
DACp65A R 5-GGTATTTACAGGATCTCCTCGAAA-3
DKr-h1F 5-AAAGTATTACGAACGCAGCACCCA-3’

DKr-h1 r , : 119 pb
DKr-h1 R 5-GTCGCACTTGAATTGCGGTTTGCT-3
DBr F 5/-CATCTGGCTCAGATACAGAACCT-3’

DBr : , 199 pb
DBr R 5'-CTTCAGCAGCTGGTTGTTGATGT-3
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3.11 OBTENCIO DE LES CONSTRUCCIONS PER A L’EXPRESSIO DE PROTEINES DE FUSIO | PER A
LA SOBREEXPRESSIO IN VIVO EN D. melanogaster

3.11.1 Construccions RFP-BgSumo1l i RFP-BgSumo3

En I'elaboracié de les construccions per a I'expressié de proteines de fusié es van
amplificar les seqliéncies codificants de BgSumo1 i BgSumo3 amb la Taq polimerasa Phusion Hot
Start DNA Polymerase (Thermo Scientific), seguint les especificacions del fabricant. Els
oligonucleotids utilitzats van ser:

Construccio Oligonucleotid Seqliencia

RFP-BgSumol Xhol-Sumol 5’-CTCGAGATATGTCCGATAATCAGGAACAGAAG-3’
Sumol-Hindlil 5’-AAGCTTTCAAAAGCCACCCGTTTGTTCTTG-3’

RFP-BgSumos3 Xhol-Sumo3 5’-CTCGAGATATGTCTGATGATAAAAAGGGCTCA-3’
Sumo3-HindlIl 5’-AAGCTTTCAGCATGTTATATATGGTCCTCT-3’

Tot seguit es van clonar els diferents fragments amplificats en un vector pRFPm (cedit
per la Dra. Elena Casacuberta) que contenia la proteina fluorescent RFP (de I'anglés “Red
Fluorescent Protein”) sota el control del promotor del gen armadillo (pArm). BgSumol i
BgSumo3 es van clonar a 3’ de RFP, conservant la pauta de lectura per permetre la formacio de
les proteines de fusié RFP-BgSumo1l i RFP-BgSumo3. La digestié dels fragments amplificats i del
vector es van dur a terme mitjancant I'activitat dels enzims de restriccié6 Xhol i Hindlll
(Fermentas), seguint les instruccions del fabricant. Per a la lligacio es va utilitzar la Iligasa T4 DNA
Ligase (Fermentas).

3.11.2 Construccions UAS-BgSumo1l i UAS-BgSumo3

Igual que en el cas anterior, per I'elaboracié de les construccions per expressar
ectopicament BgSumol i BgSumo3 es van amplificar les seqiieéncies codificants de tots dos gens
utilitzant la Tag polimerasa Phusion Hot Start DNA Polymerase (Thermo Scientific). Els
oligonucleotids utilitzats en aquest cas foren:

Construcci6  Oligonucleotid Seqgliencia

pUASTattB-  EcoRI-Sumol 5’-GAATTCTAGGCCACCATGTCCGATAATCAGGAACAGAAG-3’
BgSumol Sumo1l-Xhol 5’-CTCGAGTCAAAAGCCACCCGTTTGTTCTTG-3’

pUASTattB-  EcoRI-Sumo3 5’-GAATTCTAGGCCACCATGTCTGATGATAAAAAGGGCTCA-3’
BgSumo3 Sumo3-Xhol 5’-CTCGAGTCAGCATGTTATATATGGTCCTCT-3’

Seguidament es van clonar les sequéncies amplificades en el vector pUASTattB
(proporcionat per la Dra. Rosa Barrio), especific per a la transformaciéo de D. melanogaster i
I’obtencié de mosques transgeniques (Bischof et al., 2007). Aquest vector permet que la insercid
del transgen es doni en zones intergeniques predeterminades, millorant d’aquesta manera
I’eficiencia de la transformacid. Per a les digestions es van utilitzar els enzims de restriccié EcoRl i
Xhol (Fermentas). La lligacio es va dur a terme mitjancant la lligasa T4 DNA Ligase (Fermentas).
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3.12 RNA D’INTERFERENCIA IN VIVO

Una aproximacié actual per a I'estudi funcional de proteines en organismes que no es
poden modificar genéticament de forma estable, com és el cas de B. germanica, consisteix en el
silenciament transitori dels transcrits que les codifiquen. Aquest procediment es basa en el
tractament amb una doble cadena d’RNA (dsRNA) identica a un fragment del missatger que es
pretén silenciar. Aquest dsRNA, en penetrar dins les cél-lules, es processa en fragments de 21-23
nucleotids que desencadenen la degradacié del missatger endogen diana (Meister and Tuschl,
2004; Mello and Conte, 2004). A continuacido es detalla la metodologia utilitzada per a
d’obtencid dels diferents dsRNA.

3.12.1 Clonatge del fragment diana

En primer lloc s’"amplificava i es clonava un fragment del cDNA corresponent al gen que
es volia silenciar. Les zones utilitzades per al silenciament de cada mRNA s’indiquen a I'apartat
de Resultats. Com a control negatiu per als experiments d’interferéncia es va utilitzar una
seqiéncia de 307 pb del gen de la polihedrina del nucleopolihedrovirus Autographa californica
(dsMock). L'amplificacié d’aquests fragments es realitzava utilitzant una GoTag DNA polimerasa
(Promega), seguint les instruccions de I'apartat 3.9.3. Els fragments amplificats es lligaven entre
els promotors T7 i SP6 del vector pSTBlue-1.

Els oligonucleotids utilitzats per a I'amplificacié de cadascun dels transcrits van ser:

Oligonucleotid Seqiiencia Fragment amplificat
BgS 1F3 5’-GTGGCGCGTGTTGGATAAAATG-3’

BgSumol g>umo . , 430 pb
BgSumol R3 5’- TACAGCATTGGTATTAAGATGGG-3
BgSumo3 F3 5’-CTGATTTCTGAAAGGCGCGGGAC-3’

BgSumo3 . - 337 pb
BgSumo3 R3 5’-TCAGCATGTTATATATGGTCCTCTAC-3
BgUbc9 F4 5’-CGGATTTGTAGCACGTCCAGTTA-3’

BgUbc9 . - 303 pb
BgE93Ubc9 R4 5 -GGTTCGTTGAGGAGGTCTTGTATC-3
BgE93 F4 5’-GAAACAGAACCTCCTTTCAAAAGG-3’

BgE93 (1) § , , 318 pb
BgE93 R4 5’-AAAGTGTGAACCTGCCCGATGAA-3
BgE93 F5 5’-CACAGTGCCCTAGGACCTTATGTT-3’

BgE93 (2) § : , 345 pb
BgE93 R5 5’-CTGTGGATCCACTGCTAGAAG-3
TcE93 F 5’-AAATAACGGTGATACAGTGTCAAG-3’

TcE93 . - 345 pb
TcE93 R 5’-TTGTAGTCCATCTCGGAGATGGAA-3

TeKr-hi TcKr-h1 F1 5’-AATCCTCCTGCTCATCCAGCACTA-3’ 445 ob
TcKr-h1 R1 5’-CAGGATTCGAACTAGGAGGTGTTA-3’ P
TcBr F1 5’-CAATTACCAAAGCAGCATCACATC-3’

TcBr . . 359 pb
TcBrR1 5’-GGCTTTGTACTTGCGCCAACTGTT-3

3.12.2 Linearitzacié del DNA plasmidic

Per a l'obtencié dels diferents dsRNA calia sintetitzar dues cadenes simples d’RNA
(ssRNA) complementaries. Cadascuna d’aquestes cadenes es transcrivia a partir d'un fragment
lineal de DNA que contenia el fragment diana flanquejat per un promotor RNA polimerasa (SP6 o
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T7) i per un extrem 5’ protuberant. Per aix0, un cop clonat el fragment diana en el vector
pSTBlue-1 es digerien 20 pg d’aquesta construccié amb els enzims de restriccié adequats per a
cada ssRNA. La digestid es realitzava a 37 °C durant 3-4 hores. Un cop digerits, els fragments de
DNA resultants es purificaven amb una mescla de fenol-cloroform-alcohol isoamilic (25:24:1) i es
precipitaven amb EtOH (Sambrook et al., 1989). El precipitat es resuspenia en 23.5 ul d’H,0dpec.

3.12.3 Sintesi de les cadenes ssRNA i obtenci6 del dsRNA

Les reaccions de sintesi de les ssRNA es realitzaven de manera independent, segons el
seglient procediment:

1. Preparar cadascuna de les reaccions en un volum final de 50 pl:
23.5 ul fragment lineal de DNA
10 ul Transcription Promega Buffer 5x (Promega)
4 ul DTT 100 mM (Promega)
1 ul RNAsin Ribonuclease Inhibitor 40 u/ul (Promega)
10 pl rNTPs 10 mM cadascun (Amersham)
1.5 pl SP6 RNA polymerase (17 u/pl) o T7 RNA polymerase (18 u/ul) (Promega)
Incubar 4h a 37 °C
Verificar el correcte funcionament de cadascuna de les reaccions mitjancant
electroforesi en gel d’agarosa
4. Ajuntar les dues reaccions d’ssRNA
5. Incubar 10 min a 95 °C en un bany
6. Deixar disminuir la temperatura del bany fins a temperatura ambient (6 hores
aproximadament) per permetre la correcta hibridacié de les cadenes
7. Purificar el dsRNA format mitjangant fenol-cloroform-alcohol isoamilic (25:24:1)
8. Precipitar amb EtOH i resuspendre en 39.5 ul d’H,0Odpec
9. Eliminar el DNA plasmidic i I'ssRNA que no hagi quedat hibridat correctament
mitjangant tractament amb DNAsa i RNAsa, afegint:
5 ul Buffer DNAsa 10x (Promega)
5 ul DNAse/RNAse free 1 u/ul (Promega)
0.5 pl RNAse A Solution 10 pg/ul (Sigma)
10. Incubar 15 mina 37 °C
11. Purificar de nou mitjancant fenol-cloroform-alcohol isoamilic
12. Precipitar amb EtOH i resuspendre amb H,0Odpec
13. Mesurar la concentracié del dsRNA mitjancant Spectophotometer ND-1000
(NanoDrop)

3.13 INJECCIO DEL dsRNA A Blattella germanica

El dsRNA per B. germanica es diluia en Ringer filtrat amb un filtre millex de 0,22 um, fins
obtenir la concentracié desitjada per poder injectar un volum d’1 pl a femelles de cinquena o
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sisena fase nimfal, préeviament anestesiades amb CO,. El dsRNA s’injectava a la part ventral de
I'insecte, entre els segments abdominals, utilitzant una xeringa Microlitter de 5 pl (Hamilton).

3.14 INJECCIO DEL dsRNA A Tribolium castaneum

El dsRNA per T. castaneum es diluia en H,O esteéril fins a la concentracié desitjada,
afegint-hi tampd d’injeccié 10x amb la seglient composicio:

10 mM tampd fosfat sodic pH 7.6 (8.5 ml de 1 M Na,HPO, + 1.5 ml de 1 M NaH,PQ,)
50 mM KClI
10% (v/v) colorant alimentari

Les larves s’anestesiaven amb éter etilic durant 3-4 min i es col-locaven en un
portaobjectes amb goma d’enganxar TACK-IT Over&Over (Aleene’s), de tal manera que quedés
accessible la part dorsal de I'animal. L’agulla amb la qual s’injectaven es fabricava a partir d’'una
pipeta Pasteur de vidre llarga. Aquesta se subjectava amb un micromanipulador Narishige M-152
sota una lupa binocular Leica M80. El dsRNA s’injectava a la part dorsal, al primer o segon
segment abdominal de la larva, mitjangant la pressié aplicada amb una xeringa de plastic. El
volum injectat a cada larva no es podia calcular amb exactitud. Tot i aix0, el canvi de color a
I'interior d’aquestes degut al colorant alimentari afegit al tampd d’injeccid indicava la
incorporacié del dsRNA a I’hemolimfa.

Per la seva banda, les pupes es col-locaven sense anestesiar en un portaobjectes amb
goma d’enganxar amb la part ventral accessible. La injeccié es realitzava mitjancant el mateix
procediment que en el cas de les larves pero entre els Ultims segments ventrals de I'abdomen.

3.15 TRACTAMENTS AMB METOPRE IN VIVO

Per als tractament amb analegs de I’'HJ es va utilitzar el metopre (isopropil (E,E)-(RS)-11-
metoxi-3,7,11-trimetildodeca-2,4-dienoat), que es diluia amb acetona fins a la concentracié
desitjada. Tot seguit s’aplicava 1 pl de la diluci6 a nimfes de B. germanica préviament
anestesiades amb CO,. L'aplicacié del tractament es feia amb una xeringa Microlitter de 5 pl
(Hamilton), dipositant la gota a la part dorsal de I'abdomen per tal que penetrés a I'interior de
I"'animal i s’escampés a través de I’hemolimfa.

3.16 MESURA DELS NIVELLS D’"HORMONA JUVENIL

La quantificacié dels nivells d’"HJ en I’lhemolimfa de nimfes de B. germanica va ser dut a
terme per la Unitat de Moléecules Bioactives del Departament de Quimica Biomedica, a I'Institut
de Quimica Avancada de Catalunya (iQAC, CSIC).

El protocol utilitzat per a aquesta mesura fou:
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Extreure 70-80 pl d’hemolimfa i dipositar-los en 300 pl de metanol-isoocta 1:1 (v/v)
Vortejar 20 seg i deixar 20 min a temperatura ambient

Centrifugar a 10.000 x g durant 20 mina 6 °C

Transferir ambdues fases del sobrenedant a un nou vial de vidre mitjancant una
pipeta Pasteur de vidre i guardar a -80 °C

Evaporar la fase d’isoocta utilitzant una centrifuga de buit

Centrifugar a 1000 x g durant 10 min i recollir el sobrenedant en un nou vial de vidre
Mesurar la quantitat d’HJ mitjancant cromatografia liquida — espectrometria de
masses (LC-MS) segons el métode desenvolupat per Westerlund i Hoffman (2004) i
modificat per Oostra et al. (2010).

3.17 TINCIO AMB FALOIDINA-TRITC | DAPI

La fal-loidina és una toxina produida pel fong Amanita phalloides i actua unint-se a

I'actina i impedint la seva despolimeritzacié. Aquesta propietat ha estat aprofitada en biologia

cel-lular per investigar la distribucié dels filaments d’actina-F mitjangant la unié de la faloidina a

molecules fluorescents, com el tetrametil rodamina iso-tiocianat (TRITC). Aquest colorant emet

en vermell intens. Per la seva banda, el DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol diclorhidrat) és un

colorant fluorescent que s’uneix fortament al DNA. Emet en blau i és adequat per combinar-lo

amb altres colorants fluorescents, com el TRITC.

El protocol utilitzat per a la tincié de mostres amb aquests dos components fou el

seglient:

v e
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Fixar el teixit incubant-lo durant 30 min en paraformaldehid 4%

Rentar dues vegades durant 10 min amb PBS 0.2 N, pH 6.8

Permeabilitzar el teixit incubant-lo durant 10 min en una solucié de Trité X-100 al 0.1
% en PBS 0.2N, pH 6.8 (PBST)

Rentar amb PBS 0.2 N, pH 6.8

Incubar durant 20 min amb fal-loidina-TRITC diluida amb PBS 0.2N, pH 6.8, a 300
ng/ml

Rentar dues vegades durant 5 min amb PBS 0.2 N, pH 6.8

Incubar durant 10 min amb una solucié d’1 ug de DAPI (Sigma)/ml| PBST

Eliminar I'excés de marcatge mitjangant dos rentats de 5 min amb PBS 0.2N

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

En els casos en que només es feia la tincié DAPI s’ometien els passos 4, 5i 6.

3.18 MARCATGE AMB BrdU

Per tal de detectar la divisio cel-lular en els CA es va fer servir la técnica de marcatge

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

en substitucid de la timidina, i pot ser detectada utilitzant anticossos especifics.
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Procediment:

Injectar a la cavitat abdominal de I'insecte 1 pl de solucié BrdU
Dissectar el teixit al cap de 24 h
Fixar amb Carnoys’s Fixative 30 min
Rentar dos vegades amb PBS 0.2 M
Incubar amb 70 % metanol (MeOH) en Ringer 10 min
Inactivar les peroxidases incubant amb MeOH 30% H,0, 45 min
Incubar amb 70% MeOH en Ringer 10 min
Rentar dues vegades amb PBS 0.2 M
Incubar amb PBST-BSA 1 h
. Permeabilitzar el nucliamb HCI 0.2M 30 min
. Rentar tres vegades amb PBS 0.2 M 10 min
. Rentar dues vegades amb PBST-BSA 10 min
. Bloquejar amb PBST-BSA-NSG 30 min
. Incubar amb [I'anticos primari (anti-BrdU) en PBS-BSA-NSG 2 h a temperatura
ambient o tota la nit a 4 °C (dilucié 1:1000)
15. Rentar tres vegades amb PBST-BSA 10 min
16. Bloguejar amb PBST-BSA-NSG 30 min
17. Incubar amb I’anticos secundari en PBS-BSA-NSG 2 h a temperatura ambient o tota
la nit a 4 °C (dilucié 1:100)
18. Rentar tres vegades amb PBS 20 min
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19. Incubar amb la solucioé de revelat, en foscor, fins a observar el marcatge
20. Rentar tres vegades amb PBS per aturar la reaccid
21. Muntar en medi de muntatge Mowiol 4-88 (Calbiochem)

Composicio de les solucions:

Carnoy’s fixative: PBST:
EtOH 60 % PBSO.2 M 1x
Acid acétic 20 % Tween 03%
H,0 20%

PBST-BSA:
Tampo fosfat sali (PBS) 0.2M, pH 6.8: PBST 1x
NaCl 130 mM BSA 0.2%
KCl 2.7 mM
Na,HPO, 10 mM PBST-BSA-NGS:
KH,PO, 1.8 mM PBST-BSA 1x
Ajustar el pHa 6.8 NGS 5%

Solucio de revelat:

PBS0.2 M 5ml
Diaminobenzidina 100 pl
NiCl, 8 % 80 ul

H,0,30 % 2l
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3.19 IMMUNOCITOQUIMICA D’HISTONA H3 FOSFORILADA

Per detectar les cel-lules en divisid en els oocits de B. germanica es va dur a terme una

deteccié immunocitoquimica de la histona H3 fosforilada, utilitzant I'anticos Phospho-Histone
H3 (Ser10) Antibody (Cell Signaling Technology).

El protocol utilitzat per aquesta immunocitoquimica fou el seglent:

10.

Fixar els oocits incubant-los 20 min amb paraformaldehid 4 %

Rentar dues vegades amb PBS 0.2 M

Permeabilitzar el teixit mitjancant 3 incubacions de 10 min amb PBS-Trité 0.1 %
(PBS-T)

Incubar 2 h a temperatura ambient o tota la nit a 4 °C amb I'anticos Phospho-
Histone H3 (Ser10) Antibody (1:100 en PBS-T 0.1 %)

Rentar tres vegades amb PBS-T 0.1 %

Incubar 2 h a temperatura ambient o tota la nit a 4 °C, en condicions d’obscuritat,
amb un anticos secundari anti-conill unit a un fluorofor que emet en vermell (1:200
en PBS-T 0.1 %)

Rentar tres vegades amb PBS-T 0.1 %

Incubar durant 10 min amb una solucié d’1 pg de DAPI (Sigma)/ml en PBS-T 0.1 %, en
foscor

Rentar amb PBS-T 0.1 %

Muntar amb el medi de muntatge per fluorescencia Vectashield Mounting Medium
for Fluorescence H-1000 (Vector Laboratories)

3.20 TRANSFECCIONS CEL-LULARS

Les transfeccions cel-lulars que permetien estudiar la localitzacié subcel-lular de

BgSumol i BgSumo3 es van dur a terme en cel-lules S2 de D. melanogaster mitjancant la técnica

de transfeccié per precipitats de fosfat calcic. Aquesta metodologia, descrita per Graham i van

der Eb (1973), consisteix en la formacio de precipitats de DNA amb fosfat calcic, fet que permet

la unié del DNA a la superficie de la cél-lula i la seva posterior entrada per endocitosi.

El protocol utilitzat per a la transfeccié fou la seglient:

Plaquejar 3 x 10° cél-lules en una placa de petri de 35 mm, en un volum de 5 ml
Deixar les cel-lules 24 h creixent

Preparar la mescla de DNA en un volum final de 125 pl (per 2.5 repliques). Per cada
placa es transfecten un total de 10 ug de DNA, dels quals 3 pg sén de la construccid
que permetra l'expressido del gen d’interés. Els 7 pg restants corresponen a un
plasmid buit (pSTBlue-1 en aquest cas)

Afegir 1 ml de CaCl, 0.25 M a la barreja de DNA

En un tub Falcon amb 1 ml de medi HeBS 2x afegir la barreja de DNA + CaCl, gota a
gota, amb agitacio lleugera pero constant per tal que es formin els precipitats

Deixar flocular els precipitats 35 min a 25 °C
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7. Resuspendre els precipitats i incorporar-ne 850 pl a cada duplicat de placa
8. Deixar48 ha25°C

HeBS 2x:

NaCl 16g
KCl 0.7g
Na,HPO, 04g
Glucosa 2g
Hepes 10g

AjustarpHa 7.1

Un cop transcorregudes 48 hores des de la transfeccid es processaven les cél-lules
segons el seglient protocol:

Rentar dues vegades amb PBS 0.2 M

Fixar 25 min amb paraformaldehid 4 %

Rentar 5 min amb PBS 0.2 M

Permeabilitzar 10 min amb PBS-Trit6 0.1 %

Incubar 10 min amb una solucié d’1 pg de DAPI (Sigma)/ml en PBS-T 0.1 %
Rentar 5 min amb PBS 0.2 M

Muntar en Mowiol 4-88 (Calbiochem)
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3.21 OBSERVACIONS MICROSCOPIQUES EN CAMP CLAR | FLUORESCENCIA

Les diferents preparacions microscopiques es van examinar utilitzant un microscopi Zeiss
Imager Z1. Les imatges es van capturar mitjancant la camera AxioCam MRc5 en les observacions
en camp clar i la camera AxioCam MRM per a les preparacions fluorescents, ambdues acoblades
al microscopi. El software utilitzat en ambdds casos fou I’AxioVision Release 4.8. Les imatges es
van processar utilitzant el programa Adobe Photoshop (Adobe Systems Incorporated).

3.22 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE RASTREIG

Les mostres de T. castaneum utilitzades per a I'observacié amb microscopi electronic de
rastreig (SEM) es van fixar amb etanol 80 %. Tot seguit es deshidrataven amb una série de
rentats amb concentracions creixents d’etanol (90 %, 95 % i 100 %), 15 min amb cada solucid.
Per acabar la deshidratacid, les mostres s’assecaven utilitzant la técnica del punt critic amb CO,.
Finalment es recobrien amb or-pal-ladi per a la seva observacié en el microscopi electronic de
rastreig Hitachi S-3500N.

3.23 CONSTRUCCIO DE L’ARBRE FILOGENETIC

Per a I'elaboracio de I'arbre filogenétic es van utilitzar les seqliencies aminoacidiques de
tots els Sumo d’insectes disponibles a la base de dades: Camponotus floridanus (EFN73536) i
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(EFN69023); Apis mellifera (XP392826) i (XP623227); Harpegnathos saltator (EFN89741) i
(EFN79624); Acromyrmex echinator (EGI67360) i (EGI63783); Bombus terrestris (XP003394722) i
(XP003396975); Nasonia vitripennis (EFN73536) i (XP001599647); Pediculus humanus
(XP002430190) i (EEB18751); Acyrthosiphon pisum (XP003244725), (XP001945430),
(XP001945879), (XP003245740), (XP001119632), (XP003243705), (XP003242691) i
(XP003244070); Drosophila melanogaster Smt3 (NP477411); Glossina morsitans (ADD19913);
Mayetiola destructor (ABG81495); Helicoverpa armigera (ADF30256); Antheraea yamamai
(BAD66842); Bombyx mori (NP001037410); Danaus plexippus (EHI74563); Anopheles gambiae
(XP316822) i (XP321390); Aedes aegypti (XP001650445) i (XP001663977); Culex quinquefasciatus
(XP001861568); Tribolium castaneum (XP970781); Dendroctonus ponderosae (AEE62713).
També es van utilitzar les seqtiencies SUMO dels vertebrats Homo sapiens i Mus musculus: H.
sapiens SUMO1A (NP003343), SUMO1B (NP001005782), SUMO2A (P61956), SUMO2B
(NP001005849), SUMO3 (NP008867), SUMO4 (Q6EEV6); M. musculus SUMO1 (NP0033486),
SUMO2 (NP579932), SUMO3 (Q9Z172). Totes aquestes seqliéncies es van alinear utilitzant el
programa ClustalX (Thompson et al.,, 1997). Tot seguit s’eliminaren les regions d’alineament
ambigu, donant com a resultat un alineament final de 99 posicions que es va analitzar
mitjangant el programa PHYML basat en el principi de maxima verosimilitud (Guindon and
Gascuel, 2003). Es van realitzar 100 iteracions “bootstrap”.

3.24 ANALISI DE SUMOILACIO IN VITRO

Els motius de sumoilacié potencials en BgEcR-A, BgRXR-L, BgE75A, BgHR3-A, BgHR3-B; i
BgFtz-F1 es van identificar mitjancant el software  SUMOplot (Abgent,
http://www.abgent.com/tools), la base de dades de modificacions posttraduccionals Phosida

(http://www.phosida.com) i el programa SUMOsp 2.0.

Els assaigs de sumoilacié in vitro van ser duts a terme pel laboratori de la Dra. Rosa
Barrio, en la Unitat de Genomica Funcional del CIC bioGUNE (Bizkaia). En primer lloc, es traduien
els cDNA d’interes en condicions in vitro mitjangant TNT-T7 (Promega), afegint-hi metionina
marcada radioactivament (355—Metionina, Amersham Biosciences). Les proteines resultants
s'incubaven amb el SUMO1 huma, Ubc9 i I'enzim activador E1 (Biomol), a 30 °C durant dues
hores. Tot seguit s’analitzava la unié mitjangant electroforesi en gel de poliacrilamida SDS-PAGE.
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En els insectes el procés de sumoilacié s’ha estudiat, de manera gairebé exclusiva, en
I’holometabol D. melanogaster. El present capitol se centra en I'estudi de la funcié d’aquest
procés durant el desenvolupament de l'insecte hemimetabol B. germanica, que té dos gens
Sumo. Donat que D. melanogaster en té un de sol, aquest estudi ha de permetre comparar com
han variat les funcions de la sumoilacié durant I'evolucié de la classe Insecta, aixi com la
distribucié d’aquestes funcions entre els diferents Sumo de B. germanica. D’altra banda, el fet
gue encara no s’hagi aconseguit clarificar del tot si els diferents paralegs SUMO de vertebrats
poden tenir funcions exclusives, redundants i/o antagoniques, fa que B. germanica sigui un bon
model per a aprofundir en aquesta incognita.

Per tot aixd es va dur a terme, en primer lloc, una aproximacio filogenética per tal de
saber en quin moment de I’evolucié de la classe Insecta s’havia passat de dos gens Sumo a un de
sol. També es va caracteritzar la funcid de les dues proteines Sumo de B. germanica durant el
desenvolupament nimfal i la transici6 a l'estadi adult, parant especial atencié en els
paral-lelismes que s’observaven amb les funcions descrites en la mosca D. melanogaster. Per
ultim, i per tal d’aprofundir en el sentit evolutiu de la pérdua d’'un gen Sumo en insectes
evolucionats, es va estudiar el comportament dels Sumo de B. germanica en D. melanogaster,
gracies a I'ampli ventall de técniques de manipulacid genética que es poden dur a terme en
aquest model experimental.

4.1.1 ESTUDI DE LES SEQUENCIES Sumo DE Blattella germanica

4.1.1.1 Analisi de dues seqiieéncies Sumo de Blattella germanica

Les seqliencies que codifiquen per les dues proteines Sumo de B. germanica es van
obtenir a partir d’'una llibreria de DNA complementari (cDNA) sintetitzat a partir d’'RNA missatger
(mRNA) provinent de cél-lules embrionaries de B. germanica (UM-BGE-1). A través de la
seqlienciacié de multitud de clons d’aquesta llibreria i el posterior analisi de similitud amb les
seqléncies disponibles a la base de dades es va veure que dues de les seqiiéncies obtingudes, de
668 pb i 456 pb, presentaven un alt grau de similitud a diferents seqléncies Sumol i Sumo3,
respectivament. Per aquest motiu se les va anomenar BgSumol i BgSumo3. Tal i com s’observa a
la figura 4.1.1 les dues seqgliéncies cobreixen tota la regid codificant de la proteina, formada per
97 aminoacids en el cas de BgSumol i 95 aminoacids en el cas de BgSumo3. En totes dues
seqléncies s’hi observen dues glicines, prop de I'extrem carboxi terminal, a 3’ de les quals es
produira la proteolisi essencial per la maduracié de la proteina que permetra la posterior unié
d’aquests Sumo a la proteina diana.

L'alineament de les seqléncies proteiques de BgSumol i BgSumo3 amb les seqléncies
Sumo de Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans, D. melanogaster i Homo sapiens
reflexa l'alt grau de conservacié entre els diferents SUMO (figura 4.1.2). Aixi, BgSumol
comparteix el 71% dels seus aminoacids amb Smo-1 de C. elegans, i el 63% amb el SUMO1A d’H.
sapiens. Per altra banda, BgSumo3 té el 82% dels seus aminoacids idéntics als de Smt3 de D.
melanogaster, i comparteix el 64% i el 60% d’aminoacids amb el SUMO2A i el SUMO3 d’H.
Sapiens, respectivament (taula 4.1.1). En aquest alineament també es pot observar |'estructura
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A BgSumol

TAGTGGCGCGTGTTGGATAARatgtccgataatcaggaacagaagcccgatgeccggtecca 60
M S DN Q E Q K P D A G P 13

ggggacgcaaattctgaatatatcaaactcaaagtagttggaaatgattcaaatgaaatt 120
G D A NS E Y I KL KV V G NUD S NE I 33

cacttccgagtaaagatgaccactcaaatgggaaagctgaagaaatcatacagcgagegt 180
H F R V KM TT QMG KTULI KK S Y S E R 53

gttggcgtcccggtgacatcgecttaggtttttatttgatgggcgacggataaatgatgat 240
v G v P V T S L R F L F D G R R I N D D 73

gagacacctaaacagctggagatggagaacgacgatgtgattgaggtgtaccaagaacaa 300
E T P K Q L EM E ND D V I E V Y Q E Q 93

acgggtggcttttgaATGATGTTGCGTGAAAAAGTGAAAACGTGATCAGTTTTTAAATTT 360
T [6G_ G| F * 97
CACCGAGTCAAACATCAGAAAGACTAAATTTAGGAACTGTGAACTGCCCCCATCTTAATA 420
CCAATGCTGTAAAGAATATTCACATTCCTCATTAACTATGTACAACAATTTTTTTTTTCT 480
TACATTTTGGATTGAAATTATGGCACATTGCAAAATCACATATTTTCTTTTGAGTTTTGT 540
TTCTTGTTAGCTTGAACATATAGCAAATCCTTGTCATCTAAAGCAAATTGTCAAAGCTTT 600
CAACTTTATCTTCAGAAAATTGCTTATCGAGATTTAGTTTTATAAAATCACATGTTCTGC 660
CCAAGARA 668

B BgSumo3

AAGAATAAGGTTCAGCCAGCTTTTCTTGATAGGAACTGATTTCTGAAAGGCGCGGGACTA 60
TTATTGAGAAATTAAAACGCAAAAatgtctgatgataaaaagggctcagagacagaacac 120
M S D D K K G S E T E H 12

atcaacctcaaggtacttggacaagacaatgccatcgttcagttcaagataaaaaaacat 180
I N L K V L G Q D NATI V Q F K I KK H 32

acacctctgaggaaattgatgaatgcatattgtgatagagtgggtatcgcaatggcaaca 240
T P L R K L M N A Y CDU RV GTIAMU AT 52

atgagatttcgatttgatggtcaaccaatcaatgaaacggatacaccgataagtttggag 300
M R F R F D G Q P I NETD T P I S L E 72

atggaggaaggagatacaattgaagtgtaccaacaacaaactgggggtagaggaccatat 360
M EE GDTTIZETVZYOQOQOQTI[G RGP Y 92

ataacatgctgaAACAAAAGACTGCATTTCTAACGGTCTATGAACTAAAACGCGTCAAAC 420
I T Cc * 95
CAAGAGAATGAAATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 456

Figura 4.1.1. Sequiéncies nucleotidica i aminoacidica de BgSumol i BgSumo3 de Blattella germanica. (A)
Fragment de 668 pb de la seqliencia de BgSumo1. (B) Fragment de 456 pb de la seqliencia de BgSumo3.
En la linia superior es mostra la sequéencia de nucleotids i a sota la seqliencia proteica corresponent a la
seva traducciod. Els nucleotids que formen part de la regié codificant es mostren en lletra mindscula,
mentre que els que pertanyen a les regions 5’ i 3’ UTR es troben en majuscula. Les dues glicines que
indiquen el punt de tall de la proteina immadura s’emmarquen dins un requadre.
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secundaria descrita per la proteina SUMO1 humana, formada per cinc lamines-f i dues helix-a
(Bayer et al., 1998), aixi com els aminoacids d’aquesta proteina que han estat descrits com a
responsables de la interaccid no covalent amb I'enzim conjugador UBC9 (Knipscheer et al.,
2007).

Taula 4.1.1. Percentatges d’identitat de les proteines BgSumol i BgSumo3 amb les proteines SUMO de
Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster i Homo sapiens. Les
sequeéncies es van alinear amb el programa Clustal X, i els percentatges d’identitat es van obtenir amb el
programa GeneDoc. Les identitats amb un percentatge igual o major de 60% estan ressaltades en vermell.

BgSumol BgSumo3
S. cerevisiae Smt3 44 39
C. elegans Smo-1 71 46
D. melanogaster Smt3 43 82
H. sapiens SUMO1A 63 46
H. sapiens SUMO2A 44 64
H. sapiens SUMO3 42 60

SUmo3
BgSumol INQEQKPDAE PGD-ANS
BgSumo3
dSmt3

CeSmo-1

SUMO1A BOEAKPSTEDLGDKKE
SUMO2A BEKPK---E----VK

ScSmta

SUMO1A
SUMO2A
Sumo3
BgSumol
BgSumo3
dSmt3 S
CeSmo-1 NS
ScSmta EIUDS]

Figura 4.1.2. Estructura secundaria de les proteines SUMO. Alineament de les seqiliencies proteiques
BgSumo1l, BgSumo3, dSmt3, CeSmo-1, ScSmt3 i les d’humans SUMO1A, SUMO2A i SUMO3. S'indica la
situacio de les dues helix-a (al i a2) i les cinc lamines-B (B1-B5) del SUMO1A huma (Bayer et al., 1998).
Dins un requadre groc es marquen els aminoacids que intervenen en la interaccié no covalent de SUMO1A
amb UBC9 (Knipscheer et al., 2007).
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4.1.1.2 Analisi filogenétic de les seqiieéncies Sumo d’insectes

Per esbrinar com van evolucionar les seqiiéncies del gen Sumo en la classe Insecta es va
dur a terme un analisi filogenetic utilitzant totes les seqiiéncies Sumo d’insectes disponibles en la
base de dades. Es van incloure també les seqliencies humanes i les de ratoli, ja que aquestes
especies tenen tant SUMO1 com SUMO3, a més de SUMO?2 i, en el cas dels humans, també
SUMO4 (Citro and Chiocca, 2013). L'arbre filogenétic resultant mostrava dos grups de
seqliencies ben diferenciats, corresponents a Sumol i Sumo3, amb un valor de “bootstrap” de
100 % (per un total de 100 iteracions), fet que indicava que s’hauria produit una duplicacio
génica en algun moment anterior a la separacid d’insectes i vertebrats. En conseqiiéncia, |'arrel
de I'arbre es va col-locar de tal manera que separés aquests dos grups de seqiiéncies. Aixi, en la
branca superior s’hi agrupaven les seqiéncies de la familia SUMO1 de vertebrats (en color groc)
juntament amb seqiiéncies de tots els himenopters (verd) i hemimetabols (blau) presents en
I’estudi, inclosa la seqiencia Sumol de B. germanica. D’altra banda, en la branca inferior s’hi
agrupaven les seqiéncies de la familia SUMO2/3 de vertebrats, a més de totes les de dipters i
lepidopters (en vermell) i també coleopters (lila). També s’hi agrupaven seqiiéncies de totes les
especies d’himenopters i hemimetabols presents a I'estudi, entre elles BgSumo3. Aquest arbre
filogenétic mostrava, doncs, que mentre les especies pertanyents als ordres de dipters,
lepidopters i coledpters contenen un sol gen Sumo en el seu genoma, pertanyent a la familia de
Sumo3, les espécies d’himenopters i d’insectes hemimetabols de les quals es disposa del
genoma tenen dos gens Sumo, un de la familia Sumo1 i I'altre de la familia Sumo3. Aquest
distribucid de les seqiéncies en |'arbre filogenetic suggereix la possibilitat que en algun moment
de I'evolucio posterior a la divergencia de I'ordre dels himenopters, pero abans de la divergéncia
dels dipters, lepidopters i coleopters, es podria haver donat la pérdua del gen Sumo1 (segons la
relacid filogenética acceptada actualment, veure Introduccio figura 1.1 (Trautwein et al., 2012)).
L'arbre mostrava, pero, alguna incongruéncia en la seva topologia interna, com el fet que en la
branca de la familia Sumo3 els himenopters se separessin abans de la resta d’insectes que els
hemimetabols. Aquestes irregularitats séon degudes, possiblement, al fet que la longitud de
I'alineament (99 posicions) és molt curta per permetre una major resolucio.

4.1.2 CARACTERITZACIO DELS SUMO DE Blattella germanica

4.1.2.1 Patrons d’expressio dels mRNA de BgSumol i BgSumo3 durant el desenvolupament
nimfal

Per tal de caracteritzar els dos gens Sumo de B. germanica es va comencar estudiant la
seva expressid en diversos teixits mitjancant RT-PCR. En primer lloc es van dissenyar
oligonucleotids especifics per amplificar cadascun dels dos paralegs. Els teixits utilitzats per dur a
terme aquest analisi van ser el cos gras unit a I'epidermis (CG/Ep), la glandula protoracica (GP),
el cervell, els Corpora allata (CA), el tub digestiu i I'ovari de nimfes de darrera fase nimfal (N6),
periode en el que es produeixen els canvis metamorfics en aquest insecte. Com es pot observar
a la figura 4.1.4 (apartat A), tant BgSumol com BgSumo3 s’expressaven en tots els teixits
estudiats.
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Figura 4.1.3. Representacio filogenética dels diferents SUMO d’insectes. L'arbre filogeneétic es va elaborar
utilitzant el metode de maxima versemblanga, utilitzant la seqliencia proteica dels SUMO de totes les
especies d’insectes presents a les bases de dades, a més de les seqiiéncies dels vertebrats Homo sapiens i
Mus musculus. Es van eliminar les regions d’alineament ambigu, donant com a resultat un alineament final
de 99 posicions. La longitud de les branques és proporcional a la divergéncia de les seqiiéncies i la barra
representa 0.2 substitucions per posicié. Només es mostren els valors de “bootstrap” = 50%, per un total
de 100 repeticions. Els diferents grups estan representats per colors: els vertebrats en groc; dipters i
lepidopters en vermell; coleodpters en lila; himenopters en verd; i els insectes hemimetabols en blau. En
parentesi es mostra el nimero d’accés de cadascuna de les seqiiéncies en la base de dades de GenBank.
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Figura 4.1.4. Nivells d’expressié de BgSumol i BgSumo3 durant el desenvolupament nimfal de Blattella
germanica. (A) Expressié de BgSumol i BgSumo3 analitzada mitjancant RT-PCR en diferents teixits de B.
germanica. Totes les mostres es van recollir quatre dies després de la muda al darrer estadi nimfal. Els
teixits analitzats van ser: cos gras amb epidermis (CG/Ep), glandula protoracica (GP), cervell, corpora allata
(CA), tub digestiu (Dig) i ovaris (Ov). Com a referencia es va utilitzar I'expressié de BgActina-5C. Els
resultats son representatius de quatre repliques. (B) Analisi de I'expressié de BgSumol i BgSumo3 en
glandula protoracica durant les dues darreres fases nimfals i els primers dies de I’estadi adult. Els nivells es
van mesurar mitjangant gRT-PCR, utilitzant mRNA obtingut a partir de la mateixa quantitat de teixit (3
glandules protoraciques per punt) d’individus de les edats assenyalades. L'expressié de BgSumol i
BgSumo3 es va normalitzar amb els nivells de BgActina-5C. Els resultats es mostren com a percentatge
d’expressio respecte al valor d’expressié més elevat (segon dia de nimfa 5 en el cas de BgSumo1 i adult de
dia 0 en el cas de BgSumo3). La linia continua negra correspon als nivells d’expressié de BgSumol i la linia
continua vermella als de BgSumo3. L'area gris indica les variacions en els nivells de 20E (Cruz et al., 2003),
mentre que I'area verda indica els nivells d’"HJ (Treiblmayr et al., 2006). Els resultats son representatius de
tres répliques.

A continuacié es va analitzar I'expressié de BgSumol i BgSumo3 durant la pendltima i
I’Gltima fase nimfal, i els primers dies de I'estadi adult. El teixit escollit per aquest analisi va ser la
glandula protoracica, que és l'encarregada de la sintesi dels ecdisteroides durant el
desenvolupament nimfal (Hoffmann et al.,, 1975; Warren et al., 1988). En aquest sentit cal
recordar que en D. melanogaster la preséncia de dSmt3 en aquesta glandula és essencial al final
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de I'estadi larvari perqué s’inicii la metamorfosi (Talamillo et al., 2008a). Tal i com es veu en la
figura 4.1.4 (apartat B), tant BgSumol com BgSumo3 s’expressen durant les dues darreres fases
nimfals en la glandula protoracica, amb un patré que no suggereix una regulacid transcripcional
per cap de les dues hormones que controlen el desenvolupament dels insectes, la 20E i I'HJ.

4.1.2.2 Localitzacié subcel-lular de BgSumol i BgSumo3

Tot seguit es va procedir a estudiar la localitzacié cel-lular de les dues proteines Sumo de
B. germanica. Amb aquesta finalitat es van amplificar les seqiiéncies codificants de BgSumo1 i
BgSumo3 i es van clonar en pauta de lectura amb la seqliéncia de la proteina fluorescent RFP (de
I’'anglés “Red Fluorescent Protein”) sota el control del promotor del gen armadillo (pArm), ideal
per a la sobreexpressié en cel-lules d’insecte (Klueg et al., 2002) (figura 4.1.5 A). Tot seguit es van
transfectar cel-lules S2 de D. melanogaster amb aquestes construccions, per tal que expressessin
les proteines de fusid corresponents. Tal i com es pot veure en la figura 4.1.5, tant BgSumol com
BgSumo3 es localitzaven sobretot en el nucli, tot i que també estaven presents en el citoplasma,
pero en menor quantitat. En el cas de BgSumo3, la quantitat de proteina nuclear respecte de la
citoplasmatica era major que en el cas de BgSumol.

A

pArm RFP BgSumo1/3

..

Figura 4.1.5. Localitzacié subcel-lular de BgSumo1l i BgSumo3. (A) Estructura de la construccié que permet
expressar les proteines de fusido formades per una proteina fluorescent vermella (RFP) i BgSumol o
BgSumo3, sota el control del promotor del gen armadillo (pArm). (B, E) Localitzaci6 de BgSumo1l (B) i
BgSumo3 (E) fusionades a la proteina fluorescent RFP. (C, F) Marcatge DAPI dels nuclis cel-lulars. (D, G)
Superposicié de la localitzacié de BgSumo1l (D) i BgSumo3 (G) amb el marcatge del nucli per DAPI.
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4.1.3 ANALISI FUNCIONAL DE LA SUMOILACIO DURANT EL
DESENVOLUPAMENT NIMFAL DE Blattella germanica

4.1.3.1 Efecte del silenciament simultani de BgSumo1 i BgSumo3 durant el desenvolupament
nimfal

Seguidament es va procedir a I'estudi funcional de la sumoilacié durant el
desenvolupament nimfal, mitjangant la técnica de 'RNA d’interferéncia (RNAI) in vivo. Aquesta
técnica fa anys que es va posar apunt en B. germanica (Martin et al., 2006) i s’"ha mostrat molt
eficac¢ per a I’estudi funcional de diverses proteines, la majoria d’elles factors de transcripcio de
la familia dels receptors nuclears involucrats en la metamorfosi d’aquesta panerola (Cruz et al.,
2006; Cruz et al., 2007; Mané-Padrés et al., 2008; Mané-Padros et al., 2012). Per silenciar
BgSumol i BgSumo3 es van utilitzar fragments d’'RNA de doble cadena (dsRNA) de 429 pb i 338
pb, respectivament, corresponents a una part de la seqliencia d’'mRNA d’aquests dos gens
(figura 4.1.6 A). Com a control negatiu (animals Control) es va utilitzar una seqiiencia de 307 pb
del gen de la polihedrina del nucleopolihedrovirus Autographa californica (dsMock). En primer

A
dsBgSumol
dsBgSumo3
B C
Glandula protoracica Cos gras/Epidermis
Control BgSumo1l-3i Control BgSumo1l-3i
5 : BgSumol - BgSumol
— BgSumo3 oy BgSumo3
o ~  BgActina-5C » BgActina-5C

Figura 4.1.6. Silenciament de BgSumol i BgSumo3. (A) Estructura esquematica de la seqléncia de
BgSumol i BgSumo3, on s’hi representen les zones utilitzades per a la interferencia: dsBgSumo1l i
dsBgSumo3. La barra blava indica la regid codificant de I'mRNA, mentre que les linies grises indiquen les
regions no codificants (5'UTR i 3'UTR). (B, C) Es van tractar femelles recent emergides al penultim estadi
nimfal amb 4 pg de dsMock (animals Control) o 2 pg de dsBgSumol i 2 pg de dsBgSumo3 (animals
BgSumo1-3i), i es van mesurar els nivells d’expressié de BgSumol i BgSumo3, mitjancant RT-PCR, en
glandula protoracica (B) i cos gras amb epidermis (C). Tots els mRNA utilitzats es van obtenir a partir de la
mateixa quantitat de teixit. L'expressié de BgActina-5C es va utilitzar com a referéncia. Els resultats sén
representatius de cinc repliques.
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lloc es van silenciar tots dos gens simultaniament injectant 2 ug de cadascun dels dsRNA en
I'abdomen de femelles recent emergides al penultim estadi nimfal (animals BgSumo1-3i). Dos
dies després de la muda d’aquestes femelles al darrer estadi nimfal se’ls va extreure el cos gras
(amb epidermis) i la glandula protoracica, i es van mesurar els nivells d’'mRNA de BgSumol i
BgSumo3 per tal de comprovar |'eficacia de la interferéncia. Els resultats obtinguts mostraven
que els nivells dels dos transcrits eren clarament inferiors en els individus BgSumo1-3i (figura
4.1.6, B i C). D’altra banda, els nivells de BgActina-5C, utilitzats com a referéncia, no es veien
afectats.

A continuacié es van analitzar els efectes fenotipics d’aquest silenciament. Aixi, es van
tractar femelles recent emergides al penultim estadi nimfal amb 2 pug de dsBgSumol i 2 ug de
dsBgSumo3 (animals BgSumo1-3i), o amb 4 ug de dsMock (animals Control), i es va comprovar
gue en ambdds casos les femelles mudaven al darrer estadi nimfal sense que s’apreciés cap
efecte fenotipic. No obstant, el 100 % (n=18) de les femelles BgSumo1-3i morien entre el tercer i
el seté dia d’aquesta N6. Per contra, tots els individus Control (n=20) mudaven a adult vuit dies
després sense cap problema. Aquest fet demostrava que la sumoilacié és un procés essencial
durant el desenvolupament nimfal de B. germanica.

Per tal de veure I'efecte del silenciament simultani de BgSumol i BgSumo3 sobre la
muda imaginal es van injectar 2 ug de dsBgSumol i 2 ug de dsBgSumo3, o 4 ug de dsMock, en
femelles recent emergides al darrer estadi nimfal. D’aquesta manera es va observar que el 81%
dels individus BgSumo1-3i mudaven a 'estadi adult (figura 4.1.7 i taula 4.1.2), tot i que ho feien
amb diverses anomalies, tal i com es descriu més endavant. A més, de la mateixa manera que
guan s’aplicava el tractament a N5, aquests animals acabaven morint entre un i quatre dies
després de completar I'eécdisi imaginal. D’altra banda, el 6% dels individus tractats no
aconseguien completar el procés de muda, tot i comencar els moviments previs a |'écdisi, i
morien al cap de 1-2 dies. Finalment, el 13% dels individus interferits ni tan sols iniciaven la
muda i morien entre nou i dotze dies després d’haver entrat a la darrera fase nimfal.

Control BgSumol-3i —

Figura 4.1.7. Efecte del silenciament simultani de BgSumol i BgSumo3 sobre la muda imaginal de
Blattella germanica. Es van tractar femelles recent emergides a I'Ultim estadi nimfal amb 4 pg de dsMock
(animals Control) o 2 ug de dsBgSumo1l i 2 pg de dsBgSumo3 (animals BgSumo1-3i) i es va analitzar el
fenotip resultant. (A) Visié dorsal (esquerra) i ventral (dreta) d’una femella Control, mostrant I'aspecte
normal d’un adult. (B) Visié dorsal i ventral d’'una femella BgSumo1-3i mudada a adult amb evidents
defectes de muda. Escala: 2 mm.
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Taula 4.1.2 Efecte de la doble interferéncia de BgSumol i BgSumo3 en la muda imaginal de Blattella
germanica.

Tractament n Muda completa Arrestats No muda
Control 25 100% - -
BgSumo1-3i 32 81% 6% 13%

A continuacid es va dur a terme un analisi fenotipic detallat dels individus BgSumo1-3i
gue aconseguien mudar a I’estadi adult, ja que mostraven diverses alteracions morfologiques. En
primer lloc, en tots ells s'observava un desplegament incorrecte de les tegmines i les ales, que a
més eren remarcablement petites. Aixi, les tegmines dels animals BgSumo1-3i presentaven un
31% de reduccié de la llargada i un 26% de reduccié de I'amplada respecte a les d’individus
Control. Per la seva banda, les ales eren un 36% més curtes i un 37% més estretes (figura 4.1.8 E).
Aquests animals també presentaven les quetes de les potes torcades i febles, en contraposicié a
les dels Control, que eren rectes i turgents (figura 4.1.8 F). Per ultim, presentaven un creixement
anormal en el teixit del darrer segment abdominal que provocava que la cuticula d’aquest
segment es doblegués cap enfora (figura 4.1.8 G).

D’altra banda, tenint en compte que s’ha descrit la funcié de la sumoilacié en la
proliferacié cel-lular de D. melanogaster (Nie et al., 2009) es va decidir estudiar si aquesta funcié
es donava també en B. germanica, utilitzant com a model de teixit proliferatiu I'epiteli fol-licular
gue envolta I'oocit basal. Les cél-lules d’aquest teixit es divideixen activament durant la darrera
fase nimfal, passant de 500 en l'inici de la fase a unes 3500-4000 just després de la muda
imaginal de la panerola (Mané-Padrds et al., 2008). Per aixd es van utilitzar novament individus
Control i BgSumo1-3i tractats des de I'inici del darrer estadi nimfal, se’ls van extreure els oocits
basals just després de la muda imaginal i es van tenyir aquest oocits amb DAPI per tal de
guantificar el nombre de cel-lules fol-liculars. Tal i com s’observa en la figura 4.1.9, els oocits dels
animals BgSumo1-3i presentaven un reduccié significativa del numero de cel-lules fol-liculars
(4071 + 216 en Controls i 1275 + 110 en BgSumo1-3i; p<0.0005, t-test). A més, en correlacié amb
aquesta reduccio, els oocits eren significativament més petits (p<0.005, t-test) (figura 4.1.9 C, D).
Aixi doncs, aquests resultats demostraven que la sumoilacié controla la proliferacié de I'epiteli
fol-licular de I'oodcit basal de B. germanica.

Figura 4.1.8. Alteracions fenotipiques provocades pel silenciament de BgSumol i BgSumo3 a Blattella
germanica. Es van injectar femelles recent emergides a I'Gltim estadi nimfal amb 4 ug de dsMock (animals
Control) o 2 pg de dsBgSumo1 i 2 pg de dsBgSumo3 (animals BgSumo1-3i), i es van analitzar els individus
un dia després de la muda imaginal. (A) Tegmines d’individus Control i BgSumo1-3i. (B) Detall de les
tegmines, on no s’observa formacié de venes ectopiques. (C) Ales d’individus Control (esquerra) i
BgSumo1-3i (dreta). (D) Detall de les ales, on s’observa una lleugera afectacio en la delimitacié de la zona
vena-intervena en els individus BgSumo1-3i. (E) Mesures de la llargada i 'amplada de tegmines i ales en
individus Control i BgSumo1-3i. Les barres d’error indiquen I'ESM (n=5). Els asteriscs indiquen diferéncies
significatives (p<0.0005, t-test). (F) Detall de les quetes de les potes en individus Control i BgSumo1-3i. (G)
Detall de la part final de 'abdomen, on s’observa un creixement anormal en la zona genital dels animals
BgSumo1-3i (fletxa negra). Escales: 2 mm en Ai C; 1 mm en B superior; 0.5 mm en B inferior i D superior;
0.2 mm en D inferiori E.
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Figura 4.1.9. Efecte del silenciament simultani de BgSumol i BgSumo3 en la proliferacio de I'epiteli
fol-licular de I'oocit basal de Blattella germanica. Es van injectar femelles recent emergides a I'Gltim
estadi nimfal amb 4 pg de dsMock (animals Control) o 2 ug de dsBgSumo1 i 2 ug de dsBgSumo3 (animals
BgSumo1-3i) i se’ls van extreure els oocits just després de la muda imaginal. (A) Niumero de cél-lules
fol-liculars de I'oocit basal en individus Control i BgSumo1-3i. Les barres d’error indiquen I'ESM (n=5). Els
asteriscs indiquen diferéncies significatives: p<0.0005 (t-test). (B) Superficie mitjana, en umz, dels oocits
basals d’individus Control i BgSumo1-3i. Les barres d’error indiquen I'ESM (n=5). Els asteriscs indiquen
diferéncies significatives: p<0.005 (t-test). (C, D) Tincié DAPI d’un oocit Control (C) i d’un oocit BgSumo1l-3i
(D) de femelles adultes acabades de mudar. Escala: 5 um per Ci D.

4.1.3.2 Estudi funcional de I’enzim conjugador Ubc9

Per tal de comprovar que els fenotips observats en els individus BgSumo1-3i eren deguts
a una afectacié en el procés de sumoilacid es va decidir caracteritzar el gen Ubc9 de B.
germanica. Ubc9, lesswright en D. melanogaster (Talamillo et al., 2008b), és I’enzim encarregat
de catalitzar el segon pas del procés de sumoilacid, que consisteix en la conjugacié de SUMO a la
proteina diana, i el fet de ser I'lnic capac¢ de dur a terme aquesta funcié fa que sigui essencial
per la sumoilacié (Desterro et al., 1997; Johnson and Blobel, 1997; Lee et al., 1998; Saitoh et al.,
1998). Abans d’iniciar I’estudi funcional de BgUbc9, pero, va ser necessari el clonatge de la seva
sequliéncia especifica en B. germanica, ja que no es disposa del genoma d’aquesta panerola. A
partir d’'un alineament entre les diverses seqiiencies Ubc9 d’insectes disponibles es van
dissenyar encebadors degenerats en zones conservades en totes elles. D’aquesta manera es va
obtenir un fragment de 398 pb que mostrava una elevada similitud amb les seqliencies
reportades, i que es va anomenar BgUbc9. Tot seguit, mitjancant tecniques de 5’- i 3’-RACE
(veure Material i métodes, apartat 3.4) es va aconseguir augmentar aquest fragment fins a 654
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ACACGCTTTGTGATTATTTCAATGAACAAACGGCAACTGAAGAAATAATTTAACTTTTTT 60

TGGTGGGAAATCCTACGTCAAAGGAGGGTGTGTAAAatgtctgggatagcaattgcaaga 120
M S G I A I A R 8

ttggcagaagaaaggaaagcttggaggaaagaccatcccttecggatttgtagcacgtcca 180

L A E ER K AWIRIKUDHUPVF G F V A R P 28

gttaagaatgctgatggaagtttgaatctgatgagttgggagtgtgcaattcctggcaaa 240

V K N A DG S L NL M S W ECATI P G K 48

aaatctactccatgggaaggaggccagtacaagctgcgcatgatttttaaagatgattac 300

K s T P W E G G Q ¥ K L. R M I F KD D Y 68

ccatcaagtcctccaaagtgtaaatttgaaccacctctgttccatccgaatgtgtatcca 360
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tcaggtacagtatgtttgtccttgttggatgaagagaaggactggcgcccagctataace 420

s 6 T v CL S L L. b EEKDWURUPATIT 108

attaagcagattcttctggggatacaagacctcctcaacgaaccgaatattaaggatccc 480

I K Q I L L GG I Q DL L N EPNTI KD P 128

gctcaagctgaagcttatactatttattgccaaaaccgtctggagtatgaaaagagagtt 540

A Q A E A Y T I ¥ C Q N R L E Y E K R V 148

cgagctcaagcgcgtgccatggctcctcaagagtaaATTAAATTGGTGCCGTATCTTCTT 600

R A Q A RAMA P Q E * 159

GTCGTCGAAGTGAGACTGAAACAATTAAAGTAAATGAACAATCAGATGGTGTCA 654

B

AaUbc9 KAWRKBHPFGFVARP)KNIDGT LNLMISWECA I PGK

AgUbc9 S L WECBIPGK

AmUbc9 AEERKAWRKDHP PPYKN NLMYWECHIPGK {LRMIFKDBYPS

ApUbc9 WECHIPGR YJLRMIFKDBY

BgUbc9 AEERKAWRKBHPEGEVARPJKN VEWECB IPGK {LRMIFKDD

BmUbc9 2 XKAWRK] 2 APIGKN MIWECH T PGK
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AaUbc9

AgUbc9 NVY LLDEEKDWRPAITIKQILLGIQDLLNEPNIKDPAQAEAYTIY

AmUbc9 NVY LLDEEKDWRPAITIKQILLGIQDLLNEPNVKDPAQAEAYTIYCONRLEYEKRVRA

ApUbc9  IRasiZTAY LLDEEKDWRPAITIKQILLGIQDLLNEPNIKDPAQAEAYTIYCONRVEYWKRVRA

BgUbc9 LLDEEKDWRPAITIKQILLGIQDLLNEPNIKDPAQAEAYTIYCONRLEYEKRVRA

BmUbc9 NVY LLDEEKDWRPAITIKQILLGIQDLLNEPNVKDPAQAEAYTIYCONRLEYKRVRA

DIV T FHPN VY LLDEEKDWRPAITIKQILLGIQDLLNEPNIKDPAQAEAYTIYCONRLEYEKRVRA

NvUbc9 NVY LLDEEKDWRPAMTIKQILLGMODLLNEPNVKDPAQAEAYTIY

L2V T- R 1. FHPNVYPSGTVCLSLLDEEKDWRPAITIKQILLGIQDLLNEPNVKDPAQAEAYTIYCONRLEYEKRVRAQARA MW

Figura 4.1.10. Seqiiéncies nucleotidica i aminoacidica de I'’enzim conjugador Ubc9 de Blattella
germanica. (A) Fragment de 654 pb corresponent a la sequéencia Ubc9 de B. germanica. La linia superior
mostra la seqiiencia de nucleotids i a sota d’aquesta els aminoacids corresponents. Els nucleotids que
corresponen a la regio codificant es mostren en minuscula, mentre que els que pertanyen a les regions 5 i
3’ UTR es troben en majuscula. (B) Alineament de les seqiiencies proteiques d’Ubc9 de diferents especies
d’insecte. Aa: Aedes aegypti; Ag: Anopheles gambiae; Am: Apis mellifera; Ap: Acyrtosiphon pisum; Bg:
Blattella germanica; Bm: Bombyx mori; Dm: Drosophila melanogaster; Nv: Nasonia vitripennis; Tc:
Tribolium castaneum. En verd es mostren les estructures secundaries (Bernier-Villamor et al., 2002).
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parells de bases, que contenien la totalitat de la seqliéncia codificant de BgUbc9, formada per
159 aminoacids (figura 4.1.10).

Un cop obtinguda la seqiiéncia es va procedir a la caracteritzacido de BgUbc9. En primer
lloc es va estudiar la seva expressié en la glandula protoracica durant les dues darreres fases
nimfals i I'inici de I'estadi adult. Tal i com succeia amb BgSumo1 i BgSumo3, BgUbc9 s’expressava
continuament durant la darrera part del desenvolupament nimfal en aquest teixit (figura 4.1.11).
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Figura 4.1.11. Nivells d’expressié de BgUbc9 en glandula protoracica de Blattella germanica. Analisi de
I’expressio de BgUbc9 en glandula protoracica, durant les dues darreres fases del desenvolupament nimfal
i els primers dies de I'adult de B. germanica. Els nivells es van mesurar mitjangant qRT-PCR, utilitzant
MRNA obtingut a partir de la mateixa quantitat de teixit (3 glandules protoraciques per punt) d’individus
de les edats assenyalades. Lexpressido de BgUbc9 es va normalitzar amb els nivells de BgActina-5C. Els
resultats es mostren com a percentatge respecte al valor d’expressié més elevat (cinque dia de N6). La
linia continua negra correspon als nivells d’expressido de BgUbc9. L’area gris indica les variacions en els
nivells de 20E (Cruz et al., 2003), mentre que I'area verda indica els nivells d’"HJ (Treiblmayr et al., 2006). La
grafica és representativa de tres repliques.

Tot seguit es va procedir a I'estudi funcional de BgUbc9 mitjancat RNAI in vivo. Per aixo,
es van injectar 4 ug de dsBgUbc9 (animals BgUbc9i), corresponent a un fragment de 303 pb de la
seqliencia de BgUbc9 (figura 4.1.12 A), a I'abdomen de femelles acabades d’eclosionar al darrer
estadi nimfal, i sis dies després se’ls va extreure la glandula protoracica per comprovar I'eficacia
de la interferéncia. Tal i com es pot veure a la figura 4.1.12 B, els nivells d’'mRNA de BgUbc9 eren
clarament inferiors en els individus BgUbc9i. Per altra banda, els nivells de BgActina-5C, utilitzats
com a referéncia, demostraven que la interferencia no afectava globalment a tots els transcrits.
A continuacid es van analitzar els efectes fenotipics d’aquest silenciament en la muda imaginal.
En primer lloc, es va observar que tant els individus BgUbc9i (n=25) com els Control (n=10)
aconseguien completar la muda a I'estadi adult (figura 4.1.13). Malgrat aixo, els animals BgUbc9i
morien entre 1 i 13 dies després de la muda imaginal, repetint-se I'efecte letal que s’observava
en els individus BgSumo1-3i, i presentaven les mateixes afectacions fenotipiques que aquests:
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no desplegaven correctament les tegmines i les ales, que a més eren remarcablement petites, i
presentaven problemes en les quetes de les potes, que estaven torcades (figures 4.1.13 i 4.1.14).

A Figura 4.1.12. Silenciament de BgUbc9. (A)
= UTR SR Esquema de la seqliencia de BgUbc9. El

BgUbc9 —_— requadre blau correspon a la seqliencia
T dsBgUbcd codificant i les linies grises marquen les

regions 5 UTR i 3’ UTR. La linia negra indica

B la zona utilitzada per al silenciament. (B) Es
van tractar femelles recent emergides a
I"dltim estadi nimfal amb 4 pg de dsMock
(animals Control) o 4 pg de dsBgUbc9
(animals BgUbc9i) i se’ls va extreure la
glandula protoracica sis dies després del
tractament. Els nivells de BgUbc9 es van
mesurar mitjancant RT-PCR. L’expressio de
. BgActina-5C es va utilitzar com a referencia.
L d S 5gActina-5C Els nivells mostrats son representatius de

cinc repliques.
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Figura 4.1.13. Efecte del silenciament de BgUbc9 sobre la muda imaginal de Blattella germanica. Es van
tractar femelles recent emergides a I'tltim estadi nimfal amb 4 ug de dsMock (animals Control) o 4 pg de
dsBgUbc9 (animals BgUbc9i), i es va analitzar el fenotip resultant. (A) Visié dorsal (esquerra) i ventral
(dreta) d’'una femella tractada amb Control recent mudada a I'estadi adult. (B) Visié dorsal i ventral d’'una
femella tractada amb dsBgUbc9 (BgUbc9i), mudada a adult perd amb alguns defectes de muda. Escala: 2
mm.

Finalment es va analitzar com el tractament amb dsBgUbc9 afectava la proliferacié de
I'epiteli fol-licular. Igual que en el cas anterior, es van agafar oocits basals d’individus Control i
d’individus BgUbc9i, just després de mudar a I'estadi adult, i es van tenyir amb DAPI per tal de
visualitzar els nuclis de les cel-lules fol-liculars. El recompte d’aquests nuclis mostrava que els
animals Control tenien una mitjana de 4178 £ 201 cel-lules fol-liculars per oocit, mentre que els
BgUbc9i només tenien 1061 + 90 cél-lules fol-liculars per oocit basal, nombre remarcablement
inferior (figura 4.1.15 A, p<0.00001, t-test). A més, la superficie d’aquests oocits també era
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significativament menor (figura 4.1.15 B, p<0.005, t-test). Aixi doncs, I'abséncia de BgUbc9
afectava la proliferacié cel-lular de I'epiteli fol-licular de I'00cit basal.
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Figura 4.1.14. Defectes en la muda provocats pel silenciament de BgUbc9. Es van tractar femelles recent
emergides a I'tltim estadi nimfal amb 4 ug de dsMock (animals Control) o 4 ug de dsBgUbc9 (animals
BgUbc9i), i es van analitzar els individus un dia després de la muda imaginal. (A) Tegmines d’animals
Control i BgUbc9i. (B) Ales d’adults Control i BgUbc9i. (C) Longitud i amplada de les tegmines i les ales
d’individus Control i BgUbc9i. Les barres d’error representen I'ESM (n=6). Els asteriscs indiquen diferéencies
significatives: p<0.05 (*); p<0.001 (**); p<0.0005 (***) (t-test). (D) Detall de les quetes de les potes
d’animals Control i BgUbc9i. Escales: 1 mm en A; 2 mm en B; i 0.5 mm en D.
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En conjunt, els resultats obtinguts en I'estudi funcional de BgUbc9 mostraven una gran
coincidéncia amb els fenotips obtinguts després del silenciament simultani de BgSumol i
BgSumo3, confirmant que el procés de sumoilacié és vital per al correcte desenvolupament
nimfal de B. germanica.
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Figura 4.1.15. Efecte del silenciament de BgUbc9 en la proliferacié de I'epiteli fol-licular de I'oocit basal
de Blattella germanica. Es van tractar femelles recent emergides a I'altim estadi nimfal amb 4 pg de
dsMock (animals Control) o 4 pug de dsBgUbc9 (animals BgUbc9i), i se’ls van extreure els ovaris just després
de la muda imaginal. (A) Numero de cél-lules fol-liculars de I'00cit basal en individus Control i BgUbc9i. Les
barres d’error indiquen I'ESM (n=5). Els asteriscs indiquen diferéncies significatives: p<0.00001 (t-test). (B)
Superficie mitjana, en um?, dels oocits basals d’individus Control i BgUbc9i. Les barres d’error indiquen
I’'ESM (n=5). Els asteriscs indiquen diferéncies significatives: p<0.005 (t-test). (C, D) Tincié DAPI d’un oocit
Control (C) i d’un oocit BgUbc9i (D) de femelles adultes acabades de mudar. Escala: 5 um per CiD.

4.1.3.3 Estudi funcional de cadascun dels paralegs BgSumol i BgSumo3 durant el
desenvolupament nimfal

Un cop caracteritzada la funcid global de la sumoilacié durant el desenvolupament
nimfal de B. germanica es va procedir a I'estudi de la funcié especifica de cadascuna de les
proteines Sumo de B. germanica, BgSumo1l i BgSumo3. En primer lloc, per tal de va comprovar
I'eficacia i I'especificitat dels dsRNA utilitzats (figura 4.1.6 A), es van injectar femelles recent
emergides al penultim estadi nimfal amb 4 pg de dsBgSumol (animals BgSumoli) o 4 ug de
dsBgSumo3 (animals BgSumo3i). S’injectaren també femelles Control amb 4 ug de dsMock. Entre
cinc i sis dies després del tractament, tant els individus Control com els BgSumoli i els BgSumo3i
van mudar al darrer estadi nimfal amb un aspecte aparentment normal. En aquest punt es van
reinjectar amb 4 ug de dsRNA més per tal de potenciar I'efecte de la interferencia. Sis dies
després se’ls va extreure la glandula protoracica i es van mesurar els nivells de BgSumol i
BgSumo3. Tal i com s’observa a la figura 4.1.16, els individus BgSumoli presentaven una
expressio de BgSumol molt més baixa que els Control, mentre que I'expressié de BgSumo3 era
normal. Alhora, en els individus BgSumo3i s’observava una clara reduccié del transcrit
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corresponent a BgSumo3, mentre que BgSumol presentava una expressid similar a la dels
individus Control. Aquests resultats indicaven un silenciament eficac i especific de I'expressio de
BgSumol i BgSumo3, alhora que demostraven que no existeix cap relacié de regulacid
transcripcional entre BgSumo1l i BgSumo3.

Figura 4.1.16. Eficacia i especificitat del tractament amb

Glandula protoracica dsBgSumol o dsBgSumo3. Es van tractar femelles recent

o N o> emergides al penultim estadi nimfal amb 4 pg de dsMock
(,0““ %%5\)(0 %%5\5“\ (animals Control), 4 pg de dsBgSumo1 (animals BgSumo1li) o
4 ug de dsBgSumo3 (animals BgSumo3i). Un cop mudades al

- . W BgSumol darrer estadi nimfal, es va reinjectar amb 4 ug del dsRNA
corresponent, per tal d’incrementar l'efecte de la

e T BgSumo3 interferéncia. Sis dies després d’aquesta muda se’ls va
: extreure la glandula protoracica i es va mesurar |'expressio,

ew e «  BgActina-5C mitjangant RT-PCR, de BgSumol i BgSumo3. L'expressié de

BgActina-5C es va utilitzar com a referencia. Els nivells sén
representatius de cinc individus de cada tractament.

A continuacié es va estudiar el comportament d’aquests individus durant la muda
imaginal, observant que tant els individus Control com els BgSumo3i mudaven a adult sense cap
problema aparent, després de vuit dies en el darrer estadi nimfal (mitjana de 8.1 + 0.1 dies pels
Control i 7.8 + 0.14 dies pels BgSumo3i). Els animals BgSumoli, en canvi, mudaven
significativament més tard (10.46 + 0.46 dies de mitjana; p<0.0005, test d’hipotesis Log-Rank) i
presentaven diverses alteracions fenotipiques, tal i com es detalla més endavant. A més, algunes
de les nimfes BgSumoli no iniciaven mai el procés de muda imaginal (19.1 %), i una minoria
(6.4%) iniciaven els moviments previs a I'écdisi perd no aconseguien mudar (taula 4.1.3 i figura
4.1.17).

Taula 4.1.3. Efecte de la interferéncia de cadascun dels paralegs Sumo de Blattella germanica, BgSumo1 i
BgSumo3, en la transicio a I'estadi adult.

n Muda completa Arrestats No muda
Control 30 100 % - -
BgSumoli 47 74.5 % 6.4 % 19.1%
BgSumo3i 20 100 % - -

4.1.3.3.1 Analisi del retard en la muda a causa de 'abséncia de BgSumo1

El fet que el tractament amb dsBgSumol provoqués un retard en la muda imaginal en un
75 % dels casos suggeria que el pic de 20E que es déna al final del darrer estadi nimfal, i que
s’encarrega de senyalitzar la transicié a I'estadi adult, podia estar alterat. En el grup del Dr. David
Martin durant els darrers anys s’han caracteritzat la majoria dels receptors nuclears que
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Figura 4.1.17. Efecte del silenciament de BgSumo1 i BgSumo3 en la transicié a I’estadi adult de Blattella
germanica. Es van tractar femelles recent emergides al penultim estadi nimfal amb 4 pg de dsMock
(animals Control), 4 ug de dsBgSumo1l (animals BgSumoli) o 4 ug de dsBgSumo3 (animals BgSumo3i). Un
cop mudades al darrer estadi nimfal, es van reinjectar amb 4 pg del dsRNA corresponent. Posteriorment
es va analitzar I'afectacié provocada per tractament en la muda imaginal. (A) Visié dorsal i ventral de
femelles Control, BgSumo1li i BgSumo3i un dia després de la muda a I’estadi adult. En el cas dels animals
BgSumoli es mostra també un dels individus que al cap 14 dies d’haver entrat a la darrera fase nimfal no
havien mudat a I'estadi adult (N6d14). (B) Representacié grafica del moment de la muda a I'estadi adult en
individus Control, BgSumoli i BgSumo3i. La mitjana de dies que resten en el darrer estadi nimfal sén: 8.1
0.1 dies els Control; 10.46 + 0.46 dies els BgSumoli; i 7.8 + 0.14 dies els BgSumo3i. Escala: 2 mm.
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conformen la cascada de resposta a la 20E en B. germanica. Aquests, que son els encarregats de
transduir el senyal hormonal per tal d’aconseguir I'efecte biologic final, s’expressen de manera
seqlencial en resposta a les variacions dels nivells de 20E (Cruz et al., 2006; Cruz et al., 2007;
Cruz et al., 2008; Maestro et al., 2005; Mané-Padrds et al., 2008; Mané-Padrés et al., 2012;
Martin et al., 2006). Aquest fet, doncs, permet utilitzar I’analisi dels seus nivells d’expressié com
a aproximacié per saber si el pic de 20E s’esta donant correctament.

La cascada de resposta a la 20E s’inicia a partir de la unié de I’'hormona al seu receptor
heterodimeéric, format per BgEcR i BgRXR, que permet |'activacié d’una série de gens primerencs,
entre ells BgE75, BgHR3 i BgHRA4. El primer en activar-se és BgE75, que té cinc isoformes que es
regulen finament entre si per tal d’'impedir, en un primer moment, la induccié de BgHR3 i BgHR4
per part de la 20E. Aixi, quan comencen a augmentar els nivells de 20E s’indueix I'expressié de
BgE75A, que reprimeix BgE75C, expressat just abans del pic de 20E. Seguidament s’activen
BgE75B i BgE75E, i la seva accié repressora sobre BgE75A permet finalment la induccio de
BgHR3 i BgHR4 per part de la 20E. Aquests, per la seva banda, s’encarregaran de I'activacié del
darrer receptor nuclear d’aquesta cascada, BgFtz-F1, just abans de cada muda (figura 4.1.18 A i
B).

Per tal d’estudiar I'expressié dels receptors nuclears esmentats es van tractar nimfes de
penultim estadi amb 4 pg de dsMock (Control), dsBgSumol (BgSumoli) o dsBgSumo3
(BgSumos3i), i un cop mudades al darrer estadi nimfal es van reinjectar amb 4 pug més del dsRNA
corresponent. Al cap de sis i set dies es va extreure la glandula protoracica d’aquests individus i
es va mesurar |'expressio dels receptors nuclears citats anteriorment. En primer lloc es va
analitzar I'expressié de BgEcR-A i BgRXR, que en condicions normals és constant al llarg de les
dues darreres fases nimfals i no es veu afectada per les variacions en els nivells de 20E (Cruz et
al., 2006; Maestro et al., 2005). Tal i com es mostra en la figura 4.1.18 C, aquesta expressio no es
veia alterada ni per I'abséncia de BgSumo1 ni per la de BgSumo3. En segon lloc es va analitzar
I'expressié de dues de les isoformes del gen BgE75: BgE75C i BgE75A. Mentre que en els
individus Control i en els BgSumo3i no s’observava la presencia de BgE75C, i es detectaven
nivells molt baixos de BgE75A a dia 6, en els individus tractats amb BgSumoli s’observava el
contrari, és a dir, nivells molt alts de BgE75C acompanyats de nivells inexistents de BgE75A, fet
gue en una situacid normal es déna quan els nivells de 20E sén molt baixos. També es va
analitzar I'expressié de BgHR3-A i BgFtz-F1, que s’expressen seqiiencialment després de BgE75A,
coincidint amb els maxims nivells de 20E (Cruz et al., 2007; Cruz et al., 2008). Aixi, es va observar
gue tant BgHR3-A com BgFtz-F1 s’activaven de manera normal en els individus Control i en els
BgSumo3i, mentre que en els individus BgSumo1li aquesta expressié no es donava (figura 4.1.18
C). Tots aquests resultats suggerien, doncs, que I’abséncia de BgSumo1 provoca una afectacié en
la produccié de 20E.

4.1.3.3.2 Analisi del fenotip adult resultant del tractament amb dsBgSumo1

Tot i que amb un retard notable, la majoria dels individus BgSumo1i aconseguien mudar
a adult (74.5%, figura 4.1.16 B). Aquests, pero, presentaven un aspecte morfologic diferent al
dels individus Control, pel que es va decidir estudiar més en detall els defectes fenotipics
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Figura 4.1.18. Efecte del silenciament de BgSumol i BgSumo3 en els nivells d’expressido de diversos
receptors nuclears involucrats en la cascada de resposta a la 20-hidroxiecdisona en Blattella germanica.
(A) Representacié grafica, modificada de Mané-Padrés et al. (2012), dels nivells circulants de 20-
hidroxiecdisona i dels patrons d’expressid dels receptors nuclears que conformen la cascada de
transduccié de la 20E durant el darrer estadi nimfal de B. germanica. (B) Esquema de les diferents
interaccions que es donen entre aquests receptors nuclears durant el darrer estadi nimfal. Adaptat de
Martin (2010). (C) Es van tractar femelles recent emergides al penultim estadi nimfal amb 4 ug de dsMock
(animals Control), 4 pug de dsBgSumol (animals BgSumoli) o 4 ug de dsBgSumo3 (animals BgSumo3i). Un
cop mudades al darrer estadi nimfal, es van reinjectar amb 4 pg del dsRNA corresponent. Sis o set dies
després d’aquesta muda se’ls va extreure la glandula protoracica i, mitjancant RT-PCR, es va mesurar
I'expressio de: BgSumol, BgSumo3, BgEcR-A, BgRXR, BgE75C, BgE75A, BgHR3-A i BgFtz-F1. L'expressié de
BgActina-5C es va utilitzar de referéncia. Els nivells mostrats sén representatius de cinc repliques.
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resultants d’aquest tractament. En primer lloc, els adults BgSumoli mostraven problemes en el
desplegament de les tegmines i les ales, que a més eren marcadament més petites (reduccio
d’un 46 % de la llargada i un 29 % de I'amplada en el cas de les tegmines, i d’'un 37 % de la
llargada i un 45 % de I'amplada en el cas de les ales) (figura 4.1.19 A, B i C). Per contra, els adults
BgSumo3i desplegaven les tegmines i les ales de manera correcta i amb una mida similar a la
dels individus Control. D’altra banda, la interferéncia de BgSumol també provocava problemes
en les quetes de les potes, que es mostraven febles i torcades (figura 4.1.19 D). Aquestes
alteracions eren molt semblants a les observades anteriorment tant en els animals BgSumo1-3i
com en els BgUbc9i.

A continuacid es va estudiar la funcié de BgSumol en la proliferacié cel-lular, utilitzant
de nou com a model I'epiteli fol-licular de I’docit basal. Per aix0 es van agafar oocits d’individus
Control i BgSumoli set dies després de la muda al darrer estadi nimfal i es va fer una
immunodeteccié d’histona 3 fosforilada (PH3), que marca els nuclis que es troben en el periode
de metafase, durant la mitosi. Tal i com s’observa en la figura 4.1.20 (A-D), en els oocits Control
es marcaven diversos nuclis en procés de divisid cel-lular, mentre que en els BgSumoli no
s’observava marcatge per PH3. Per tal de confirmar aquest resultat es va fer un recompte de les
cel-lules fol-liculars dels oocits basals just després de la muda imaginal. Tal i com es mostra a la
figura 4.1.20, els individus Control presentaven una mitjana de 3682 + 176 cél-lules fol-liculars per
oocit, mentre que els BgSumoli tenien 990 + 68 cél-lules per oocit, valor remarcablement
inferior (p<0.0001, t-test). A més, aquests oocits eren significativament més petits (p<0.01, t-
test) (figura 4.1.20). De nou, aquesta afectacié en la proliferacid coincidia amb la detectada quan
es bloquejava tot el procés de sumoilacio.

En conjunt, els resultats obtinguts en I'estudi funcional de BgSumol i BgSumo3
mostraven que la major part dels fenotips observats pel bloqueig global del procés de sumoilacio
en la panerola B. germanica passen per I'abséncia de BgSumol, mentre que BgSumo3 no
presenta cap funcié que no sigui redundant.

4.1.4 ESTUDI DE LA SUMOILACIO DELS RECEPTORS NUCLEARS DE Blattella
germanica

Diversos estudis en vertebrats han demostrat que alguns receptors nuclears necessiten
unir-se a SUMO per al seu correcte funcionament, com ara LXRa i LXRB (Ghisletti et al., 2007),
RORa (Hwang et al.,, 2009) i SF-1 (Chen et al., 2004), entre d’altres. Recentment, en D.
melanogaster també s’ha comprovat la sumoilacié d’EcR (Seliga et al., 2013; Watanabe et al.,
2010) i de Usp (Bielska et al., 2012), homoleg de BgRXR. Per tot aix0, es va decidir estudiar la
sumoilacié d’alguns dels receptors nuclears de B. germanica descrits fins al moment. En primer
lloc es va analitzar la seqiiéncia proteica d’aquests factors, utilitzant el suport informatic on line
SUMOplot (Abgent, http://www.abgent.com/tools), la base de dades de modificacions

posttraduccionals Phosida (http://www.phosida.com) i el programa SUMOsp 2.0. Aquestes

plataformes utilitzen els motius de sumoilacié consens descrits per cercar, en una seqiéncia
determinada, potencials dominis d’unié a Sumo. A més, el software SUMOsp 2.0 també utilitza
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Figura 4.1.19. Efecte del silenciament de BgSumo1 i BgSumo3 en el desenvolupament adult de Blattella
germanica. Es van tractar femelles recent emergides al penultim estadi nimfal amb 4 pg de dsMock
(animals Control), 4 ug de dsBgSumo1 (animals BgSumoli) o 4 ug de dsBgSumo3 (animals BgSumo3i). Un
cop mudades al darrer estadi nimfal, es van reinjectar amb 4 pg del dsRNA corresponent. Just després de
la muda imaginal es va analitzar en detall I'efecte de cada tractament. (A-B) Tegmines (A) i ales (B) d’adults
Control, BgSumo1li i BgSumo3i. (C) Mesura de la llargada i 'amplada maximes de les tegmines i les ales en
els diferents animals. Les barres d’error indiquen I'ESM (n=5). Els asteriscs indiquen diferéncies
significatives: p<0.0005 (t-test). (D) Detall de les quetes de les potes d’individus Control, BgSumo1i i
BgSumo3i. Escales: 1 mmen AiB; 0.5 mmen C.
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Figura 4.1.20. Efecte del silenciament de BgSumo1 en la proliferacié en I'epiteli fol-licular de I'oocit basal
de Blattella germanica. Es van tractar femelles recent emergides al penultim estadi nimfal amb 4 g de
dsMock (animals Control), 4 pug de dsBgSumol (animals BgSumoli) o 4 ug de dsBgSumo3 (animals
BgSumo3i). Un cop mudades al darrer estadi nimfal, es van reinjectar amb 4 ug del dsRNA corresponent.
(A-D) Marcatge amb I'anticds que detecta I'histona 3 fosforilada (PH3) en oocits Control (A-B) i BgSumoli
(C-D) set dies després de I'entrada al darrer estadi nimfal. Els panells A i C mostren 'immunodeteccié de
PH3, en vermell, i els panells B i D mostren la superposicié d’aquesta amb una tincié DAPI dels nuclis de les
cél-lules fol-liculars, en blau. (E) Nombre de cél-lules fol-liculars en els oocit basal d’animals Control i
BgSumoli, just després de la muda imaginal. Les barres d’error indiquen I'ESM (n=5). Els asteriscs indiquen
diferéncies significatives: p<0.0005 (t-test). (F) Superficie mitjana (um?) de I'odcit basal d’animals Control i
BgSumoli. Les barres d’error indiquen 'ESM (n=5). L’asterisc indica diferéncies significatives: p<0.05 (t-
test). (G-H) Tincié DAPI dels nuclis de les cel-lules fol-liculars de I'o0cit basal en una femella Control (G) i
una BgSumoli (H) per mostrar I'estructura dels oocits, just després de la muda imaginal. Escala: 5 um per
A-DiG-H.

altres llocs de sumoilacié no consens descrits en la bibliografia per tal de cercar totes les zones
d’una proteina que podrien ser susceptibles d’unir-se a SUMO (Ren et al., 2009). Després
d’analitzar les seqliencies proteiques de BgEcR-A, BgRXR-L, BgE75A, BgHR3-A, BgHR3-B2 i BgFtz-
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F1 amb cadascuna de les tres plataformes es va observar que tots aquests receptors nuclears
contenien potencials llocs de sumoilacié (figura 4.1.21 A).

Tot seguit, en col-laboracié amb el grup de la Dra. Rosa Barrio (CIC bioGUNE, Bizkaia),
experts en I'estudi d’aquesta modificacié postraduccional i en la cerca de proteines sumoilades,
es va analitzar la capacitat dels receptors nuclears de B. germanica d’unir-se a Sumo. L’assaig
consistia en la traduccio in vitro de cadascuna de les proteines que es volia analitzar, afegint
metionina marcada radioactivament (*>S-Metionina) a un sistema de transcripcié/traduccid.
Posteriorment s’afegia el SUMO1 huma, juntament amb totes les proteines necessaries per la
seva de conjugacidé (SAE1/2, UBC-9) i s’analitzava la seva uni6 a la proteina d’interés a través
d’un gel d’acrilamida. Tal i com s’observa a la figura 4.1.21 B, en abseéncia de SUMOL1 i la seva
maquinaria de conjugacié s’obtenia una banda majoritaria corresponent al pes de la proteina
analitzada en cada cas: 62.4 kDa per BgEcR-A, 48.7 kDa per BgRXR-L, 104 kDa per BgE75A, 68
kDa per BgHR3-A, 59.2 kDa per BgHR3-B, i 65.5 kDa per BgFtz-F1. D’altra banda, quan s’afegien
SUMO1 i les proteines necessaries per la seva conjugacié s’observaven, a més de la
corresponent a la proteina diana analitzada en cada cas, una o més bandes d’'una mida major.
Aquest resultat indicava que BgEcR-A, BgRXR-L, BgE75A, BgHR3-A, BgHR3-B, i BgFtz-F1 eren
capacos d’unir-se a Sumo en condicions in vitro, el que suggeria que aquesta modificacié podria
ser important per al correcte funcionament d’aquests receptors nuclears en la transduccio de la
senyal de la 20E, que tal i com s’ha indicat anteriorment (apartat 4.1.3.1) es veia afectada
després del silenciament amb dsBgSumol. A més, el fet que alguns dels receptors nuclears
analitzats (BgEcR-A, BgE75A, BgHR3-B, i BgFtz-F1) mostressin més d’una banda de mida superior
a la de la proteina nativa indicava que aquests factors tenien units més d’un SUMOL1 a la vegada,
fet que suggeria que podrien sumoilar-se a través de més d’'un domini.

4.1.5 ANALISI FUNCIONAL DE BgSumol | BgSumo3 EN Drosophila
melanogaster

L’estudi funcional dels dos paralegs Sumo de B. germanica mostrava que BgSumo1l és
essencial pel desenvolupament de la panerola i el seu pas a I'estadi adult, mentre que I'abséencia
de BgSumo3 és compensada pel mateix BgSumol. Aquests resultats, sumats al fet que D.
melanogaster té un sol gen Sumo, dSmt3, que s’ha demostrat imprescindible per a l'inici de la
metamorfosi (Talamillo et al., 2008a) i el desenvolupament de I’ala (Talamillo et al., 2010) entre
altres, oferien una bona oportunitat per aprofundir en la funcionalitat de cada un dels paralegs
Sumo de B. germanica, aixi com en |'evolucié d’aquesta funcionalitat. Per aix0, en col-laboracio
amb el grup de la Dra. Rosa Barrio (CIC bioGUNE, Bizkaia), es va decidir estudiar la capacitat de
BgSumol i BgSumo3 de rescatar la deficiencia de dSmt3 en D. melanogaster. Aquest dipter és un
insecte model ampliament utilitzat en desenvolupament, fet que ha portat al perfeccionament
de gran quantitat d’eines que permeten la seva manipulacié genética d’'una manera
relativament senzilla. Un exemple n’és el sistema Gal4-UAS, utilitzat en aquest estudi, que
permet el silenciament i la sobreexpressid de qualsevol gen sota el control d’un promotor
concret (Brand and Perrimon, 1993).
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Figura 4.1.21. Sumoilacié dels receptors nuclears que conformen la cascada de resposta a la 20-
hidroxiecdisona en Blattella germanica. (A) ldentificacié dels dominis potencials d’unié a Sumo presents
en la seqliéncia proteica de BgEcR-A, BgRXR-L, BgE75A, BgHR3-A, BgHR3-B, i BgFtz-F1, obtinguts utilitzant
els softwares SUMOplot (puntuacié > 0.8), Phosida i SUMOsp 2.0 (/lindar alt). La situacié de cada domini
s’'indica amb una K, que representa I'aminoacid lisina que hipotéticament formaria I’enllag amb la proteina
Sumo, i un nimero que representa la posicid d’aquesta lisina en la seqliencia aminoacidica. Els diferents
colors indiquen si el domini s’ha obtingut com a potencialment sumoilable en una (groc), dues (taronja) o
les tres (verd) plataformes utilitzades. Les seqliéncies estan representades en forma de barra,
proporcionals a la quantitat d’aminoacids que conformen la proteina, i amb els diferents dominis indicats
(A/B per la regié N-terminal; DBD pel domini d’'unié a DNA; HR per la regio frontissa; LBD pel domini d’unid
a lligand; i F per la regié C-terminal). (B) Sumoilacid in vitro de BgEcR-A, BgRXR-L, BgE75A, BgHR3-A,
BgHR3-B, i BgFtz-F1. A la part superior de cada gel es mostren les diferents condicions a les que ha estat
exposada cada proteina, que sbén: abséncia (-) o preséencia (+) de SUMO1 i la seva maquinaria de
conjugacio (SAE1/2 i UBC9). La fletxa negra indica el pes de la proteina nativa, que és: 62.4 kDa per BgEcR-
A, 48.7 kDa per BgRXR-L, 104 kDa per BgE75A, 68 kDa per BgHR3-A, 59.2 kDa per BgHR3-B2, i 65.5 kDa per
BgFtz-F1. Les fletxes vermelles indiquen la preséncia de bandes de mida superior, que correspondrien al
receptor nuclear analitzat unit a un o varis SUMO1.

El teixit escollit per a I'analisi de la funcié de BgSumo1l i BgSumo3 en D. melanogaster va
ser I'ala, ja que I'absencia de dSmt3 en la part central d’aquesta estructura, utilitzant el driver
SalEPv-Gal4 (Barrio and de Celis, 2004), provocava importants conseqiiencies en la seva
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morfologia adulta (figura 4.1.21 A i B). Aixi, aquestes ales eren més petites i tenien afectades les
regions intervena de la zona estudiada, especialment la situada entre les venes longitudinals LIl i
LIll, que desapareixia gairebé per complet, provocant en alguns casos la fusid d’aquestes dues
venes. Quan en aquestes condicions s’expressava de manera ectopica BgSumol, utilitzant la linia
transgenica UAS-BgSumol, no s’aconseguia revertir el fenotip d’abséncia de dSmt3 (figura 4.1.21
C). En canvi, sobreexpressant BgSumo3 (UAS-BgSumo3) les ales recuperaven la seva estructura
normal, presentaven una mida similar a les ales control, i no s’observaven afectacions en les
regions intervena ni fusions entre venes (figura 4.1.21 D).

Per altra banda, també es va estudiar la funcié de BgSumol i BgSumo3 en la glandula
protoracica, on dSmt3 és imprescindible per a l'inici de la metamorfosi. Aixi, la interferencia de
dSmt3 durant la darrera fase larvaria en aquesta glandula, mitjancant el driver phm-Gal4 (Mirth
et al., 2005), provoca la prolongacié d’aquest estadi (Talamillo et al., 2008a). Tal i com passava
en l'ala, la sobreepressi6 de BgSumo3 aconseguia rescatar aquest fenotip, i totes les larves
iniciaven la metamorfosi de manera correcta. D’altra banda, introduint de manera ectopica
BgSumol no s’aconseguia revertir I'abséencia de dSmt3. Tots aquests resultat indicaven, doncs,
qgue BgSumo3 era capag de substituir funcionalment dSmt3, mentre que BgSumo1 no.

smt3i;BgSumo3

Figura 4.1.22. Analisi del rescat de I'abséncia de dSmt3 en I’ala de Drosophila melanogaster mitjangant
I’expressio ectopica de BgSumol i BgSumo3. (A) Ala adulta de D. melanogaster on s’ha expressat GFP de
manera ectopica, mitjangant UAS-GFP, que s’utilitza de Control. En verd s’indica la zona controlada pel
driver utilitzat en aquests experiments, SalEPv-Gal4. També s’indiquen les venes longitudinals I, ll, IV i V.
La punta de fletxa assenyala I'espai intervena lI-lll. (B) Ala en la que s’ha silenciat I'expressié de dSmt3
mitjangant UAS-smt3i. (C) Ala sense dSmt3 i expressid ectopica de BgSumol, a través de la linia
transgénica UAS-BgSumol. (D) Ala resultant del silenciament de dSmt3 combinat amb la presencia de
BgSumo3, expressat ectopicament mitjancant UAS-BgSumo3.
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Tal i com s’ha descrit en I'apartat d’Introduccio, la metamorfosi dels insectes engloba el
conjunt de canvis morfologics i fisiologics que es donen durant el pas de I'estadi juvenil a I'estadi
adult. Aquesta transicié requereix de la coordinacid de diversos processos de mort cel-lular de
teixits juvenils amb el creixement i la morfogénesi de teixits adults, i esta controlada per dues
hormones: la 20E i I’'HJ (Dubrovsky, 2005; Sehnal et al., 1996; Truman and Riddiford, 2002). En
I'insecte hemimetabol B. germanica aquests canvis metamorfics es caracteritzen, principalment,
per I'aparicio de les ales i la genitalia funcional, la modificacié de la pigmentacioé de la cuticulaila
mort del teixit responsable de la sintesi d’ecdisteroides, la glandula protoracica (veure
Introduccio, figura 1.11). En els darrers anys, en el laboratori del Dr. David Martin s’ha demostrat
gue tots aquests processos metamorfics estan finament regulats per una complexa cascada de
receptors nuclears activada per la 20E (Cruz et al., 2006; Cruz et al., 2007; Cruz et al., 2008;
Maestro et al., 2005; Mané-Padrds et al., 2008; Mané-Padrds et al., 2010; Mané-Padrds et al.,
2012; Martin et al., 2006). Aquesta cascada transcripcional, pero, es troba també present en
totes les transicions nimfals anteriors a la metamorfica, fet que suggereix I'existéncia d’algun
factor especific de la darrera fase nimfal que actuaria modulant I'accié de la 20E durant aquest
periode. Com que la metamorfosi requereix de I'eliminacio de teixits juvenils i la morfogénesi de
teixits adults, es va decidir cercar candidats que poguessin desenvolupar ambdues funcions. Per
aixo, es va fer una recerca de gens que estiguessin relacionats amb mort cel-lular, perdo que
alhora s’expressessin en teixits morfogenetics durant la metamorfosi de B. germanica.
Mitjancant aquesta aproximacié es va identificar el gen BgE93, I'ortoleg del qual s’encarrega de
controlar la degeneracié d’'un dels teixits larvaris de D. melanogaster, la glandula salival (Lee et
al., 2000). En el present capitol es descriu el clonatge i la caracteritzacié de I'expressio del gen
E93 de B. germanica, aixi com I'estudi de la seva funcié durant la metamorfosi mitjangcant RNAi
in vivo. Per altra banda, també s’intenta dilucidar la relacié de BgE93 amb la via de senyalitzacio
de I’'HJ, donada I'activitat antimetamorfica d’aquesta ultima (Wigglesworth, 1947).

4.11.1 CLONATGE | CARACTERITZACIO DE L’EXPRESSIO DEL GEN E93 DE
Blattella germanica

4.11.1.1 Clonatge d’un fragment del gen E93 de Blattella germanica

E93 és un gen que codifica per un factor de transcripcié de la familia de les proteines
Pipsqueak (Psq), que es caracteritzen per la presencia d’un domini pipsqueak d’unié a DNA del
tipus HTH (de I'anglés helix-turn-helix) (Siegmund and Lehmann, 2002). L’alt grau de conservacio
d’aquest domini entre les diferents seqiiencies £93 d’insectes presents a la base de dades va
permetre el disseny d’encebadors degenerats per tal d’amplificar el domini Psq del gen E93 de B.
germanica (figura 4.11.1 A). D’aquesta manera es va obtenir un primer fragment de 109 pb que,
utilitzant la técnica del 5° RACE (veure apartat 3.4), es va augmentar fins a un total de 886 pb
(figura 4.11.1 B). La comparacié d’aquesta seqliencia amb les disponibles a la base de dades
confirmava que aquest cDNA codificava per un fragment de 295 aminoacids ortoleg a seqiliéncies
E93, de manera que se’l va anomenar BgE93 (nimero d’accés HF678196).
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Ph E93 REKRGEYRNYDRBS LMEAVRAVORGEMS
Bg E93 REPKRGRYRNYDRDS LIEAVRAVORGED
Am Mblk-1 4 {
Tc £93

Dm E93

Ce MBR1

cacagtgccctaggaccttatgttgocgagttactggetgogecaaaagaatectgecatccaccectggagacaaaagtecccacgagegga 90
H s A L 6 P ¥ V A E L L A A Q K NP AS TP G D K S P T S8 G 30

gacttcctgoccaagttoccaacgecactottgocggagtttgtacgacgeatgatggotgaggacaagettecagagottocacectaat 180

D F L P K F P TUPIULULUPETFTYVIRIRMMAMETDI KIULUGQS SV FHUPN 60
ggcgcccacgcagatgagagagaacctgagaggectttgogtgaccaagagtcgeccgaceccatcgoctggecatggecactecaccttet 270
G A HADEREUPEUZRUPILWURUDUGQE S PDUP S P GMMATP P S 90

aatgtgatactgaaaattccgtcctttaaaccgacttcaaaaaatggagtggettectagecagtggatccacagaaccacecgecgectectg 360
N v I L K I P 858 F K P T 858 KNGV A S 5 8 G 5 TE P P P P L 120

ccaccaccaccaccagagtcttotagtcaacagetgagtgattettgetea

c cgagtttagttggaaaaggcattggggtg 450
P P P P P E S S8 858 Q Q L 858 D S C 8 P

cacctgtgecga
vV P 858 L V G K G I G V 150

agtttgcgagatgtcattgctaagagcatcagocaaaagttcocageageatagtgagetgtoccctaaacttgggatggtgccegaa
S L R DV I A K S I 8 ¢Q K F @ ¢Q H 8 EL S8 P KL G MV P E

gaacctcctttcaaaaggggcaggttcaccccaccattggttgetggtgoctetgecaacatcecgtecataaaacataataacaacaacaat 630
E P P F KR GRVFTPPULUV A GA S AT S V I KHNUNUNDNN 210

agtcaagctgatgacagaaatgctcaaaagatacteccacaagttcagageaaacccacggggacatctagtggtgecagecagecagtea 720
S QO ADDRNA AOGQI KTIU LU PIGQV QS KUPTGT S S G A S S Q@ s 240

tcatcttcaggagggaaaggcacgocgecctaaacgtggaaaatatcgecaattatgaccgtgatagtctgatagaagectgtgagageggtt 810
S 8§ 8 6 G K GT R P KRG K Y RNJYUDURUD S LTIEA AVHRA AUV 270
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Figura 4.11.1. Seqliéncia nucleotidica i aminoacidica de BgE93. (A) Alineament del domini Pipsqueak de
diverses sequeéncies E93 d’insectes (Ap: Acyrtosiphon pisum; Ph: Pediculus humanus; Bg: Blattella
germanica; Am: Apis mellifera; Tc: Tribolium castaneum; Dm: Drosophila melanogaster) i també del
nematode Caenorhabditis elegans i de LCoR (Ligand-dependent corepressor), ortoleg d’£93 en humans. (B)
Fragment de 886 pb de la seqliencia codificant d’E93 de B. germanica. La linia superior mostra la
seqliencia de nucleotids i a sota d’aquesta els aminoacids corresponents. Marcat en taronja es destaca el
fragment de seqliéncia corresponent al domini Pipsqueak.

4.11.1.2 Caracteritzacié de I’expressio del gen E93 de Blattella germanica

Un cop obtinguda la seqliencia de BgE93 es va procedir a estudiar-ne I'expressié en
diversos teixits, mitjangat RT-PCR en temps real (qRT-PCR). Com que la funcié d’E93 en D.
melanogaster s’ha relacionat amb la mort de la glandula salival durant la metamorfosi (Lee et al.,
2000), en primer lloc s’analitza I'expressié de BgE93 en la glandula protoracica de B. germanica,
que passa per un procés de mort cel-lular programada durant la transicido a |'estadi adult
semblant al de la glandula salival de la mosca (Mané-Padrés et al., 2010). Tal i com s’observa a la
figura 4.11.2 A, I'expressié de BgE93 en aquest teixit era molt baixa durant el penultim estadi
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nimfal i augmentava considerablement en el darrer, presentant els seus nivells més elevats
durant la transicié imaginal. Finalment, aquests nivells queien bruscament durant els primers
dies de I'estadi adult, degut a la degeneracio de la glandula protoracica. Per tal de comprovar si
la preséncia BgE93 es restringia a teixits destinats a degenerar durant la metamorfosi, s’analitza
la seva expressio en un teixit que passa per un procés morfogenétic, les estructures alars. L'adult
de B. germanica presenta un parell de tegmines i un parell d’ales provinents del segon i tercer
segments toracics, respectivament, que durant les fases nimfals es troben recobertes de
cuticula, dins una mena d’estoigs anomenats wing pads. En el transcurs de la darrera fase nimfal
aquestes estructures alars passen per una fase d’activa proliferacid i reestructuracié cel-lular,
deixant de sintetitzar la cuticula que forma el wing pad (veure Introduccio, figura 1.11). Aixo
permet que, durant la muda imaginal, tegmines i ales s’estenguin i augmentin la seva superficie
fins al punt de cobrir completament la part dorsal de 'abdomen de les paneroles adultes. Tal i
com s’observava en la glandula protoracica, els nivells de BgeE93 en tegmines i ales eren baixos
durant la penultima fase nimfal i augmentaven a I'entrar a la darrera, sobretot a partir del quart
dia, coincidint amb el moment en que s’inicia la reestructuraciod cel-lular d’aquestes ales. Un cop
assolit I'estadi adult, aquests nivells queien de manera brusca (figura 4.11.2 B).
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Figura 4.11.2. Patrons d’expressié de BgE93 durant els dos darrers estadis nimfals de Blattella germanica.
Nivells d’'mRNA de BgE93 mitjangant qRT-PCR en (A) glandula protoracica i (B) tegmines i ales d’individus
de les edats assenyalades, obtinguts a partir de la mateixa quantitat de teixit en cada punt (tres glandules
protoraciques en A i tres parells de tegmines i ales en B). Els resultats es mostren en unitats arbitraries,
donant el valor de 1 a I'expressio en el punt N5d0. Cada grafica és representativa de tres repliques.

El fet que els nivells de BgE93 augmentessin, tant en un teixit destinat a degenerar com
en un que passa per un procés morfogenetic, suggeria que BgE93 podia estar implicat en el
control de tots els processos metamorfics d’'una manera global. Per aix0 es va analitzar més
detalladament I'activacié de la seva expressid durant la transicié al darrer estadi nimfal, periode
en el que tenen lloc aquests canvis. Els teixits utilitzats per aquest estudi van ser la glandula
protoracica, les ales, I'epidermis i el cos gras. L'epidermis és el teixit encarregat de la sintesi de la
cuticula, que passa del color negre caracteristic de les fases nimfals al color marrd clar de I’estadi
adult (Willis et al., 2005). Aquest canvi de coloracié representa una de les transformacions
metamorfiques més visibles de B. germanica. El cos gras, per la seva banda, és el principal organ
biosintetic dels insectes, amb funcions equivalents a les del fetge i el teixit adipds en els



102 Resultats Capitol Il

vertebrats, i no pateix cap canvi metamorfic en la panerola. Els diferents moments en els que es
va mesurar I'expressio de BgE93 van ser: el quart dia del quart estadi nimfal (N4d4), el darrer dia
de la penultima fase nimfal (N5d6) i els tres primers dies de la darrera fase nimfal (N6dO, d1 i
d2). Tal i com s’observa en la figura 4.11.3, es va comprovar que els nivells de BgE93 no patien
grans variacions entre el quart i el cinque estadi nimfal en cap dels teixits analitzats, mentre que
augmentaven considerablement, just després de I’entrada al darrer estadi nimfal, en els tres
teixits metamorfics estudiats (glandula protoracica, ales i epidermis). Remarcablement, els
nivells de BgE93 en el cos gras no variaven al llarg de les diferents fases nimfals, mantenint-se
baixos en tots els punts analitzats. Aquests resultats confirmaven I'activacié de I'expressié de
BgE93 en els teixits metamorfics durant el pas al darrer estadi nimfal, fet que suggeria que
aquest factor podia estar implicat en diversos dels processos metamorfics de B. germanica.
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Figura 4.11.3. Nivells d’expressié de BgE93 durant la transicié al darrer estadi nimfal de Blattella
germanica. Expressido de BgE93 en glandula protoracica, tegmines i ales, epidermis i cos gras, mesurats
mitjangant qRT-PCR en diferents moments del desenvolupament nimfal de B. germanica: el quart dia de
nimfa 4 (N4d4), el darrer dia del penultim estadi nimfal (N5d6) i els tres primers dies de I'Gltima fase
nimfal (N6dO, d1 i d2). 'mRNA utilitzat en cada punt es va obtenir a partir de la mateixa quantitat de
teixit, provinent de 5 animals diferents. Els valors d’expressié de BgE93 es van normalitzar en relacié amb
I’expressio de BgActina-5C, que és constant en aquests teixits al llarg del periode analitzat. Els resultats es
mostren en unitats arbitraries, donant el valor de 1 a I'expressié a N4d4. Cada grafica és representativa de
tres répliques.

4.11.2 ANALISI FUNCIONAL DE BgE93 DURANT LA TRANSICIO A L’ESTADI
ADULT

Una vegada analitzada I'expressié de BgE93 es va procedir a estudiar-ne la funcié durant
la metamorfosi de B. germanica, mitjancant la técnica de I'RNAi in vivo. Amb aquest objectiu es
va utilitzar un fragment d’RNA de doble cadena, de 318 pb, corresponent a una part de la
seqliencia d’'mRNA de BgE93 (dsBgE93-1, figura 4.11.4 A). Com a control negatiu es va utilitzar
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una sequéencia de 307 pb del gen de la polihedrina del nucleopolihedrovirus Autographa
californica (dsMock).

4.11.2.1 Efecte de la interferéncia en els nivells de BgE93

En primer lloc, per tal de comprovar |'eficacia de la interferéncia, es van injectar 5 pg de
dsMock (animals Control) o 5 pug de dsBgE93-1 (animals BgE93i) en I'abdomen de femelles recent
emergides al penultim estadi nimfal (N5). Tant les femelles Control com les BgE93i mudaven de
manera normal a la darrera fase nimfal (N6), i sis dies després d’aquesta muda se’ls va extreure
la glandula protoracica, les estructures alars i I'epidermis i es analitzar I'expressié de BgE93
mitjancant qRT-PCR. Tal i com es mostra a la figura 4.11.4, aquests nivells eren significativament
inferiors en les nimfes BgE93i, amb una reduccié d’aproximadament el 95% en els tres teixits
analitzats.
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Figura 4.11.4. Efecte del silenciament de BgE93 mitjancant RNAi in vivo. (A) Representacid esquematica
del fragment del gen E93 de B. germanica clonat. El domini d’unié a DNA Pipsqueak (Psq) es mostra en
gris. La regions utilitzades per generar els diferents dsRNAs s’indiquen com a dsBgE93-1 i dsBgE93-2. (B) Es
van tractar femelles recent emergides al penultim estadi nimfal, N5, amb 5 pg de dsMock (animals
Control) o 5 pg de dsBgE93-1 (animals BgE93i), i es van mesurar els nivells d’expressi6 de BgE93
(mitjangant qRT-PCR) en glandula protoracica, tegmines i ales, i epidermis sis dies després de la muda al
darrer estadi nimfal, N6. Els valors estan normalitzats per I'expressido de BgActina-5C i es mostren en
unitats arbitraries, assignant el valor de 1 als nivells dels individus Control. Les barres d’error indiquen
I’'ESM (n=5). Els asteriscs indiquen diferéncies significatives: p<0.05 (*); p<0.005 (**); p<0.001 (***) (t-
test).

4.11.2.2 Efecte fenotipic del silenciament de BgE93

Una vegada comprovada |'eficacia de la interferéncia, es va procedir a analitzar 'efecte
de I'abséncia de BgE93 en aquests mateixos animals, observant el seu comportament durant la
muda imaginal. Aixi, mentre en els individus Control la metamorfosi es donava de manera



104 Resultats Capitol Il

normal al final de N6, les nimfes BgE93i no passaven a I'estadi adult, sind que mudaven a un nou
estadi nimfal, que es va anomenar nimfa 7 (N7) (taula 4.1.1 i figura 4.11.5). Aquestes nimfes
supernumeraries presentaven totes les caracteristiques externes tipiques d’una nimfa de B.
germanica: (1) coloracid negra de la cuticula; (2) tegmines i ales sense desenvolupar,
embolcallades en els wing pads toracics; (3) dues franges amples de color negre en el pronot; i
(4) cercs nimfals, més curts, amples i foscos que els adults. A més, la durada de I'estadi nimfal
N6, que en condicions normals és de vuit dies, es veia reduida dos dies en el individus BgE93i,
passant a ser idéntica a la del penultim estadi nimfal. Aquestes nimfes BgE93i supernumeraries,
incapaces de mudar a I'etapa adulta, continuaven mudant a nous estadis nimfals supernumeraris
perfectes, fins a assolir la novena fase nimfal (N9) (figura 4.11.5 C). En aquest punt, molts dels
individus interferits presentaven diversos defectes de muda en les potes. Aixo feia que a
I'intentar la seglient muda la majoria no aconseguissin desprendre’s de la cuticula i acabessin
morint. Uns quants, pero, aconseguien completar aquesta nova muda (N10), tot i que
presentaven un aspecte poc saludable i morien al cap d’uns dies. D’altra banda, les nimfes
BgE93i supernumeraries (N7-N10) seguien creixent i augmentant de mida en cada nova muda,
arribant a ser fins i tot més grans que els individus Control adults (figura 4.I1.5).

Taula 4.11.1 Efecte de la interferéncia de BgE93 en la muda imaginal de B. germanica.

Tractament n Adults Arrestats Nimfes ..
supernumeraries
Control 45 45 (100%) - -
BgE93i 68 - 3 (4.4%) 65 (95.6%)

Per tal de comprovar I'especificitat de la interferencia, es va utilitzar un segon dsRNA
situat en una zona més a 5’ de la seqliencia de BgE93 (dsBgE93-2; figura 4.11.4 A). Igual que
abans, es van injectar nimfes de penultima fase amb 5 pug de dsMock (animals Control) o 5 pg de
dsBgE93-2 (animals BgE93i), i es va comprovar que aquests ultims mudaven a un estadi nimfal
supernumerari al final de N6, confirmant I'especificitat del fenotip obtingut amb el dsBgE93-1
(figura 4.11.6). Aixi doncs, tots aquests resultats mostraven que |'abséncia de BgE93 impedia que
es donessin els canvis metamorfics que tenen lloc durant el darrer estadi nimfal de B. germanica,
provocant que els individus BgE93i no assolissin mai I'estadi adult.

4.11.2.3 Analisi de les caracteristiques nimfals dels individus BgE93i

Per tal de confirmar que en abséncia de BgE93 les nimfes de B. germanica conservaven
totes les caracteristiques nimfals es va estudiar en detall el fenotip dels individus BgE93i. En
primer lloc es van analitzar els canvis morfologics que es donen en les cél-lules epitelials de I'ala
durant el darrer estadi nimfal, que passen d’'una conformacié hexagonal (dia 0-4) a una
d’escamosa (dia 5-7) i, finalment, adquireixen un aspecte estrellat (dia 8) (veure Introduccio,
figura 1.11). Després del silenciament de BgE93, pero, aquesta transformacid no es donava i les
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Control BgE93i (N7)

Figura 4.11.5. Efecte fenotipic del silenciament de BgE93 des del penultim estadi nimfal. Es van tractar
femelles recent emergides al penultim estadi nimfal (N5) amb 5 pg de dsMock (animals Control) o 5 pg de
dsBgE93-1 (animals BgE93i) i es va analitzar el fenotip resultant. (A) Visié dorsal i ventral d’una nimfa
Control acabada d’emergir al darrer estadi (N6) i d’'un adult Control, on s’observen les diferents
caracteristiques fenotipiques d’aquests dos estadis: color de la cuticula, estructures alars, amplada de la
franja pronotal i cercs. (B) Visié dorsal i ventral d’'una nimfa supernumeraria N7 obtinguda silenciant
I'expressié de BgE93 des de N5. La fletxa negra assenyala els estoigs que contenen les estructures alars
(wing pads), la punta de fletxa negra indica els cercs, i la fletxa gris assenyala el pronot, on s’observen les
dues franges amples de color negre caracteristiques de les nimfes de B. germanica. (C) Visié dorsal i
ventral dels diferents estadis nimfals supernumeraris (N7-N10) obtinguts a conseqiiéncia del silenciament
de BgE93. Totes les imatges estan preses entre 0 i 24 hores després de la muda a I'estadi indicat. Escala:
2mm.
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cel-lules de I'epiteli alar mantenien un aspecte totalment hexagonal durant tota la fase nimfal
(figura 4.1.7 A-A”). En segon lloc es va analitzar la glandula protoracica, que tal i com s’ha
explicat anteriorment degenera just després del pas a |'estadi adult, convertint-se en un simple
feix muscular sense capacitat de sintetitzar ecdisteroides (figura 4.11.7 B i B’). Aixi es va observar
gue la glandula protoracica de les nimfes supernumeraries Bge93i no patia aquesta degeneracid
i seguia tenint I'aspecte turgent caracteristic de les fases nimfals (figura 4.11.B”). A més, seguia
produint ecdisona, com ho demostra el fet que aquestes nimfes eren capaces de tornar a mudar.
Un altre dels organs que pateix un canvi metamorfic durant la muda a I'estadi adult son els CA,
encarregats de la sintesi de I'HJ. Les cél-lules que conformen aquest teixit passen d’un estat
d’activa proliferacié durant el darrer estadi nimfal, a un estat no proliferatiu després de la muda
imaginal (figura 4.11.7 C i C’). En els animals BgE93i, en canvi, les cél-lules dels CA de les nimfes
supernumeraries seguien proliferant activament (figura 4.11.7 C”’). A més, les cél-lules dels CA
també pateixen un altre canvi una vegada iniciat I'estadi adult en B. germanica: comencen a
sintetitzar gran quantitat d’HJ, necessaria per la reproduccié dels individus adults (Raikhel et al.,
2005). Aquesta funcié de I’'HJ, que no s’ha de confondre amb la funcié antimetamorfica que
exerceix aquesta hormona durant els diferents estadis nimfals, necessita d’'un increment drastic
de I'expressi6 de BgHMG-CoA sintasa (BgHMG-S) i BgHMG-CoA reductasa (BgHMG-R), que
codifiquen per dos dels enzims que catalitzen la sintesi de I'HJ (figura 4.11.7 D). En les nimfes
supernumeraries obtingudes a partir del silenciament de BgE93, en canvi, no es produia aquest
augment d’expressié de BgHMG-S i BgHMG-R, i es mantenien uns nivells similars als observats a
N6 (figura 4.11.7 D).

En conjunt, tots aquests resultats indicaven que les nimfes supernumeraries resultants
del tractament amb dsBgE93-1 presentaven, a més d’un aspecte fenotipic totalment nimfal,
totes les caracteristiques fisiologiques propies dels estadis juvenils. Aixd confirmava, per tant,
que BgE93 és el factor clau que controla de manera global la transicié a I'estadi adult en B.
germanica.

Control

Ad N7 —

Figura 4.11.6. Efecte fenotipic del silenciament de Bge93 amb dsBgE93-2. Es van tractar femelles recent
emergides al penultim estadi nimfal amb 5 pg de dsMock (animals Control) o 5 pug de dsBgE93-2 (animals
BgE93i) i es va analitzar el fenotip resultant. Visié dorsal d’un individu Control acabat de mudar a adult i
d’un individu BgE93i acabat de mudar a un estadi nimfal supernumerari (N7).
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Figura 4.11.7. Caracteristiques nimfals dels animals BgE93i. Es van tractar femelles recent emergides al
penultim estadi nimfal (N5) amb 5 pg de dsMock (animals Control) o 5 pug de dsBgE93-1 (animals BgE93i) i
es va analitzar el fenotip resultant. (A-A”) Analisi dels canvis morfologics que es donen en les cel-lules
epitelials de tegmines i ales durant el darrer estadi nimfal (N6) mitjancant immunodeteccié d’actina
(faloidina-TRITC, vermell) i tincié de nuclis (DAPI, blau). (A) Cél-lules de I'ala de femelles Control de darrer
estadi nimfal abans de la transformacié cel-lular (N6d4). (A’) Cel-lules de I’ala de femelles Control de darrer
estadi nimfal després de la transformacio cel-lular (N6d8). (A”’) Cel-lules de I’ala d’individus BgE93i que no
pateixen cap transformacié morfologica degut a I'abséncia de BgE93. (B-B”’) Analisi de la degeneracio de la
glandula protoracica mitjangant tincié DAPI. (B) Glandula protoracica d’individu Control durant el darrer
estadi nimfal. (B’) Glandula protoracica d’individu Control cinc dies després de la muda imaginal,
totalment degenerada. (B”’) Glandula protoracica d’una nimfa BgE93i supernumeraria cinc dies després de
la muda, sense simptomes de degeneracié. (C-C”) Analisi de la proliferaciéo de les cel.lules dels CA,
mitjancant marcatge amb 5-bromo-2-deoxiuridina (BrdU) injectada 24 hores abans d’extreure els CA. (C)
CA d’una femella Control de darrera fase nimfal tres dies després de la muda a N6 proliferant activament.
(C') CA de femella Control tres dies després del pas a I'estadi adult que ha deixat de proliferar. (C’) CA de
femella BgE93i tres dies després de mudar a un estadi nimfal supernumerari que continua proliferant. (D)
Nivells d’expressio, analitzats mitjangant qRT-PCR, de BgHMG-CoA sintasa i BgHMG-CoA reductasa en CA
d’individus Control de N6d4 i Ad4, i d’individus BgE93i de N7d4. Els valors estan normalitzats per
I'expressido de BgActina-5C i es mostren en unitats arbitraries, assignant el valor de 1 als nivells del
individus Control N6. Les barres d’error indiquen I'ESM (n=5). Els asteriscs indiquen una diferencia
significativa: p<0.005 (t-test). Les imatges mostrades en A-A”, B-B” i C-C” son representatives de sis
individus de cada tractament. Escales: 20 um per A, A’ i A”’; 200 um per B, B’ i B”’; 50 um per C, C' i C".

4.11.3 ESTUDI DE LA RELACIO ENTRE BgE93 | LA VIA DE L'HORMONA
JUVENIL

Des que Vincent B. Wigglesworth va descobrir I'efecte antimetamorfic de I’'HJ, durant la
década dels anys 30, nombrosos estudis en insectes hemimetabols i holometabols han confirmat
qgue la seva desaparicié durant el darrer estadi juvenil dels insectes, aixi com la del factor de
transcripcié Kr-h1 (responsable de la transduccid del senyal antimetamorfic de I'HJ), és essencial
per permetre la transicié a I'estadi adult (Jindra et al., 2013; Riddiford, 2012). En B. germanica, la
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correlacié temporal que es déna entre la caiguda dels nivells d’HJ i I'activacid transcripcional de
BgE93 (just a l'inici del darrer estadi nimfal), juntament amb el fet que tenen funcions oposades
(I'HJ és antimetamorfica i BgE93 és imprescindible pel pas a I'estadi adult), feia pensar que hi
podia haver algun tipus de regulacid epistatica entre aquests dos factors. Per aquest motiu es va
estudiar de manera detallada la relacié entre I'HJ i BgE93.

4.11.3.1 Efecte de I’hormona juvenil sobre I’activacié transcripcional de BgE93

En primer lloc es va estudiar si I'activacié transcripcional de BgE93 era deguda a la
caiguda dels nivells d’HJ que es déna durant la transicid N5-N6. Per aix0 es va utilitzar un analeg
sintetic d’aquesta hormona, el metopre, per tal de mantenir elevats els nivells d’HJ durant
aquesta transicid i al llarg de tota la darrera fase nimfal. Aixi, es van agafar femelles de penultim
estadi nimfal (N5) i se’ls va aplicar diverses quantitats de metoprée (10 nmols, 100 nmols o 500
nmols). Com a control negatiu es va aplicar el mateix volum de solvent (acetona) a femelles de la
mateixa edat. Un dia després de la muda al darrer estadi nimfal (N6) se’ls van extreure les
estructures alars, utilitzades com a model de teixit metamorfic, i es van mesurar els nivells de
BgE93 mitjancant qRT-PCR. Tal i com s’observa en la figura 4.11.8, la presencia de metopré no
impedia la forta activacio dels nivells de BgE93, tot i que aquests eren lleugerament inferiors als
dels individus N6 tractats amb acetona. No obstant, les diferéncies no resultaven significatives
(p>0.05, t-test).

Malgrat la forta activacidé de BgE93, el tractament amb metopré impedia la correcta
diferenciacié adulta d’aquests individus, d’'una manera més o menys aguda depenent de la dosi
administrada (figura 4.11.8 C). Aixi, mentre I'aplicacié de 10 nmols no provocava cap interferéncia
aparent en la formacié dels caracters adults, el tractament amb 100 nmols comportava I'aparicié
d’algunes caracteristiques nimfals, com la preséncia de taques fosques en la cuticula abdominal
adulta i I'extensid incorrecta de tegmines i ales. D’altra banda, quan la dosi de metopre
administrada s’augmentava fins als 500 nmols s’aconseguia una juvenilitzacié gairebé completa
d’aquests animals, que eren totalment foscos i només es diferenciaven d’una nimfa wild-type en
la zona mesotoracica i metatoracica, on s’observava que les tegmines i les ales no arribaven a
sintetitzar correctament els wing pads que recobreixen aquestes estructures durant els estadis
nimfals. En conjunt, aquests resultats demostraven que la juvenilitzacié que s’assolia com a
conseqliencia del tractament amb metopre no depenia del grau de repressié de BgE93, ja que
era practicament idéntic entre els individus tractats amb 100 nmols i 500 nmols, i no presentava
diferéncies significatives (segons t-test) entre els tractats amb 10 mM i 500 mM (figura 4.11.8).

A continuacié, per tal de comprendre millor per qué el metopré bloquejava la
metamorfosi tot i I'activacié dels nivells de BgE93 es va mesurar |'expressio de BgKr-h1, factor de
transcripcié responsable de la transduccié del senyal antimetamorfic de I'HJ (Lozano and Belles,
2011; Minakuchi et al., 2008; Minakuchi et al., 2009). D’aquesta manera es va observar que el
grau de juvenilitzacié que s’obtenia mitjangant I'aplicacié de les diferents dosis de metopre
correlacionava perfectament amb els nivells de BgKr-h1. Aixi, I'expressié d’aquest factor en els
individus tractats amb 500 nmols de metopré era equiparable a la present durant el penultim
estadi nimfal i la juvenilitzacio era practicament total. Després del tractament amb 100 nmols,
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en canvi, tant la repressidé de BgKr-hl com la juvenilitzacid es donaven de manera parcial.
Finalment, en els individus tractats amb 10 nmols, que no patien cap juvenilitzacié aparent, la
caiguda dels nivells de BgKr-h1 era gairebé total (figura 4.1.8 B). En conjunt, aquests resultats
suggerien que la juvenilitzacié deguda a I'aplicacié de metopré no era conseqiéncia de la
repressié de BgE93, sind del manteniment dels nivells de BgKr-h1.
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Figura 4.11.8. Efecte del tractament amb metopre al final del penultim estadi nimfal. Es van tractar
femelles, tres dies després de la muda al pendultim estadi nimfal (N5), amb 1 pl d’acetona o 1 pl de
metopre a diferents concentracions (quantitats aplicades: 10 nmols, 100 nmols i 500 nmols). Un dia
després de la muda al darrer estadi nimfal (N6) se’ls van extreure les estructures alars (tegmines i ales) i es
van mesurar els nivells de (A) BgE93 i (B) BgKr-h1 mitjangant gRT-PCR. Els nivells dels individus acetona N5
estan mesurats en tegmines i ales extretes un dia després del tractament amb acetona. Els valors estan
normalitzats per I'expressioé de BgActina-5C i es mostren en unitats arbitraries. Es va assignar el valor de 1
als nivells dels individus de cinquena fase tractats amb acetona (A) o als nivells dels individus de sisena
fase tractats amb acetona (B). Les barres d’error indiquen I’'ESM (n=5). Els asteriscs indiquen diferencies
significatives: p<0.05 (*); p<0.005 (**); p<0.001 (***) (t-test). (C) Visié dorsal i ventral dels fenotips
obtinguts després de la muda imaginal en els individus tractats amb acetona o amb les diferents dosis de
metopre, on s’observa el grau de juvenilitzacié deguda al tractament. Escala: 2 mm.

4.11.3.2 Efecte de la interferéncia de BgE93 sobre la caiguda dels nivells d’hormona juvenil i
BgKr-h1

Una vegada comprovat que la induccid de I'expressid6 de BgE93 no era deguda a la
caiguda dels nivells d’HJ es va estudiar I'efecte contrari, és a dir, la possibilitat que BgE93 fos el
responsable de la desaparicié de I'HJ i BgKr-h1 durant el pas a N6. Per aix0 es van agafar
femelles recent emergides al penultim estadi nimfal (N5) i es van injectar amb 5 pug de dsMock o
5 pg de dsBgE93-1. Cinc dies després de la muda d’aquestes nimfes al darrer estadi (N6) se’ls va
extreure I'hemolimfa i es van mesurar els nivells d’HJ (veure Material i métodes, apartat 3.16).
Remarcablement, aquests queien de manera normal en els individus BgE93i, indicant que el
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descens dels nivells d’"HJ no era conseqliéncia de I'activacié de BgE93 (figura 4.11.9 A). De manera
sorprenent, pero, els nivells de BgKr-h1 es mantenien elevats en aquests individus (figura 4.11.9
B), indicant que la repressié de BgKr-h1 durant I'entrada al darrer estadi nimfal esta controlada
per BgE93 i no per la caiguda de I’HJ, tal i com s’havia proposat anteriorment (Konopova et al.,
2011; Lozano and Belles, 2011).
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Figura 4.11.9. Efecte del silenciament de BgE93 en el penultim estadi nimfal sobre els nivells d’hormona
juvenil i BgKr-h1 . Es van tractar femelles recent emergides al penultim estadi nimfal (N5) amb 5 pg de
dsMock (animals Control) o 5 pg de dsBgE93-1 (animals BgE93i). (A) Es van mesurar els nivells d’hormona
juvenil (HJ) en I’"hemolimfa d’individus Control de penultim (N5) i dltim (N6) estadi nimfal i d’individus
BgE93i a N6, cinc dies després de la muda corresponent. Per aquest analisi es van extreure 70-80 pl
d’hemolimfa de 20-25 individus de cada tractament. Els valors s’indiquen en ng d’HJ per ml d’hemolimfa.
(B) Nivells d’expressid de Bgkr-h1, analitzats mitjancant gRT-PCR, en tegmines i ales d’individus Control de
N5 i N6, aixi com en individus BgE93i de N6, cinc dies després de la muda corresponent. Els valors estan
normalitzats per I'expressid de BgActina-5C i es mostren en unitats arbitraries, assignant el valor de 1 als
nivells dels individus Control N6. Les barres d’error indiquen 'ESM (n=5). Els asteriscs indiquen diferencies
significatives: p<0.0005 (***) (t-test).

Aquest resultat suggeria, a més, que el manteniment dels alts nivells de BgKr-h1 podia
ser el responsable dels caracters juvenils en les nimfes supernumeraries BgE93i. Per tal
d’estudiar aquesta possibilitat es va injectar dsBgE93-1 en femelles de darrer estadi nimfal, 12
hores després de la muda a N6. Aquest nou disseny experimental permetia que es donés de
manera normal la desaparicié de I'HJ i la repressié dels nivells de BgKr-h1, tal i com es va
comprovar tres dies després del tractament (figura 4.11.10 A i B). A més, els nivells d’expressié de
BgE93 també havien disminuit drasticament en aquest individus, indicant que el tractament era
efectiu (figura 4.11.10 C). Remarcablement, en aquestes condicions d’absencia d’HJ, BgKr-h1 i
BgE93, les nimfes BgE93i mudaven igualment a un estadi nimfal supernumerari (N7) perfecte
(figura 4.11.10 D). A més, de la mateixa manera que quan el tractament amb dsBgE93-1 s’aplicava
a N5, aquestes nimfes no assolien mai I'estadi adult, arribant a generar fins a quatre estadis
nimfals supernumeraris (N10). Aquests resultats indicaven, doncs, que I'HJ i BgKr-hl no sén
imprescindibles pel manteniment dels caracters nimfals en abséncia de BgE93. Per altra banda,
confirmaven que l'absencia d’HJ i de BgKr-hl no és suficient per assolir I'estadi adult. En
definitiva, els resultats obtinguts demostraven que BgE93 exerceix una doble funcié durant la
metamorfosi: (a) 'activacié del programa genétic adult i (b) la repressié de BgKr-h1, necessaria
per la correcta diferenciacié adulta.
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Figura 4.11.10. Efecte del silenciament de BgE93 al darrer estadi ninfal sobre els nivells d’hormona
juvenil i BgKr-h1. Es van tractar femelles 12 hores després d’emergir a I'Gltim estadi nimfal (N6) amb 5 pg
de dsMock (animals Control) o 5 pug de dsBgE93-1 (animals BgE9S3i). Per les mesures en animals Control N5
es van tractar femelles recent emergides a N5 amb 5 pg de dsMock. (A) Es van mesurar els nivells d’HJ en
I’'hemolimfa d’individus Control i d’individus BgE93i tres dies després del tractament. Es van extreure 70-
80 ul d’hemolimfa de 20-25 individus de cada tractament. Els valors s’indiquen en ng d’HJ per ml
d’hemolimfa. (B-C) Els nivells d’expressié de BgKkr-h1 (B) i BgE93 (C) es van mesurar, mitjancant gRT-PCR,
en tegmines i ales d’individus Control de penultim (N5) i ultim (N6) estadi nimfal i d’individus BgE93i de
N6, tres dies després del tractament. Els valors estan normalitzats per I'expressié de BgActina-5Ci es
mostren en unitats arbitraries, assignant el valor de 1 als nivells dels individus Control N6 (B) o als nivells
dels individus Control N5 (C). Les barres d’error indiquen I’'ESM (n=5). Els asteriscs indiquen diferencies
significatives: p<0.001 (***) (t-test). (D) Visié dorsal d’un adult Control i d’'una nimfa supernumeraria (N7)
resultant del tractament amb dsBgE93-1 des de I'inici de N6. Escala: 2 mm.
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En els insectes holometabols el pas de I'estadi juvenil a I'estadi adult comporta una
transformacié molt més radical que en el cas dels insectes hemimetabols, ja que implica la
substitucid de practicament tots els teixits larvaris per les noves estructures adultes. Aquesta
transformacio es déna durant els periodes prepupal (darrers dies de I'tltim periode larvari, on es
forma la pupa) i pupal, i igual que en els insectes hemimetabols esta controlada per la 20E i I'HJ
(Dubrovsky, 2005; Riddiford, 2012).

En T. castaneum, insecte holometabol basal, la majoria d’estructures adultes es formen
a partir de primordis que durant els estadis larvaris contribueixen a la formacié de les
estructures larvaries, com per exemple el tracte digestiu, o a partir de l'estructura larvaria
sencera, com és el cas de la pota (Suzuki et al.,, 2009; Truman and Riddiford, 2002). Un cop
iniciada la prepupa les cél-lules imaginals proliferen i canvien la seva conformacié cel-lular,
formant les estructures pupals. Aquestes, al seu torn, s’acabaran de diferenciar durant I'estadi
de pupa per donar lloc a I'individu adult (veure Introduccié, figura 1.13). En D. melanogaster, en
canvi, la majoria de les estructures adultes es formen a partir de discs imaginals. Aquests, a
diferéencia dels primordis de T. castaneum, no formen part de I’estructura larvaria, i comencen a
proliferar quan s’inicia el periode de larva (Madhavan and Schneiderman, 1977). Al principi de la
metamorfosi aquests discs everteixen i formen les estructures de la pupa, que s’acaben de
diferenciar durant aquesta fase per donar a lloc les estructures adultes.

En el seglient capitol es mostren els estudis funcionals duts a terme en aquests dos
insectes holometabols per tal de comprovar si la funcid d’E93 com a especificador adult
observada en B. germanica esta conservada en els insectes amb metamorfosi completa. Per
aixo, s’'analitzen els patrons d’expressio de I'ortoleg £93 en aquests dos insectes holometabols,
aixi com I'efecte que provoca la seva abséncia durant la metamorfosi.

4.111.1 CARACTERITZACIO FUNCIONAL D’E93 DURANT LA METAMORFOSI
DE Tribolium castaneum

4.111.1.1 Caracteristiques del gen E93 en Tribolium castaneum

El gen que codifica per TcE93 es troba en el locus LOC655012 del cromosoma 9 de T.
castaneum i esta format per quatre exons i tres introns (figura 4.11l.1 A). L'mRNA predit consta
de 2655 parells de bases que codifiquen pels 884 aminoacids que conformen la proteina TcE93,
la qual conté un domini Pipsqueak d’unié a DNA (figura 4.111.1 B).

El primer pas per la caracteritzacié de TcE93 va ser I'estudi de la seva expressid durant la
darrera fase larvaria (L7), que inclou el periode de formacié de la pupa (prepupa), i I'estadi
pupal. Es van escollir aquestes fases del desenvolupament perque abracen tot el periode
metamorfic. Com es pot veure a la figura 4.111.2, els nivells de TcE93 augmentaven durant els
primers dies de L7 (fins a 18 vegades a dia 2 respecte a |'expressio a l'inici de la fase, L7d0), i
aquest increment es feia molt més acusat durant la prepupa (100 vegades major just abans de
pupar). L'expressio de TcE93 seguia augmentant fins al segon dia de la fase pupal (300 vegades),
moment en el qual comengava a disminuir. Aquests resultats mostraven que TcE93 s’expressa
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fortament durant tot el periode metamorfic, suggerint que podia tenir una funcié important en
aquest procés.

11243k 11245k 11247k 11249k 11251k 11253k 11255k

atgggacgatcgatatcgecattcagttgttgtecccoccagagteccegecatteggacteggattegtectgacagecacagtgacaacgaggtececgecategetecacteecteecgggage 120
M G R S I S ES VvV V?PQ S PRHSDSD S S D SHSDNEVZPZPSILTZP S G 8 40

ttgctcaacaataaccaccaccgecaceggcagecggtggeaccggecaacatgacgacgategagagegteacgtegatggeggegttggeggeggect teteeggegggaactegeog 240
L L N N N H ER HRQPV AP ANMTTTIZESTVT S MAATLA AARAARATFS G G N 5 P 80

ggaacgaccgecececacttgeccttetacgececgageateateteccacaactggtatetegecaacgtggcgaggtecttecaggcggacaggeteggagacaaccaggacaaggeg 360
G T T A P HL P F Y A P S I I S HNWUYULANVYVARTS ST FAGQADIZ RTILGUDUDNIGQEDIK2A 120

gcttccggggageagecgetggatetcageaagggggeggegagegocgecaccgaaggeaaaacgeccaacaacaacgteceggttgeccacectegacaccaageacatattcaaageg 480
A S 6 E Q PLDUL S KGAASAAMATETGI ERKTU?PUNUNID NV RILUPTULUDTIZ KU EHTITFIZKA 160

aaacctaggatgtcagetgtagecggtaggaggacgtacacegaagacgaactccaageagegt tgagagacatceagtegggeaaat tggggacgagaagggeggecgtecatctacgge 600
K P R M S AV A GRRT Y TEUDEULOQA AA AL RUDTIOGQSG KL G TR RAMAUV I Y G 200

atacccaggtcgacgttacgaaacaaagtctacaaacttgecttagaaagggagcgagagtogoatttgaacagtacgacgocgotcaagctcgacgaagaagaggtgatggaggacgac 720
I PR S TILRNZEKVY YK KTLATLTETRTET®RETSU HTLTDNSTTTPTILIEKTLTDTETETETVMED D 240

aaggaattgtccggegectgaagaggagaaggaagtggagaaggcgetccaagetectetttgtgatatettgaggttctcgaacgtggagatacctecggaggcgectcaaagecctecte 840
K EL S GAUETETEIKTEVEIZ KA ATLUGQ®?AaA2PULCDTITULRTPFSNUWVETIZPTPEATLIZ KA ATLTL 280

cagaagaataaggaaggacaagaaccgtgggecggecatggagecacagegaggteggaccttacatecaaaacctectectagectecccagaacctectecageaaccagaaacctetegaa 960
Q K N K EGQE EUPWAGMEUBHBSEUVGP Y I QN LILILASUOQNTUILTILSWNOQIEKPTLE 320

aacteggttctaaacagtgtegtgecagaattegtaaaacggetgataacggacgaaacaaaaaataacggtgatacagtgtcaaggecgagtecgtegaatteggeageacecaaacce 1080
N S VLNSVVEPETFJTVE EKRTLTITDETTZ RKTSNIHNT GDTTVSRTEPSZPSNSA AR ATPTK P 360

aaatccgaatcggacatggaaacggaggagtegect tegaatgtgatactaaaaattcegtect ttaaaccgacgtcgagcaagaacggatgtgatttattcagaggttecgaaaccgga 1200
K S E s DM ETETES P S NV ILIKTIUPSU FIEKUPTS S KNUGTCDULTFRTGS SET G 400

agcatggtctcaccecccggtcacgagecgagteogggctcgecccecgatectococcggecaaaggecatgacgatcaaagacgtcaaggacgtcatcgectcaaageatcagecagaagtteocag 1320
S M VvV s P P VT S E S G s PP ILPGI KGMTTII KD DV YVIE KT DUVYVYTIA ASQSTISOQQZE KT FQ 440

cagaccttggagectcgacggecttecatetecgagatggactacaageggggeggt ttecacgecgecgetegeetecggeatetecgtcatgaagacccaagacctcacceggecctac 1440
Q TLEFPRRESTISEMDTYZ RKRGS®GTFTT PZPTLASTGTISVMEKTOQDTELTRP Y 480

cagccgec: aagccccageagagecccgogoccgocaccggoggeaagggcacgegocccaageggggcaagtacegcaactacgacecgegacagectcgtggaggcggtcogggeg 1560
Q P PP KPQOQSZPATPATT GG GI KT GTH RTEIE KRG GIE KTYRINTYDRUDSTILVEA AVYVRA 52

gtgcaaaggggcgagatgtcggtgcacegegecggcagetactacggegtgcceccactegacectecgagtacaaagtcaaggagaggcaccteatgeggecgeggaagegegaccccaag 1680
VQRGEMSVHRAGS S Y Y GV P EHESTULEYIZ EKVYVIE KETRUHILMZBRZPIRIEKIPERDTPK 560

cccaaccecegtcgacgagaaaatecgecagectcaageagaacgacatcegageccaggagaagetcaaacegatgatgaaacocceegeagaagt tecctecgacggegacgtegeccaac 1800
P N P VDEZXKTIASTILIEKOGQDNDTIUZR®AzQQETZ KT LI KZPMMEKTPZPOQZ KT F?PZPTA ATS PN 600

ggeatcaaactcecgattttegageeggggatggegeegetegeeggetacaacectect cect tecoet tetggeegeatectgget tecaccacateeccgt tggagtacggeegacee 1920
G I K L P I F E P G MAUPTLM AG Y N P P P F P F WP HUPGF HHTIUPULEY G R P 640

atacctcccaacceggagttettegectegeagatgatgeaaaagetgeaggaggagtect ccaggaceggaat caccggacagggeaccacgecgeccaatgeceeggegt tggecaaa 2040
I P P N P EVF F A S Q MMOGQIKULOQEES SR RTGTITGO QG GTTUPUPNA AUPA BAILAIK 680

agcgcaaggcaaattgccgagtcactgetogatgggacgggetccaacgggtecttettggacggeatcatcaggtccagtctggagtcgggagtgeccaccaacgaggagaaattatee 2160
S ARQTIAESTLTLDTGTTGSUNTGS ST FTULDTGTITIRSSTLETSTGV VT P?PTUHNTETETEKTILS 720

aaagaagacaaaaacgtcgocgttgaaaacctctccaataaagcacttttagaccaactgtgcaggaacagocagactgacgccactttcgaagecttogatgacttcagaaaccaacage 2280
K ED KNV AV ENTZ LS NI KATLILDAGQILT CRWNSRILTUPILSEXKU PSS MTSETN S 760

tegggagatgagtectacaggaagggegecagtectetecaacttecacggetggagettegaactegaaagagggegacacctoccecggegagctgeccacaategaactgtegaacgat 2400
S 6 D E S Y RKGASUPILWNVFTA ASGA ASUDNSI KEG?DT S P G ETULUPTTITETLS NTD 800

tegaacgaatcaacggataaaagacegatgataacgtegecggaateggegacgacgactacgacat caacaacaacagcaacaageacacecaceggetaggatttatetaaagaaagat 2520
S N E s T D KXKRPMTITSPESATTTTTSTTTA ATST?PUPAURTITYTLIEKIKTSD 840

ctggegaatceagacaacetteagecggagatgetgatgeget tecgggacgteet tecegact tygagegtaacggegt cggegaaggect cgtaacaggaagtgectcagataatgac 2640
L AN P DNLQ P EMTILMZ®BRUPFURUDUVILUZPUDILEUZRWNGV VG ESGULUV TG S A S D N D 880

gcgectcaagactga 2655
A P Q D * 884

Figura 4.111.1. Estructura del gen TcE93 de Tribolium castaneum. (A) Estructura del gen TcE93, format per
quatre exons (caixes negres) i tres introns. (B) Seqliencia de I'mRNA de TcE93 (numero d’accés
XM961480). En minuscula es mostren els nucleotids i en majuscula els aminoacids. La regié que compren
el domini Pipsqueak esta ressaltada en taronja.
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Figura 4.111.2. Estudi de I'expressié de TcE93 al llarg del periode metamorfic de Tribolim castaneum.
Patrons d’expressio de TcE93, analitzats mitjangant gRT-PCR, durant I'Gltima fase larvaria (inclosa la
prepupa) i la pupa. Per cadascuna de les edats indicades els nivells es van mesurar a partir de I’'mRNA total
de cinc individus. Els valors es van normalitzar amb I'expressio del gen TcRpL32 i es mostren en unitats
arbitraries, adjudicant el valor de 1 a 'expressio present just després de la muda a L7 (L7d0). El resultat és
representatiu de tres répliques.

4.111.1.2 Efecte del silenciament de TcE93

Per estudiar la funcié de TcE93 durant la metamorfosi de T. castaneum es va utilitzar,
novament, la tecnica de I'RNAi in vivo. Per aix0 es va seleccionar un fragment de 348 pb de la
sequiéncia de TcE93 (dsTcE93, figura 4.111.3 A) i es va utilitzar com a control negatiu un fragment
de 307 pb del gen de la polihedrina del nucleopolihedrovirus Autographa californica (dsMock).
Es van injectar larves recent mudades al darrer estadi amb 5 pg/ul de dsMock (animals Control)
05 pg/ul de dsTcE93 (animals TcE93i). Al cap de sis dies les larves Control mudaven a pupa sense
cap problema, aixi com aproximadament la meitat de les tractades amb dsTcE93 (56.3 %). De la
resta de larves TcE93i, el 12.1 % intentaven mudar perd no aconseguien desprendre’s de la
cuticula larvaria, aturant el seu desenvolupament durant la fase prepupal. Extraient la cuticula
de manera manual es podia comprovar que aquestes individus tenien un aspecte pupal i havien
desenvolupat les ales (figura 4.111.3 F). Finalment, el 20.9 % de les larves TcE93i mudaven a un
nou estadi larvari (L8), tot i que mostraven un modest creixement en la zona on es formen les
elitres i les ales, en el segon i tercer segments toracics (taula 4.111.1 i figura 4.111.3).

Taula 4.111.1. Efecte de la interferéncia de TcE93 sobre la formacié de la pupa.

Fenotip en muda pupal
Tractament n Mortalitat larvaria Larva Aturada en el
supernumeraria desenv.

Control 128 11 (8.6 %) — — 117 (91.4 %)

Pupa

TcE93i 215 23 (10.7 %) 45 (20.9 %) 26(12.1%) 121 (56.3 %)
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Figura 4.111.3. Efecte del silenciament de TcE93 en Tribolium castaneum. (A) Representacié esquematica
de la regi6 codificant de TcE93, on es marca en gris el domini Pipsqueak (Psq). La regié utilitzada per
generar el dsRNA s’indica com a dsTcE93. (B-F) Efecte del silenciament de TcE93 durant la darrera fase
larvaria (L7). Es van injectar larves recent emergides a la darrera fase amb 5 pg/ul de dsMock (animals
Control) 0 5 ug/ul de dsTcE93 (animals TcE93i), i es va observar I'efecte del tractament sobre la formacio
de la pupa. (B) Visié ventral d’un individu Control recent pupat. (C-D) Visié dorsal (C) i ventral (D) d’'una
larva TcE93i supernumeraria (L8) recent mudada. Les fletxes assenyalen el creixement moderat observat
en les zones de I'élitre i I'ala. (E) Visié ventral d’un individu TcE93i que no ha aconseguit completar la
muda pupal, al qual se li ha extret manualment la cuticula larvaria. Les puntes de fletxa indiquen la
formacié de les elitres i les ales. (F) Visié ventral d’un individu TcE93i recent pupat que presenta un
aspecte normal. (G) Es van mesurar els nivells d’expressié de TcE93, mitjangcant gRT-PCR, en animals
Control i en larves supernumeraries i pupes TcE93i de les edats assenyalades. Els valors estan normalitzats
per I'expressido de TcRplL32. Les barres d’error indiquen I'ESM (n=4). Els nivells es mostren en unitats
arbitraries, assignant el valor de 1 als nivells dels individus Control L7dO0. Els asteriscs indiquen diferéncies
significatives: p<0.005 (**) i p<0.00001 (***) (t-test). Escala: 0.5 mm.
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Per tal de confirmar que els fenotips observats eren deguts a una disminucié dels nivells
de TcE93, es van mesurar aquests en les larves supernumeraries i les pupes TcE93i. Tal i com
s’observa en la figura 4.1Il.3 G, I'expressié de TcE93 es veia drasticament reduida en tots dos
casos, en comparacié amb els nivells presents en una pupa Control recent emergida. A més,
s’observava una perfecta correlacié entre el grau de caiguda dels nivells de TcE93 i el fenotip
resultant, ja que la reduccié era més severa en les larves supernumeraries (96.5 % de reduccio)
que en les pupes TcE93i (83.2 % de reduccid).

4.11.1.2.1 Estudi de les larves supernumeraries obtingudes per I’'abséncia de TcE93

En un analisi més detallat dels individus TcE93i que mudaven a un estadi larvari
supernumerari (L8) es va comprovar que, a excepcié del modest creixement observat en la zona
de les élitres i les ales, no presentaven cap dels canvis morfologics que es donen durant la
formacio de la pupa. Aixi, no presentaven gin traps, estructures defensives exclusives de I'estadi
pupal que es troben a la part lateral de I'abdomen, i els urogomphis tenien un aspecte larvari
(figura 4.111.4 A-A""). A més, les potes, antenes, mandibules i maxil-les també seguien mostrant la
morfologia caracteristica dels estadis larvaris (figura 4.111.4 B-E”). Cap d’aquestes estructures
havia iniciat, doncs, la transformacié que té lloc durant el periode prepupal. D’altra banda, tal i
com s’ha assenyalat préviament, aquestes larves supernumeraries mostraven una reduccio dels
nivells de TcE93 significativament major que la de les pupes TcE93i, presentant uns nivells
equivalents als de L7d0 (figura 4.111.3 G). Aquest fet suggereix |'existencia d’un llindar per sobre
del qual I'expressidé de TcE93 possibilitaria la formacid de la pupa, mentre que per sota d’aquest
I'individu passaria a un nou estadi larvari.

4.11.1.2.2 Estudi de les pupes obtingudes pel tractament amb dsTcE93

Tot i que un 20.9 % de les larves tractades amb dsTcE93 mudaven a un estadi larvari
supernumerari, la majoria d’individus TcE93i pupaven amb un aspecte normal (56.3 %), excepte
pel fet que tenien les élitres i les ales significativament més petites que les de les pupes Control
(figura 4.111.5). Aixi, les élitres presentaven un 12.1 % de reduccio de la seva llargada, mentre que
les ales eren un 14.9 % més curtes. Malgrat el seu aspecte normal, aquestes pupes no assolien
mai I'estadi adult, ni presentaven cap dels canvis de pigmentacié caracteristics del final del
periode pupal (figura 4.111.6 A). Per aix0 es va decidir fer un analisi més detallat de les potes,
antenes, mandibules i maxil-les d’aquests individus, cinc dies després de la muda a I'estadi pupal.
La presa de mostres en aquest punt (just abans de la muda a l'estadi adult, després de
completar-se I'apolisi) permetia estudiar el grau de diferenciacid assolit per aquestes estructures
durant el periode pupal. Tal i com es mostra a la figura 4.1Il.6 D, en les potes dels individus
Control s’observava la cuticula pupal i, a l'interior d’aquesta, la pota adulta perfectament
formada, amb un grau de segmentacié i pigmentacié que indicaven que les transformacions
metamorfiques s’havien donat correctament i que la muda a I'estadi adult s’estava apunt de
produir. En les potes de les pupes TcE93i, en canvi, tot i que el procés d’apolisi s’havia produit de
manera correcta, la pota que s’observava a l'interior no presentava ni la segmentacid ni la
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Figura 4.111.4. Estudi fenotipic de les larves supernumeraries (L8) obtingudes pel tractament amb
dsTcE93. Es van injectar larves recent emergides a la darrera fase (L7) amb 5 pg/ul de dsMock (animals
Control) o 5 pg/ul de dsTcE93 (animals TcE93i), i es va analitzar la morfologia de les estructures dels
individus TcE93i que mudaven a un estadi larvari supernumerari. (A-A”’) Detall de la zona posterior de
I'abdomen, en posicié dorsal, de larves (A) i pupes (A’) Control, aixi com de larves TcE93i supernumeraries
(A”). Només s’observen gin traps (estructures especificament pupals) en les pupes Control (punta de
fletxa blanca). Les fletxes blanques corresponen assenyalen els urogomphis. (B-E’’) Observacid, a través de
microscopia de camp clar, de la morfologia de potes (B-B”’), antenes (C-C"’), mandibules (D-D"’) i maxil-les
(E-E””) de larves i pupes Control recent emergides, aixi com de larves supernumeraries TcE93i. Escales: 0.2
mm en A-A”; 100 um en B-B”, C-C"” i E-E”’; 50 um en D-D”".

pigmentacié caracteristiques de la diferenciacié adulta (figura 4.111.6 D’). De la mateixa manera,
les antenes Control es veien segmentades i pigmentades, i amb les pilositats sensorials propies
de I'estadi adult, mentre que les antenes de les pupes TcE93i no mostraven cap d’aquests canvis
(figura 4.111.6 E-E’). Unes diferéncies semblants s’observaven en les maxil-les (figura 4.111.6 F-F’).
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Finalment, I'analisi de les mandibules indicava que, mentre en els individus Control presentaven
una estructura i pigmentacid totalment adultes, en els individus TcE93i mantenien |'estructura
pupal (figura 4.11.6 G-G’). Totes aquestes observacions evidenciaven, doncs, que I'abséncia de
TcE93 impedia la diferenciacié adulta d’aquestes estructures.

Control TcE93i Control TcE93i
C D
25 2
E —
E 1,6 ok
£ £
£ =
3 L5 z 1,2
fa] -]
5 -
=
0.5 0.4

Control TcE93i Control TcE93i

Figura 4.111.5. Efecte del silenciament de TcE93 en la mida de les élitres i les ales pupals. Es van injectar
larves recent emergides a la darrera fase (L7) amb 5 pg/ul de dsMock (animals Control) o 5 pg/ul de
dsTcE93 (animals TcE93i) i es van analitzar les estructures alars dels individus que pupaven. (A-B) Elitres
(A) i ales (B) de pupes Control i TcE93i recent emergides. (C-D) Mesura de la llargada de les élitres (C) i les
ales (D) d’aquests individus (n=10). Els asteriscs indiquen una diferéncia significativa: p<0.00001 (***) (t-
test). Escala: 0.2 mmen AiB.

Tot seguit, per tal d’estudiar les estructures abdominals d’aquests individus, es va retirar
manualment la cuticula pupal d’aquesta zona i es van analitzar les diferents estructures
mitjancant microscopia eletronica de rastreig. D’aquesta manera es va comprovar que, mentre
els individus Control mostraven unes estructures totalment adultes, els TcE93i exhibien una
repeticio de les estructures pupals (figura 4.111.6 H-J’). En primer lloc presentaven un nou parell
d’urogomphis pupals, que en condicions normals desapareixen després de la muda a adult
(figura 4.1l1.6 H-H’). També tenien gin traps a la part lateral de I'abdomen, estructures
especifiques de l'estadi pupal (figura 4.1l1.6 B, I-I’). Per ultim, mentre que en els Control
s’observava la microescultura tipica de la cuticula adulta, amb solcs hexagonals i pilositats
sensitives, els individus TcE93i mostraven una superficie cuticular amb caracteristiques pupals,
(figura 4.111.6 J-J’). Aixi doncs, I'abséncia de TcE93 no només impedia la diferenciacié adulta sind
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Figura 4.111.6. Efecte del silenciament de TcE93 en la diferenciacié adulta de Tribolium castaneum. Es van
injectar larves recent emergides a la darrera fase amb 5 pg/ul de dsMock (animals Control) o 5 ug/ul de
dsTcE93 (animals TcE93i) i es van analitzar els individus que pupaven normalment. (A) Visié ventral d’una
pupa Control i d’'una pupa TcE93i cinc dies després de I'inici de I'estadi pupal. (B) Detall de la zona lateral
de I'abdomen de la pupa TcE93i (rectangle groc en A) on s’observa la preséncia dels gin traps de la cuticula
pupal externa (fletxa negra) i dels gin traps ectopics que es detecten a través d’aquesta (punta de fletxa
negra). (C) Nivells d’expressié de TcCPR27 en pupes Control i TcE93i cinc dies després de I'inici d’aquest
estadi, analitzats mitjangant gRT-PCR. Els valors estan normalitzats per I'expressié de TcRpL32. Les barres
d’error indiquen I'ESM (n=3). Els nivells es mostren en unitats arbitraries, assignant el valor 1 a I'expressio
dels individus Control. L'asterisc indica diferéncies significatives: p<0.05 (*) (t-test). (D-)’) Analisi
morfologic de les estructures de pupes Control i TcE93i cinc dies després de I'entrada a pupa. (D-G’) Visio a
través de microscopia de camp clar de la diferenciacié de potes (D-D’), antenes (E-E’), maxil-les (F-F’) i
mandibules (G-G’). Les puntes de fletxa indiquen la cuticula pupal externa, mentre que les fletxes indiquen
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qgue, de manera semblant a I'observat a B. germanica, provocava la repeticio de 'estadi, és a dir,
la formacid d’una pupa supernumeraria.

Per tal de confirmar que en abséncia de TcE93 no s’activava el programa genétic adult es
va estudiar I'expressido de TcCPR27 en les pupes TcE93i. Aquest gen codifica per una proteina
especifica de cuticula adulta que s’ha demostrat essencial per a la correcta formacié de I'elitre,
aixi com de les cuticules toracica i abdominal, i la seva expressié augmenta exclusivament durant
el final de I'estadi pupal (Arakane et al., 2012). Tal i com s’esperava, en les pupes TcE93i aquesta
activacié no es produia, confirmant que l'abséncia de TcE93 impedeix l'inici del programa
genetic adult (figura 4.111.6 C).

En T. castaneum, igual que en la resta d’insectes holometabols, la desaparicié dels
factors de transcripcidé TcKr-h1 i TcBr un cop assolit I'estadi pupal és imprescindible per a que es
doni la diferenciacié adulta (Minakuchi et al., 2009; Suzuki et al., 2008). TcKr-h1 ha estat descrit
com el responsable de transmetre el senyal de I’'HJ que manté les larves en estat premetamorfic
(Minakuchi et al., 2009), mentre que TcBr s’ha denominat I'especificador pupal (Konopova and
Jindra, 2008; Parthasarathy et al., 2008; Suzuki et al., 2008) (veure Introduccid, apartat 1.4.3). A
més, en el capitol anterior s’ha demostrat que la disminucid dels nivells de BgKr-h1 durant la
darrera fase nimfal de B. germanica, imprescindible per passar a I'estadi adult, depen de la
presencia de BgE93. Per tot aix0, es va voler comprovar si la repressié de TcKr-h1 i TcBr es
donava correctament en els individus sense TcE93. Remarcablement, tal i com s’observa a la
figura 4.111.7, I'expressié d’aquests dos factors de transcripcié es mantenia elevada en les pupes
TcE93i, indicant que TcE93 és I'encarregat d’eliminar-ne I'expressié durant I'estadi pupal de T.
castaneum.

Donada la conservacié de la funcid repressora d’E93 sobre els nivells de Kr-hl en B.
germanica i T. castaneum, es va decidir estudiar si la capacitat repressora d’E93 sobre Br
observada en T. castaneum es donava també en B. germanica. De manera destacable, tot i que
Br no té una funcié metamorfica en els insectes hemimetabols, sind que només té un paper en la
regulacié del creixement de I'ala (Erezyilmaz et al., 2006; Huang et al., 2013), s’observa que
I'expressid de BgBr es mantenia elevada durant el darrer estadi nimfal en abséncia de BgE93
(figura 4.111.7 C). Tots aquests resultats indicaven, doncs, que la funcié repressora d’E93 sobre
I’expressié de Kr-h1 i Br ja es donava en insectes hemimetabols, i s’"ha conservat en insectes
holometabols basals.

la segmentacio de I'estructura interna. En la maxil-la Control (F) no hi ha la cuticula pupal. (H-)’) Imatges
de microscopia electronica de rastreig dels mateixos animals un cop retirada la cuticula pupal. (H-H’)
Detall de la zona posterior de I'abdomen. La fletxa assenyala la preséncia d’urogomphis pupals
supernumeraris en els individus TcE93i. (I-I') Detall de la zona lateral de 'abdomen, on s’assenyalen amb
una fletxa els gin traps ectopics dels animals TcE93i. (J-J’) Visio de la cuticula ventral de I'abdomen. (J)
Microescultura adulta caracteritzada per solcs hexagonals i presencia de pilositats sensitives. (J’)
Estructura cuticular de caracteristiques pupals. Escales: 0.5 mm en A; 200 um en D-D’, E-E’; 100 um en B,
F-F', G-G’, H-H’, I; 50 um en I, J-J".
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Figura 4.111.7. Acci6 repressora d’E93 sobre I'expressio de Kr-h1 i Br en Tribolium castaneum i Blattella
germanica. Es van injectar larves de T. castaneum recent emergides a la darrera fase amb 5 pg/ul de
dsMock (animals Control) o 5 pg/pl de dsTcE93 (animals TcE93i) i es van analitzar els individus que
pupaven normalment. (A-B) Nivells d’expressié, mitjangant qRT-PCR, de (A) TcBr i (B) TcKr-h1 en pupes
Control i TcE93i, dos dies després de I'entrada a aquest estadi. Els valors estan normalitzats per I'expressio
de TcRpL32. Les barres d’error indiquen I’'ESM (n=5). Els nivells es mostren en unitats arbitraries, assignant
el valor de 1 als nivells dels individus Control. L’asterisc indica diferencies significatives: p<0.05 (*) (t-test).
(C) Es van tractar femelles recent emergides al penultim estadi nimfal (N5) amb 5 pg de dsMock (animals
Control) o 5 ug de dsBgE93-1 (animals BgE93i) i es van mesurar els nivells d’expressié de BgBr (mitjangant
gRT-PCR) en tegmines i ales d’individus Control de penultim i dltim (N6) estadi nimfal i d’individus BgE93i
de N6, cinc dies després de la muda corresponent. Els valors estan normalitzats per I'expressio de
BgActina-5C i es mostren en unitats arbitraries, assignant el valor de 1 als nivells dels individus Control N6.
Les barres d’error indiquen I'ESM (n=5). L'asterisc indica diferéncies significatives: p<0.05 (*) (t-test).

4.11.1.2.3 Analisi funcional de TcE93 durant I'estadi pupal

Per tal de confirmar que la incapacitat dels animals tractats amb dsTcE93 de
transformar-se en adults era deguda a la funcié que TcE93 exerceix durant |'estadi pupal, es van
tractar pupes recent emergides amb 5 pg/ul de dsMock (Control) o de dsTcE93 (TcE93i), i es va
analitzar el fenotip resultant sis dies després. En primer lloc es va comprovar que els nivells
d’'mRNA de TcE93 disminuien significativament en les pupes TcE93i (figura 4.111.8 A). A més, de la
mateixa manera que quan s’injectava el dsTcE93 a l'inici de la darrera fase larvaria, no s’activava
I'expressié de TcCPR27 (figura 4.111.8 B). L’analisi fenotipic d’aquests individus, un cop retirada la
cuticula pupal, mostrava novament la duplicacié de les estructures pupals (figura 4.111.8 E-G’).
Aixi, s’observava la formacié d’un nou parell d’'urogomphis (figura 4.111.8 E-E’) i de gin traps
(figura 4.111.8 F-F’), i la superficie de la cuticula abdominal no presentava la microescultura
caracteristica de la cuticula adulta, tot i que s’observava la preséncia de nombrosos peéls
sensitius (figura 4.111.8 G-G’). Aquests resultats confirmaven, doncs, la formacié d’un estadi pupal
supernumerari degut a I'abséncia de TcE93 durant el periode pupal. D’altra banda, tal i com
passava en els individus tractats des de l'inici del darrer estadi larvari, els nivells de TcBr es
mantenien elevats (figura 4.11.8 C). L'expressié de TcKr-h1, en canvi, disminuia de manera
normal, ja que la inhibicié de la seva expressié ocorre just abans de l'inici del periode pupal
(figura 4.111.8 D) (Minakuchi et al., 2009).
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Figura 4.111.8. Efecte del silenciament de TcE93 a l'inici de I’estadi pupal de Tribolium castaneum. Es van
injectar pupes de T. castaneum just després de la muda pupal amb 5 ug/ul de dsMock (animals Control) o
5 pg/ul de dsTcE93 (animals TcE93i) i es van analitzar aquestes pupes sis dies més tard. (A-D) Nivells
d’'mRNA de (A) TcE93, (B) TcCPR27, (C) TcBri (D) TcKr-h1 en pupes Control i TcE93i, analitzats mitjangant
gRT-PCR. Els valors estan normalitzats per I'expressié de TcRpL32. Les barres d’error indiquen I'ESM (n=5).
Els nivells es mostren en unitats arbitraries, assignant el valor de 1 als nivells dels individus Control. Els
asteriscs indiquen diferéncies significatives: p<0.05 (*); p<0.005 (**); p<0.0005 (***) (t-test). (E-F’) Analisi,
mitjangant microscopia electronica de rastreig, de les estructures abdominals de pupes Control i TcE93i sis
dies després del tractament. Per dur a terme aquest estudi morfologic la cuticula pupal es va extreure
manualment. (E-E’) Zona posterior de I'abdomen, on la fletxa assenyala la preséncia d’urogomphis
ectopics. (F-F’) Detall de la zona lateral de I'abdomen. La fletxa indica la formacié de gin traps
supernumeraris. (G-G’) Visié de la microescultura cuticular de la part ventral de 'abdomen, caracteritzada
per la preséncia de solcs hexagonals (punta de fletxa) i péls sensitius (fletxa). Escales: 200 um en E-E’; 100
um en F-F’; 50 um en G-G'.



126 Resultats Capitol llI

4.111.2 CARACTERITZACIO FUNCIONAL D’E93 DURANT LA METAMORFOSI
DE Drosophila melanogaster

Una vegada comprovat que la funcié del factor de transcripcié E93 com a especificador
adult estava conservada en I'holometabol basal T. castaneum, es va estudiar si aquesta
conservacié es donava també en un holometabol molt més modificat, el dipter D. melanogaster.
Tot seguit es mostra el treball, realitzat en col-laboracié amb la Dra. Cristina Manjén, on es
caracteritza funcionalment I'ortoleg £93 en aquest dipter.

4.111.2.1 Caracteristiques del gen E93 de Drosophila melanogaster

El gen E93 de D. melanogaster, que també es coneix com a Eip93F (de I'anglés Ecdysone-
induced protein 93F, en referencia al locus que ocupa en el bra¢ R del cromosoma 3 d’aquest
dipter), conté dues isoformes: DE93A i DE93B. L'mRNA de DE93A consta de 12020 parells de
bases, amb una regié 3’ UTR molt extensa, i codifica per una proteina de 1165 aminoacids.
DE93B conté 4438 parells de bases i la seva traduccid proporciona una proteina de 1188
aminoacids. Aquestes dues isoformes difereixen només en les regions 5’ i 3’ UTR dels seus
MRNA, i en 32 aminoacids de la zona N-terminal de la proteina. Ambdues contenen el domini
Pipsqueak d’unié a DNA caracteristic d’aquesta familia proteica (figura 4.111.9 A).

Amb I'objectiu de caracteritzar el gen DE93 es va analitzar, en primer lloc, I'expressié de
les dues isoformes des del final de la darrera fase larvaria (L3) fins al final de I'estadi pupal, en
intervals de 12 hores. Tal i com s’observa a la figura 4.111.9 B, els nivells de DE93A augmentaven
substancialment ja des de l'inici del periode prepupal, mentre que els nivells de DE93B
comengaven a augmentar una mica més tard. L'expressié d’ambdues isoformes seguia
incrementant fins 12 hores després de l'inici del periode pupal, moment en el qual comengaven
a disminuir, tot i que es mantenien molt alts al llarg del periode pupal. Aquests resultats
indicaven que tant DE93A com DE93B s’estan expressant a nivells molt elevats durant el periode
metamorfic de D. melanogaster, tal i com s’observava en B. germanica i T. castaneum.

4.111.1.2 Efecte del silenciament de DE93

Per tal d’estudiar la funcié de DE93 durant la metamorfosi de D. melanogaster es va
utilitzar el sistema Gal4-UAS (Brand and Perrimon, 1993), que permetia silenciar I'expressié de
les dues isoformes d’aquest gen en tots els teixits de I'organisme. Per aix0 es va fer servir una
linia transgénica que expressava una construccié d’RNA d’interferéncia de DE93 (UAS-DE93i,
linia KK108140, Viena Drosophila RNAi Center, VDRC), juntament amb una soca Act-Gal4 que
contenia el promotor del gen Actina 5C i que permetia I'expressié de I’'RNAi de manera ubiqua i
constant, des del desenvolupament embrionari. Per tal d’incrementar ['efectivitat de la
interferéncia es va utilitzar la linia UAS-Dicer2 (Dietzl et al., 2007).

En primer lloc es va comprovar que la tecnica disminuis de manera eficag els nivells de
DE93A i DE93B. Per aix0 es van mesurar els nivells d’expressioé d’aquestes dues isoformes durant
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Figura 4.111.9. Estructura i nivells d’expressié del gen E93 de Drosophila melanogaster. (A) Mapa
estructural de les dues isoformes del gen £93 de D. melanogaster, DE93A i DE93B. Per cada isoforma
s’indiquen els exons amb un requadre. Els requadres buits assenyalen les regions 5’ i 3’ UTR, mentre que
els negres indiquen la regié codificant. El domini Psq esta marcat en blau. (B) Nivells d’expressié de DE93A
i DE93B durant el periode metamorfic de D. melanogaster, mesurats per gRT-PCR. Per cadascun dels punts
del cicle es va utilitzar ’'mRNA total de 5 individus de la soca Oregon R (OR-R). En I'eix d’abscisses
s’indiquen les hores transcorregudes des del moment de la formacid del pupari. El punt L3 correspon a
individus de darrer estadi larvari unes hores abans de la formacio del pupari. Els valors d’expressio estan
normalitzats respecte I'expressié de DRpL32 i es representen en unitats arbitraries, adjudicant als nivells
en L3 el valor de 1. Els nivells d’expressio de cadascun del gens son representatius de tres repliques.

un dels moments en qué sén més elevats, just després de I’eversid del cap (12 hores després de
I'inici del periode prepupal), en individus Control (+;UAS-DE93ij) i DE93i (Act-Gal4;UAS-DE93i).
Aixi, es va comprovar que la quantitat d’mRNA de les dues isoformes, DE93A i DE93B, era
significativament menor en els DE93i (figura 4.111.10 A). Tot seguit es va analitzar el fenotip
d’aquests individus, observant que progressaven de manera normal durant I'embriogénesi i tot
el desenvolupament larvari. A més, 'eversid dels discs i la progressiéd del periode prepupal
també es donaven correctament. Un cop formada la pupa, perO, s’aturava el seu
desenvolupament, tot i que els animals no morien (figura 4.111.10 A i B). Aixi, no s’observaven
canvis en la pigmentacié de les seves estructures, indicatius de la diferenciacié adulta, ni
s’assolia mai I'estadi adult. Aquests resultats indicaven que, igual que en B. germanica i T.
castaneum, E93 és un factor clau per a la correcta progressié de la metamorfosi en D.
melanogaster.

Per confirmar que I'abséncia de DE93 impedia I'activacié del programa geneétic adult, es
van utilitzar els nivells d’expressio dels gens DEdg78E i DAcp65Aa com a marcadors moleculars.
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El primer codifica per una proteina essencial per a la deposicié de la cuticula pupal, i la seva
expressio es restringeix al periode immediatament anterior a aquest procés, és a dir, 12 hores
després de la formacid del pupari (Fechtel et al., 1988). DAcp65Aa, en canvi, codifica per una
proteina de cuticula adulta, i s’expressa durant la darrera part de I'estadi pupal (Charles et al.,
1998). D’acord amb el fenotip observat, el gen de cuticula pupal DEdg78E s’expressava de
manera normal en els individus DE93i (figura 4.111.10 C). En canvi, I'expressié del gen de cuticula
adulta DAcp65Aa no s’activava en aquestes pupes (figura 4.111.10 D), confirmant que I'abséncia
de DE93 impedia I'inici del programa genétic adult.
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Figura 4.111.10. Efecte del silenciament de DE93 en la diferenciacié adulta de Drosophila melanogaster.
(A) Visié dorsal i lateral d’una pupa Control (+;UAS-DE93i) 96 hores després de la formacié del pupari, just
abans d’eclosionar, a la que se li ha extret el pupari manualment. (B) Visié dorsal i lateral d’una pupa
DE93i (Act-Gal4;UAS-DE93i) de la mateixa edat amb abséncia total de pigmentacio i diferenciacié adulta.
(C) Efecte de la interferencia en els nivells d’expressié de DE93A i DE93B, mesurats mitjancant gRT-PCR, a
partir de I'mRNA total d’individus Control i DE93i 12 hores després de la formacié del pupari. Els nivells es
van normalitzar amb I'expressié de DRpL32 i es mostren en unitats arbitraries, assignant el valor de 1 als
nivells dels individus Control. Les barres d’error indiquen I'ESM (n=3). Els asteriscs indiquen diferéncies
significatives: p<0.005 (**) (t-test). (D-E) Nivells d’expressié del gen de cuticula pupal DEdg78E (D) i del de
cuticula adulta DAcp65A (E) en individus Control i DE93i, analitzats mitjangant qRT-PCR. Els valors
obtinguts es van normalitzar amb I'expressié de DRpL32 i es mostren en unitats arbitraries, assignant el
valor de 1 als nivells dels individus Control O hores. Les barres d’error indiquen I'ESM (n=3). En I'eix
d’abscisses s’hi indiquen les edats, en hores, dels diferents individus respecte al moment de la formacio
del pupari. Els asteriscs indiquen diferencies significatives: p<0.0005 (***) (t-test). Escala: 0.3 mmen A i B.
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Aixi doncs, la funcié d’E93 com a especificador adult descrita en I'hemimetabol B.
germanica i 'holometabol basal T. castaneum esta conservada també en D. melanogaster,
insecte holometabol molt modificat. En els dos primers, a més, E93 controla la repressié dels
factors de transcripcid Kr-h1 i Br, que es déna un cop iniciat I’estadi previ a I’adult (I'altim estadi
nimfal en hemimetabols i I'estadi pupal en holometabols). Per tal de comprovar si aquesta
funcié d’E93 també estava conservada en D. melanogaster es van mesurar els nivells d’expressio
de DKr-h1 i DBr en diferents moments del periode pupal d’individus Control (+;UAS-DE93J) i
DE93i (Act-Gal4;UAS-DE93i). Tal i com s’observa en la figura 4.111.11 A, els nivells de DBr es
mantenien alts en les pupes DE93i, confirmant que la funcid repressora d’E93 sobre I'expressid
de Br esta conservada en D. melanogaster. En canvi, els nivells de DKr-h1 si que disminuien de
manera normal en aquests individus (figura 4.11l.11 B), indicant que en D. melanogaster s’ha
perdut la funcié repressora d’E93 sobre I'expressio de Kr-h1.
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Figura 4.111.11. Efecte de I'abséncia de DE93 en els nivells de DBr i DKr-h1. Mesura de I'expressié de (A)
DBr i (B) DKr-h1 en individus Control (+;UAS-DE93i) i DE93i (Act-Gal4;UAS-DE93i), analitzats mitjangant
gRT-PCR i normalitzant amb I'expressié de DRpL32. Els nivells es mostren en unitats arbitraries, assignant
el valor de 1 a I'expressié dels individus Control de 72 hores. Les barres d’error indiquen I'ESM (n=3). En
I'eix d’abscisses s’hi indiquen les edats, en hores, dels diferents individus respecte al moment de la
formacio del pupari. Els asteriscs indiquen diferéncies significatives: p<0.005 (**); p<0.0005 (***) (t-test).
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Els insectes holometabols van apareixer a partir d’ancestres hemimetabols fa uns 300
milions d’anys (Kristensen, 1999). Aquesta transicié cap a la metamorfosi completa va comportar
I'aparicié d’'un nou estadi en el desenvolupament postembrionari, la pupa. Dos dels factors que
es consideren clau per al procés d’aparicié de la pupa sén: (1) la reaparicié de I'HJ al final del
darrer estadi larvari, que impedeix I'adultitzacié prematura de I'organisme durant el periode
prepupal (Truman and Riddiford, 2002), i (2) I'accié del factor de transcripcié Br. Aquest, amb el
pas a l'estratégia holometabola va adquirir funcions essencials per a la formacié de la pupais’ha
arribat a descriure com I'especificador pupal (Konopova and Jindra, 2008; Suzuki et al., 2008).

L’holometabol basal T. castaneum és un model ideal per a I'estudi dels mecanismes
moleculars que han permes l|'aparicid6 de la metamorfosi completa, ja que presenta un
desenvolupament representatiu dels insectes amb aquesta estratégia metamorfica, alhora que
és filogenéticament proper als insectes amb desenvolupament hemimetabol. Per aixo, en el
seglient capitol s’ha utilitzat aquest coleopter per analitzar la funcié de la reinduccié de I'HJ
durant el periode prepupal, a través de I'estudi funcional del factor de transcripcié TcKr-h1, aixi
com les relacions epistatiques entre aquest i els factors de transcripcié TcE93 i TcBr.

4.IV.1 CARACTERITZACIO FUNCIONAL DE TcKr-h1 DURANT EL PERIODE
PREPUPAL DE Tribolium castaneum

Kr-h1 és el responsable de transduir el senyal antimetamorfic de I'HJ durant el periode
larvari a T. castaneum (Minakuchi et al., 2009). Aixi, a I'inici del darrer estadi larvari la disminucid
dels nivells d’HJ i de TcKr-h1 permeten |'entrada a la metamorfosi (Konopova and Jindra, 2007;
Minakuchi et al., 2009). Malgrat aix0, I'expressid de TcKr-h1 torna a augmentar durant el periode
prepupal (Minakuchi et al., 2009), tot i que la funcié que exerceix en aquest moment del
desenvolupament no ha estat caracteritzada.

4.1V.1.1 Estudi funcional de TcKr-h1 durant la formacio de la pupa

Per tal de conéixer la funcié de TcKr-h1 durant la darrera fase larvaria de T. castaneum
es van injectar 5 pg/ul de dsMock (animals Control) o 5 pg/ul de dsTcKr-h1 (animals TcKr-h1i) a
larves acabades de mudar a aquest estadi. En primer lloc es va comprovar que el tractament
provocava una disminucio significativa dels nivells d’expressié de TcKr-h1 en els individus TcKr-
hli (figura 4.IV.1 G). Tot seguit, es va procedir a analitzar el fenotip resultant d’aquest
tractament. Aixi, es va observar que mentre les larves Control pupaven correctament sis dies
després del tractament, la majoria de larves TcKr-hli no pupaven, mantenint-se en I'estadi
prepupal (taula 4.1V.1 i figura 4.IV.1). Quan s’extreia la cuticula larvaria d’aquests animals s’hi
observava una pigmentacid en ulls, potes, antenes i estructures bucals impropia de la fase
prepupal (figura 4.1V.1 C-D). A més, quan la cuticula s’extreia deu dies després del tractament, el
grau de pigmentacié d’aquestes estructures era major, estenent-se també a tot el cap, al primer
segment toracic, les elitres, la part ventral del torax, i a la superficie ventral de I'abdomen (figura
4.IV.1 E-F).
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Taula 4.1V.1. Efecte del silenciament de TcKr-h1 sobre la formacio de pupa

Tractament n Mortalitat larvaria Pupa Arrest prepupal
Control 90 12 (13.3 %) 78 (86.7 %) =
TcKr-h1i 144 18 (12.5 %) 17 (11.8 %) 109 (75.7 %)

Amb l'objectiu d’analitzar en detall els animals TcKr-h1li es van seleccionar diversos
individus vuit dies després del tractament i se’ls va extreure la cuticula larvaria. Tot seguit es van
observar diverses de les seves estructures mitjancant microscopia eletronica de rastreig,
comparant-les amb les estructures de pupes i adults Control. Tal i com es mostra a la figura
4.1V.2, les potes dels TcKr-h1li presentaven un grau de desenvolupament i segmentacio propis de
I’estadi adult, amb tots els tarsos perfectament diferenciats, tot i que la longitud dels segments
era menor. La cuticula d’aquestes potes mostrava una microescultura i pigmentacié totalment
adultes, i en la part distal de I'apéndix s’hi observaven els ganxos adults perfectament formats
(figura 4.IV.2 A-A’"). Les antenes també estaven completament segmentades i recobertes de
cuticula adulta, malgrat que presentaven pocs pels sensorials (figura 4.IV.2 B-B"’). El mateix
passava amb els palps i les lacinies de les maxil-les (figura 4.1V.2 C-C"”’). Per la seva banda, I'ull
compost adult, que en condicions normals es forma durant 'estadi pupal, apareixia de forma
prematura en les larves TcKr-h1i, tot i que amb una quantitat d’'ommatidis lleugerament inferior
(figura 4.1V.2 D-D’”’). La superficie de I'élitre també mostrava la microescultura tipica de la
cuticula adulta, tot i que no s’hi observaven els péls sensorials caracteristics (figura 4.IV.2 E-E’”’).
D’altra banda, aquests individus presentaven urogomphis en la part posterior de I'abdomen, tot i
gue eren més curts i pigmentats que els de les pupes Control (figura 4.1V.2 F-F’”’). En la part
lateral de I'abdomen també s’observava la presencia de gin traps, estructures exclusives de
I'estadi pupal (figura 4.IV.2 G-G’”). Finalment, la superficie de la cuticula abdominal, tot i
presentar clapes de pigmentacié adulta, mostrava una barreja de parts més llises i parts més
rugoses, amb un aspecte entre larvari i pupal (figura 4.IV.2 H-H"”" i figura 1.13). En resum, I'analisi
dut a terme mostrava que I'abséncia de TcKr-h1 durant el darrer estadi larvari de T. castaneum
comportava una greu descoordinacid del procés metamorfic, provocant la diferenciacié adulta
prematura en els apéendix i les estructures del cap i el torax. En I'abdomen, per altra banda,
provocava una aspecte entre larvari, pupal i adult.

Per tal de comprovar que en absencia de TcKr-h1 s’avancava |'activacio del programa geneétic
adult es van mesurar els nivells del gen de cuticula adulta TcCPR27, utilitzat com a marcador
molecular del pas a l'estadi imaginal. D’aquesta manera es va observar que lactivacié
transcripcional d’aquest gen es produia de manera prematura al final de I'estadi larvari dels
individus TcKr-h1i (figura 4.IV.3 C), indicant que en aquests animals el programa genétic adult
s’iniciava durant el periode prepupal. Aquesta aparicid prematura de gens i caracters adults en
els individus tractats amb dsTcKr-h1 suggeria alteracions en els nivells de TcE93, descrit en
aquest treball com l'especificador adult de T. castaneum. Per tal de comprovar-ho, es van
mesurar els nivells d’expressié d’aquest factor durant el periode prepupal en larves Control i
TcKr-h1i, observant que els nivells de TcE93 augmentaven prematurament en abséncia de TcKr-
h1l (figura 4.IV.3 A). Finalment es van mesurar els nivells de TcBr, essencial per a la correcta
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formacié de la pupa (Konopova and Jindra, 2008). Aquests es mostraven molt inferiors en els
individus TcKr-h1i (figura 4.IV.3 B), fet que s’ajustava a la funcio repressora que TcE93 exerceix
sobre I'expressié de TcBr, tal i com s’ha descrit en el capitol anterior.
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Figura 4.1V.1. Efecte de I'abséncia de TcKr-h1 durant la darrera fase larvaria de Tribolium castaneum. Es
van injectar larves recent emergides a la darrera fase amb 5 pg/ul de dsMock (animals Control) o 5 pg/ul
de dsTcKr-h1 (animals TcKr-h1i) i es va observar I'efecte del tractament sobre la formacié de la pupa. (A-B)
Visié ventral d’una pupa (A) i un adult (B) Control acabats de mudar als respectius estadis. (C-F) Visid
ventral (C, E) i lateral (D, F) d’individus TcKr-h1i als quals se’ls ha extret la cuticula larvaria, perfectament
apolitzada, per facilitar la visio de les estructures. (C-D) Sis dies després del tractament, els animals TcKr-
h1li no havien aconseguit pupar i mostraven clares evidencies de diferenciacié adulta prematura. (E-F) Deu
dies després del tractament la pigmentacioé adulta a la zona del cap i el torax era total. (G) Analisi dels
nivells d’expressié de TcKr-h1, analitzats mitjangant gRT-PCR, en individus Control i TcKr-hli cinc dies
després del tractament. Els valors estan normalitzats per I'expressié de TcRplL32. Les barres d’error
indiquen I'ESM (n=4). Els nivells es mostren en unitats arbitraries, assignant el valor de 1 a I'expressio dels
individus Control. L’asterisc indica diferéncies significatives: p<0.05 (*) (t-test). Escala: 0.5 mm en A-F.
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Figura 4.1V.3. Efecte de I'abséncia de TcKr-h1 en els nivells d’expressié de TcE93, TcBr i TcCPR27. Es van
injectar larves recent emergides a la darrera fase amb 5 pg/ul de dsMock (animals Control) o 5 pg/ul de
dsTcKr-h1 (animals TcKr-h1i) i es va mesurar I'expressié de (A) TcE93, (B) TcBr i (C) TcCPR27 mitjangant
analisi per gRT-PCR. Els valors estan normalitzats per I'expressié de TcRpL32. Les barres d’error indiquen
I’'ESM (n=3). Els nivells es mostren en unitats arbitraries, assignant el valor de 1 a I'expressid dels individus
Control L7d3. PO indica la pupa acabada de mudar en el cas dels individus Control. En els animals TcKr-h1i,
que no aconsegueixen pupar, fa referéncia a les larves set dies després del tractament. Els asteriscs
indiquen diferéncies significatives: p<0.05 (*), p<0.005 (**) i p<0.0005 (***) (t-test).

4.1V.1.2 Funcid de TcE93 en la diferenciacié adulta prematura dels individus TcKr-h1i

Els resultats obtinguts després del tractament amb dsTcKr-hl suggerien que la
diferenciacid preco¢ observada en aquests individus podia ser deguda a l'avancament de
I'expressid de TcE93 durant la fase prepupal. Per tal de contrastar aquesta hipotesi es van
injectar 4 pg/ul de dsMock (animals Control) o 4 ug/ul de dsTckr-h1 + 4 pg/ul de dsTcE93
(animals TcKr-hli + TcE93i) en larves recent emergides al darrer estadi. Aquest tractament
provocava una reduccid significativa dels nivells d’expressié de TcKr-h1 i TcE93 en les larves TcKr-
h1i + TcE93i (figura 4.IV.4 D). Tot seguit es va estudiar I'efecte d’aquesta interferéncia en la

Figura 4.IV.2. Efecte de I'abséncia de TcKr-h1l en la formacié de les estructures pupals de Tribolium
castaneum. Es van injectar larves recent emergides a la darrera fase amb 5 pg/ul de dsMock (animals
Control) o 5 pg/ul de dsTcKr-h1 (animals TcKr-h1i) i es va observar I'efecte del tractament sobre la
formacioé de les estructures pupals. (A-H”’) Detall de la morfologia de diverses estructures pupals (A-H) i
adultes (A’-H’) d’individus Control, i de les estructures dels animals TcKr-h1i (A”-H”’) vuit dies després del
tractament, caracteritzats mitjancant microscopia electronica de rastreig (A-H, A’-H’, A”’-H”’) i microscopia
de camp clar (A’’-H""’). Les estructures de les larves TcKr-h1i corresponen a individus als quals se’ls extreia
la cuticula larvaria vuit dies després del tractament. (A-A""’) Visié del grau de diferenciacio de les potes. Les
fletxes marquen la segmentacié, mentre que les puntes de fletxa indiquen la presencia de ganxos a la part
distal de la pota. (B-B""’) Detall de les antenes, on les fletxes mostren la segmentacié i els asteriscs la
presencia de pels sensitius. (C-C”’) Zona bucal, on es distingeixen els palps (p), galea (ga) i lacinia (In) que
conformen les maxil-les. Les fletxes assenyalen la segmentacié en palps i lacinia. (D-D’”’) Detall de I'ull, on
destaquen els ommatidis que conformen I'ull compost de I'adult. (E-E””’) Magnificacio de la superficie de
I'elitre (E-E”) i élitre sencera (E’’). En (E’) i (E”) es pot observar la microescultura caracteristica de la
cuticula adulta, amb solcs hexagonals i pilositats sensitives (fletxa). (F-F’”’) Detall de la zona posterior de
I’'abdomen, en posicid ventral. Les fletxes indiquen la preséncia d’'urogomphis. (G-G””’) Magnificacio de la
zona lateral de 'abdomen, on els gin traps s’assenyalen amb una fletxa. (H-H”’) Detall de 'estructura de la
cuticula abdominal. Escales: 0.5 mm en F’”’, G"’ i H"”’; 300 um en A i A’; 200 um en B, B/, C"i D’”’; 100 um
enA”, A", B”,C,C",D,E”,F,F,F’,GiG”; 50 umen B, C"/, D, D", E', E”, G’, H, H"iH”’; 30 um en E.
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formacio de la pupa. Aixi, el 40.9 % de les larves TcKr-h1i + TcE93i aconseguien pupar de manera
normal, revertint I'efecte de diferenciacié adulta prematura que s’observava en els individus
TcKr-h1i (figura 4.IV.4 B i taula 4.IV.2). D’altra banda, el 41.8 % dels individus arrestaven durant
el periode prepupal, sense aconseguir completar la muda. Aquests, un cop extreta la cuticula
larvaria, mostraven una pigmentacié totalment pupal, excepte en l'ull, on s’observava la
preséncia de diversos ommatidis (figura 4.1V.4 C). En 'abdomen, a més, s’hi podien distingir els
gin traps caracteristics de I'estadi pupal. Finalment, un percentatge molt baix de les larves TcKr-
hli+ TcE93i (6.4 %) mudaven a un estadi larvari supernumerari, mentre que tan sols un individu
va arrestar amb caracteristiques adultes semblants a les obtingudes després del tractament amb
dsTcKr-h1 (taula 4.1V.2).

| Control || TcKr-h1i + TcE93i
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Figura 4.I1V.4. Efecte del silenciament simultani de TcKr-h1 i TcE93 durant el darrer estadi larvari de
Tribolium castaneum. Es van injectar larves recent emergides a la darrera fase amb 4 pg/ul de dsMock
(animals Control) o 4 pg/ul de dsTcKr-h1 i 4 pg/pl de dsTcE93 (animals TcKr-h1i+TcE93i) de manera
simultania, i es va observar I'efecte del tractament sobre la formacié de la pupa. (A) Visié ventral d’'una
pupa Control acabada de mudar. (B) Visié ventral d’una pupa TcKr-h1i+TcE93i acabada de mudar. (C) Visié
lateral d’un individu TcKr-h1i+TcE93i que no ha aconseguit mudar vuit dies després del tractament
mostrant un aspecte pupal un cop extreta manualment la cuticula larvaria. La magnificacio, que correspon
al rectangle groc, mostra la preséncia de gin traps pupals en aquest individu (fletxes negres). (D) Nivells
d’expressié de TcKr-h1 i TcE93 en individus Control i TcKr-h1i+TcE93i quatre dies després del tractament.
Els valors, obtinguts mitjancant qRT-PCR, estan normalitzats per I'expressié de TcRpL32. Les barres d’error
indiquen I’'ESM (n=3). Els nivells es mostren en unitats arbitraries, assignant el valor de 1 a I'expressio dels
individus Control. L’asterisc indica diferencies significatives: p<0.05 (*) (t-test). Escales: 0.5 mmen A, B i C;
0.1 mm en magnificacié de C.
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Taula 4.1V.2. Efecte de la interferéncia simultania de TcKr-h1 i TcE93 en la formacid de la pupa.

Arrest prepupal

Mortalitat Larva
Tractament n . N Pupa
larvaria supernumeraria Pupals Adultitzats
Control 47 9(19.1 %) — 38 (80.9 %) — —
T;fég';' 110 11 (10 %) 7 (6.4 %) 45 (40.9%) 46(41.8%) 1(0.9%)
Control ] | TKr-h1i + TcE93i

Figura 4.IV.5. Efecte del silenciament simultani de TcKr-h1 i TcE93 en la formacié de les estructures
pupals de Tribolium castaneum. Es van injectar larves recent emergides a la darrera fase amb 4 pg/ul de
dsMock (animals Control) o 4 pg/ul de dsTcKr-h1 i 4 pg/ul de dsTcE93 (animals TcKr-h1i+TcE93i) de
manera simultania, i es va observar I'efecte del tractament sobre la formacié de les estructures pupals. (A-
A’) Detall de la zona posterior de 'abdomen, en posicié dorsal, d’'una pupa Control (A) i d’'una pupa TcKr-
h1i+TcE93i (A’). Les fletxes blanques assenyalen els urogomphis; mentre que les puntes de fletxa indiquen
la presencia de gin traps. (B-E’) Visid, a través de microscopia de camp clar, de potes (B, B’), antenes (C,
C’), mandibules (D, D’) i maxil-les (E-E’) de pupes Control i pupes TcKr-h1i+TcE93i. En ambdds casos les
estructures son completament pupals. Escales: 200 umen A, A’, BiB’; 100 umen C,C’, Ei E’; i 50 um en D
iD.
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En un estudi més detallat de les pupes TcKr-h1i + TcE93i es va comprovar que els seus
apéndixs (potes, antenes, mandibules i maxil-les) presentaven un aspecte totalment pupal, ja
gue no estaven ni segmentats ni pigmentats (figura 4.IV.5 B-E’). A més, s’hi observava la
preséncia d’'urogomphis pupals i de gin traps perfectament formats (figura 4.IV.5 A-A’). Tot
seguit es van mesurar els nivells del gen de cuticula adulta TcCPR27, que en les larves TcKr-h1i
s’activaven de manera precog durant el periode prepupal. En els individus TcKr-h1i + TcE93i, en
canvi, aquesta activacié no es donava, indicant que en abséncia de TcE93 no s’iniciava el
programa genetic adult de manera prematura (figura 4.IV.6 B). Per ultim, es van mesurar els
nivells de TcBr, que en els individus TcKr-h1i no s’activaven durant el periode prepupal. En les
larves TcKr-h1i + TcE93i, en canvi, aquests nivells recuperaven el seu perfil normal, confirmant
de nou que TcE93 reprimeix I'expressié de TcBr (figura 4.1V.6 A). Tots aquests resultats indiquen,
doncs, que la funcié de TcKr-h1 durant el darrer estadi larvari de T. castaneum consisteix en
impedir I'accié diferenciadora de TcE93, fet que permet alhora la correcta expressid de TcBri la
formacio de la pupa.

TcBr TcCPR27
4 100
= Control

80 = TeKr-h1i + TcE93i
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Figura 4.1V.6. Efecte del silenciament simultani de TcKr-h1 i TcE93 en els nivells d’expressié de TcBr i
TcCPR27. Es van injectar larves recent emergides a la darrera fase amb 4 pg/ul de dsMock (animals
Control) o 4 pg/ul de dsTcKr-h1 i 4 pg/ul de dsTcE93 (animals TcKr-h1i+TcE93i) de manera simultania i es
va mesurar I'expressié de (A) TcBr i (B) TcCPR27, mitjangant qRT-PCR. Els valors estan normalitzats per
I'expressiéo de TcRplL32. Les barres d’error indiquen 'ESM (n=3). Els nivells es mostren en unitats
arbitraries, assignant el valor de 1 a I'expressié dels individus Control L7d3. L’analisi estadistic indicava que
no hi havia diferéencies significatives entre I'expressié dels animals Control i la dels TcKr-h1i+TcE93i de la
mateixa edat (t-test).

4.IV.2 CARACTERITZACIO DE LA FUNCIO DE TcBr EN LA DIFERENCIACIO
ADULTA

Tal i com s’ha explicat en apartats anteriors, I'absencia de TcBr durant el darrer estadi
larvari de T. castaneum provoca |'aparicid d’individus amb una barreja de caracters larvaris,
pupals i adults, fet pel qual se '"ha anomenat I'especificador pupal (Konopova and Jindra, 2008;
Parthasarathy et al., 2008; Suzuki et al., 2008). D’altra banda, en el capitol 4.1l d’aquesta tesi
doctoral s’ha demostrat que TcE93 és imprescindible per a la diferenciacié adulta. A partir
d’aquestes dues premisses, i per tal de veure si TcE93 és el responsable de I'aparicié prematura
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de caracters adults en abséncia de TcBr, es va decidir estudiar la relacié entre aquests dos
factors.

En primer lloc es va analitzar el fenotip resultant de I’'eliminacié de I'expressié de TcBr,
per tal de reproduir els resultats obtinguts pels laboratoris dels Drs. Marek Jindra i Lynn
Riddiford. Per aix0 es van injectar larves recent mudades al darrer estadi larvari amb dsTcBr
(individus TcBri), a una concentracié de 5 pg/ul. Com a Control es van injectar larves amb 5 pg/ul
de dsMock. D’acord amb els resultats publicats, la interferéncia de TcBr produia dos fenotips
diferents (taula 4.IV.3). D’una banda, el 43 % de les larves mudaven a un estadi pupal que
presentava una barreja de caracteristiques larvaries, pupals i adultes (figura 4.IV.7 B). Aquests
individus movien constantment les potes i I'abdomen, fet inusual durant I'estadi pupal de T.
castaneum, on la pupa és practicament immobil. D’altra banda, el 55 % aturaven el seu
desenvolupament durant la fase quiescent de la prepupa. Extraient la cuticula larvaria d’aquests
individus s’hi podia veure també una mescla de caracters larvaris, pupals i adults, depenent de
I’estructura analitzada (figura 4.IV.7 C). Un analisi més detallat mostrava que tenien 'abdomen
arrodonit, de manera semblant a les pupes Control, pero sense gin traps (figura 4.IV.8 B-B’), i els
urogomphis tenien una morfologia entre larvaria i pupal (figura 4.IV.8 A-A’). Les potes mostraven
un cert grau de segmentacié adulta, amb la formacié de ganxos, tot i que molt curts. La longitud
dels segments també era menor que en els adults i la coloracidé s’assemblava a la dels estadis
larvaris (figura 4.IV.8 C-C’ i Introduccié figura 1.13). Les antenes estaven parcialment

Control TcBri + TcE93i

Figura 4.1V.7. Efecte de I’abséncia de TcBr i del silenciament simultani de TcBr i TcE93 durant la darrera
fase larvaria de Tribolium castaneum. Es van injectar larves recent emergides a la darrera fase amb 5
pg/ul de dsMock (animals Control), 5 pg/ul de dsTcBr (animals TcBri) o 4 pg/ul de dsTcBr i 4 pg/ul de
dsTcE93 (animals TcBri+TcE93i) de manera simultania, i es va observar 'efecte dels diferents tractaments
sobre la formacié de la pupa. (A) Visié ventral d’una pupa Control acabada de mudar. (B) Visié ventral
d’una pupa TcBri que presenta un aspecte inusual, amb les ales anormalment inflades i més petites que en
les pupes Control (fletxa blanca). (C) Visié ventral d’'un animal TcBri que set dies després del tractament no
ha aconseguit desprendre’s de la cuticula larvaria. (D, E) Visié ventral d’individus TcBri+TcE93i. Sis dies
després del tractament, algunes larves aconseguien pupar (D) amb un aspecte semblant a les pupes TcBri,
mentre que d’altres aturaven el seu desenvolupament (E). En (C) i (E) la cuticula larvaria es va extreure
manualment per tal d'observar la morfologia de I’animal. Escala: 0.5 mm en A-E.
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segmentades, pero no tenien els peéls sensitius caracteristics de les antenes adultes (figura 4.1V.8
D-D’). Les maxil-les, lleugerament segmentades i pigmentades, tenien un aspecte entre pupal i
adult, mentre que les mandibules presentaven una barreja de caracteristiques dels tres estadis
(figura 4.1V.8 E-E’ i F-F’). Aquestes observacions confirmaven els resultats reportats en anteriors
treballs sobre la funcid de TcBr (Konopova and Jindra, 2008; Parthasarathy et al., 2008; Suzuki et
al., 2008).

Taula 4.1V.3. Efecte de I'abséncia de TcBr o de TcBr i TcE93 sobre la formacio de la pupa.

Mortalitat Larva Fenotip pupal
Tractament n .. . Pupa
larvaria supernumeraria Suau Fort
Control 93 7 (7.5 %) = 86 (92.5 %) = =
TcBri 106 5(4.7 %) = = 46 (43.4%) 55 (51.9 %)
TcBri + TcE93i 121 11 (9.1 %) 17 (14 %) — 34 (28.1 %) 59 (48.8 %)

Un cop reproduit el fenotip que provoca I'abséncia de TcBr es va procedir a estudiar la
possibilitat que TcE93 estigués actuant de manera prematura durant la formacié de la pupa dels
individus TcBri. Per tal de comprovar aquesta hipotesi es van tractar larves recent emergides al
darrer estadi amb 4 pg/ul de dsTcBri 4 pg/ul de dsTcE93 de manera simultania (individus TcBri +
TcE93i). Sorprenentment, pero, el fenotip obtingut en absencia de TcBr i TcE93 va ser identic a
I'observat en les larves TcBri (taula 4.1V.3, figura 4.1V.7 i 4.1V.8). Aixi, el 28.1 % dels individus
TcBri + TcE93i mudaven a una pupa que movia constantment les potes i I'abdomen, i que
presentava una mescla de caracteristiques larvaries, pupals i adultes (figura 4.IV.7 D). D’altra
banda, aproximadament la meitat de les larves d’aquest tractament aturaven el seu
desenvolupament durant l'estadi quiescent (figura 4.IV.7 E). Extraient la cuticula larvaria
d’aquests individus de manera manual es podia veure que també presentaven una barreja de
caracteristiques larvaries, pupals i adultes. L'abdomen, amb una forma més o menys pupal, no
presentava gin traps, i els urogomphis tenien una morfologia entre larvaria i pupal (figura 4.1V.8
A”, B” i Introduccio figura 1.13). Les potes estaven parcialment segmentades i pigmentades,
pero els tarsos eren molt curts i els ganxos no estaven ben formats (figura 4.1V.8 C”’). Les antenes
i les maxil-les també estaven parcialment segmentades, perd no presentaven els péls
caracteristics de la fase adulta (figura 4.IV.8 D"’ i E”). Les mandibules estaven pigmentades, pero
no tenien una estructura adulta (figura 4.IV.8 F”’). En conclusio, aquests resultats mostraven que
el tractament simultani de dsTcBr i dsTcE93 no impedia la diferenciacid adulta parcial que
provocava l'abséncia de TcBr, ja que els fenotips obtinguts en ambdds tractaments eren
practicament idéntics.

Tot seguit, per tal de comprovar que la interferencia estava essent efectiva es van
mesurar els nivells d’mRNA de TcBr i TcE93 en individus Control, TcBri i TcBri + TcE93i, just
després de la muda pupal. Aixi, es va constatar que I'expressio de TcBr es veia considerablement
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Control || TcBri || TcBri+ TcE93i

Figura 4.1V.8. Efecte de I’abséncia de TcBr i del silenciament simultani de TcBr i TcE93 en la formacié de
les estructures pupals. Es van injectar larves recent emergides a la darrera fase amb 5 pg/ul de dsMock
(animals Control), 5 pg/ul de dsTcBr (animals TcBri) o 4 ug/ul de dsTcBr i 4 pug/ul de dsTcE93 (animals
TcBri+TcE93i) de manera simultania, i es va observar I'efecte del tractament sobre la formacié de les
estructures pupals. Per aquest analisi es van utilitzar els animals que no havien aconseguit completar la
muda pupal al cap de sis dies del tractament. (A-A”) Visi6 ventral de la part posterior de I'abdomen de
pupes Control (A) i d’individus TcBri (A’) i TcBri+TcE93i (A”), on s’observa la preséncia d’'urogomphis
(fletxes blanques). (B-B”’) Detall de la zona lateral de I'abdomen, on s’observen gin traps en les pupes
Control (B) (fletxa negra) pero no en els individus TcBri (B’) i TcBri+TcE93i (B”). (C-C"’) Potes, (D-D”)
antenes, (E-E”) maxil-les i (F-F"’) mandibules, lleugerament segmentades i pigmentades en els TcBri i
TcBri+TcE93i, a diferéncia dels apéndix de les pupes Control. Escales: 200 um en A, A’, A”, Ci C’; 100 um
enB,B,B’,C’,D,D, D" E,E”,FiF’;i50umenkEiF.

reduida després dels dos tractaments, tal i com s’esperava (4.IV.9 A). Per la seva banda, els
nivells de TcE93 també eren significativament menors en els individus TcBri + TcE93i.
Sorprenentment, pero, I'expressio de TcE93 era anormalment baixa en les pupes TcBri (figura
4.1V.9 B). Aixi, aquests resultats indicaven que I'activacié transcripcional de TcE93 durant la
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prepupa depenia de la presencia de TcBr. D’altra banda, I'expressié del marcador molecular de
cuticula adulta, TcCPR27, no s’activava prematurament en cap dels dos tractaments, indicant
que el programa genetic adult no s’iniciava completament en aquests individus (figura 4.1V.9 C).

En conclusid, tots aquests resultats indicaven que els caracters adults observats en
absencia de TcBr no eren deguts a I'accié prematura de TcE93, suggerint que la desaparicié de
TcBr durant I'estadi pupal és responsable de part de la diferenciacié adulta, de manera
independent a TcE93.
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Figura 4.1V.9. Efecte de I'abséncia de TcBr i del silenciament simultani de TcBr i TcE93 en els nivells
d’expressié de TcBr, TcE93 i TcCPR27. Es van injectar larves recent emergides a la darrera fase amb 5
pg/ul de dsMock (animals Control), 5 pug/ul de dsTcBr (animals TcBri) o 4 pg/ul de dsTcBr i 4 pg/ul de
dsTcE93 (animals TcBri+TcE93i) de manera simultania, i es va mesurar I'expressié, mitjangant gRT-PCR, de
(A) TcBr, (B) TcE93 i (C) TcCPR27 en pupes Control, TcBri i TcBri+TcE93i acabades de pupar. Els valors estan
normalitzats per I'expressio de TcRpL32. Les barres d’error indiquen I'ESM (n=5). Els nivells es mostren en
unitats arbitraries, assignant el valor de 1 a I'expressid dels individus Control. Els asteriscs indiquen
diferéncies significatives: p<0.05 (*) i p<0.0005 (***) (t-test).
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51 LA SUMOILACIO EN EL DESENVOLUPAMENT DE L’INSECTE
HEMIMETABOL Blattella germanica

En el capitol 4.1 s’han mostrat els resultats de I'estudi funcional de la sumoilacié en el
desenvolupament nimfal de B. germanica. Fins ara els estudis d’aquesta modificacié
posttraduccional en els insectes s’havien centrat exclusivament en el dipter D. melanogaster,
gue contrariament a la panerola presenta un desenvolupament holometabol. Aquesta mosca
conté un sol gen Sumo, Smt3, mentre que el genoma d’altres insectes menys evolucionats com
B. germanica en té dos: Sumol i Sumo3. Tot aixd convertia la panerola en un model ideal per
I’estudi de I'evolucié funcional del procés de sumoilacié en la classe Insecta.

5.1.1 Els insectes més modificats han perdut un paraleg Sumo al llarg de I'evolucié

L'estudi filogenetic dut a terme en aquest treball, utilitzant totes les seqliéncies
proteiques Sumo presents a les bases de dades, ha permes constatar que els insectes
hemimetabols contenen dos gens Sumo (figura 4.1.3). D’aquests, un s’agrupa, per la seva elevada
similitud de seqliéncia, amb els SUMO1 de vertebrats, mentre que I'altre ho fa amb la familia
SUMO2/3. Entre els insectes hemimetabols dels que es disposava de les sequiéncies Sumo en el
moment de I'estudi hi trobem, a més de B. germanica, un representant de I'ordre Phithiraptera
(P. humanus corporis) i un de I'ordre Hemiptera (A. pisum). Aquest darrer presenta anotades a la
base de dades tres seqliencies molt semblants (difereixen només en algunes insercions o
delecions) que s’agrupen amb els SUMOI1, i cinc seqliéncies més que s’agrupen amb els
SUMO2/3. Aquest elevat nombre de seqliéncies Sumo en A. pisum es podria atribuir a errors
durant el procés d’ensamblatge del seu genoma, recentment seqlienciat (International Aphid
Genomics Consortium, 2010).

El llinatge holometabol, en canvi, esta molt més ben representat en I'estudi filogenétic,
ja que es disposa de les seqiieéncies Sumo de sis himenopters, dos coledpters, quatre lepidopters
i sis dipters. Cadascun dels himenopters presenta dues seqiiencies Sumo, de les quals una
s’agrupa amb els SUMO1 i I'altra amb els SUMO2/3. Coleopters, lepidopters i dipters, en canvi,
presenten un sol Sumo, que s’agrupa amb la familia SUMO2/3. Tan sols dos dipters, els mosquits
A. aegyptii A. gambiae, tenen dos Sumo, pero tots dos s’agrupen amb les seqiiéncies SUMO2/3.
Segons la relacié filogenetica acceptada actualment, I'ordre Hymenoptera va divergir abans que
els coleopters, lepidopters i dipters (Trautwein et al., 2012). Per tant, de I'analisi filogeneétic se’n
desprén que el gen paraleg Sumol es va perdre en algun moment de l'evolucié dels insectes
posterior a la divergéncia dels himenopters, pero anterior a la dels coleopters.

D’altra banda, el fet que els insectes més ancestrals continguin, a més de Sumo3, un
paraleg Sumol molt més semblant al SUMO1 huma que al SUMO3 (en el cas de B. germanica,
BgSumol té 63% d’'identitat amb SUMO1 i 42% amb SUMO3), suggereix que la duplicacié del gen
Sumo inicial s’hauria donat en algun ancestre comu entre aquestes espécies tant allunyades
filogeneticament. En canvi, estudis filogeneétics anteriors, on només s’havia utilitzat la seqiiéncia
dSmt3 de D. melanogaster com a representativa de la classe Insecta, consideraven que aquesta
duplicacid s’havia donat en vertebrats (Su and Li, 2002). Curiosament, en plantes s’han arribat a
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descriure fins a nou paralegs Sumo en 'espéecie Arabidopsis thaliana (Kurepa et al., 2003), tot i
gue els analisis filogenetics indiquen que la familia de gens Sumo s’ha expandit de manera
independent en els regnes animal i vegetal (van den Burg et al., 2010).

Pel que fa a les caracteristiques de les seqléncies BgSumol i BgSumo3, ambdues
presenten una doble glicina prop de I'extrem C-terminal, conservada en totes les proteines
SUMO (figura 4.1.1). Aquesta diglicina marca la zona on han d’actuar les proteases especifiques
de SUMO, encarregades de transformar la proteina immadura en madura (Geiss-Friedlander and
Melchior, 2007). En D. melanogaster, I'estructura de la proteina dSmt3 s’ha descrit molt més a
fons observant que, igual com els SUMO humans, la seva estructura tridimensional es conforma
a partir de cinc lamines B i dues helixs a (Bayer et al., 1998; Ding et al., 2005; Huang et al., 2004;
Kumar et al., 2009). Aquest tipus d’estructura també és compartida per la ubiqlitina (Alexeev et
al., 1994).

5.1.2 BgSumo1l i BgSumo3 s’expressen en tots els teixits i es localitzen principalment en el nucli

Els analisis d’expressido de BgSumol i BgSumo3 durant la darrera fase nimfal mostraren
que els dos paralegs s’expressen en tots els teixits analitzats (cos gras, glandula protoracica,
cervell, CA, tub digestiu i ovari) (figura 4.1.4). A més, en glandula protoracica aquests nivells eren
bastant constants al llarg dels darrers estadis nimfals. En D. melanogaster 'expressié de dSmt3
també és ubiqua i es déna al llarg de tot el desenvolupament de I’animal, essent més elevada
durant I'embriogénesi i en la femella adulta, sobretot durant I'oogénesi (Hashiyama et al., 2009;
Huang et al., 1998; Talamillo et al., 2008b). Alguns dels gens que codifiquen pels enzims
encarregats de la via de conjugacido de dSmt3, com Ulpl, Aosl, Uba2 o lesswright, també
s’expressen majoritariament en I'embrid, les gonades de les femelles adultes i els teixits
indiferenciats (Talamillo et al., 2008b). Per la seva part, els SUMO1, SUMOQOZ2 i SUMO3 humans
s’expressen en tots els teixits, mentre que SUMO4 es troba fonamentalment a ronyons, noduls
limfatics i melsa (Bohren et al., 2004; Geiss-Friedlander and Melchior, 2007).

En aquest treball també s’ha observat que tant BgSumol com BgSumo3 es localitzen
majoritariament en el nucli en cel-lules S2 de D. melanogaster, tot i que també es trobaven, en
menor quantitat, en el citoplasma (figura 4.1.5). De manera destacable, la proporcié entre
proteina nuclear i citoplasmatica era significativament major en el cas de BgSumo3. Aquesta
localitzacié nuclear dels Sumo de B. germanica s’adiu perfectament amb el fet que molts dels
substrats de Sumo descrits son proteines nuclears. En el cas de D. melanogaster, dSmt3 també
es localitza principalment en el nucli de les cel-lules S2, tot i que quan s’'impedeix la seva
conjugacio a les proteines diana la preséncia en el citoplasma augmenta (Smith et al., 2004).
Aquest fet indica que la localitzacié nuclear de dSmt3 depen, almenys en part, de la seva unié a
les proteines diana. Per aix0, el fet que BgSumo1l tingués una major proporcioé de localitzacid
citoplasmatica que BgSumo3 suggereix que podria no ser capa¢ de conjugar-se a algunes
proteines de les cel-lules S2, o que la seva eficiencia a I’hora de possibilitar el transport de la
proteina diana al nucli fos menor. D’altra banda, dSmt3 també es localitza en el nucli de les
cél-lules polars durant 'embriogenesi, i en el de I'oocit i les cel-lules nodrisses de la femella
adulta (Hashiyama et al., 2009).
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Pel que fa als vertebrats, en cultius de cél-lules HeLa el SUMO1 huma es troba
majoritariament en el nucléol i la membrana nuclear, on regula el transport nucli-citoplasma de
determinades proteines mitjangant la sumoilacié de RanGAP1, proteina activadora de GTPases
(Mahajan et al., 1998; Matunis et al., 1998). SUMO2 i SUMO3, per la seva banda, es distribueixen
de manera homogeénia per tot el nucli. No obstant, igual que en el cas de dSmt3, la localitzacid
dels diferents SUMO humans canvia quan se’ls suprimeix la capacitat de conjugar-se a proteines
diana, passant a trobar-se tant en el nucli com en el citoplasma (Ayaydin and Dasso, 2004).

5.1.3 La sumoilacié és essencial durant el desenvolupament postembrionari de Blattella
germanica

L’estudi funcional de la sumoilacié en B. germanica es va dur a terme durant els darrers
estadis del desenvolupament nimfal mitjancant el silenciament simultani dels dos paralegs Sumo
(individus BgSumo1-3i), o del gen que codifica per I'enzim conjugador BgUbc9 (individus
BgUbc9i). En tots dos casos es va poder comprovar que la sumoilacid és essencial per la
supervivencia de B. germanica, ja que en absencia d’aquests gens es produia la mort dels
individus pocs dies després de la muda imaginal. A més, mitjancant I'estudi funcional per separat
dels dos paralegs Sumo es va observar que I'abséncia de només una de les dues proteines no
compromet la viabilitat de la panerola. Aixo indica que BgSumo1l i BgSumo3 sén redundants per
a les funcions de supervivencia de B. germanica controlades pel procés de sumoilacié (figura
5.1).

Com s’ha dit anteriorment, aquesta modificacid posttraduccional esta involucrada en
multitud de processos cel-lulars, com el transport intracel-lular de diverses proteines, la
transcripcié genica, la regulacid del cicle cel-lular i el manteniment de la integritat genomica i
nuclear, entre d’altres (Talamillo et al., 2008b). No és d’estranyar, doncs, que diversos estudis
hagin demostrat que la sumoilacié és essencial per a la supervivencia d’organismes tant distants
com els llevats o els mamifers (Geiss-Friedlander and Melchior, 2007; Martin et al., 2007). Aixi,
mutacions en els gens que codifiquen pels enzims responsables de la conjugacié de SUMO sdén
letals en S. cerevisiae, C. elegans, D. melanogaster, el peix zebra i els ratolins (Dohmen et al.,
1995; Huang et al., 2011; Johnson et al., 1997; Jones et al., 2001; Nacerddine et al., 2005; Nowak
and Hammerschmidt, 2006). En D. melanogaster, la disrupcié de la sumoilacié provoca letalitat
durant 'embriogenesi i compromet la viabilitat cel-lular en discs imaginals i en el sistema nervids
central (Epps and Tanda, 1998; Nie et al., 2009; Watts et al., 2003). En humans, la desregulacio
del procés de sumoilacié esta involucrada en diverses malalties, inclosos alguns cancers, la
diabetis i malalties neurodegeneratives com I’Alzeimer, el Parkinson o la malaltia de Huntington
(zhao, 2007).

5.1.4 La sumoilacié és necessaria per la muda imaginal de Blattella germanica

A més d’un efecte letal, la supressié del procés de sumoilacié (individus BgSumo1-3i o
BgUbc9i) durant el darrer estadi nimfal de B. germanica produia alteracions en la muda imaginal.
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Aquests defectes consistien en un desplegament deficient de les estructures alars (tegmines i
ales), i la torsio de les quetes de les potes (figures 4.1.8 i 4.1.14). Remarcablement, aquesta funcid
esta associada exclusivament al paraleg BgSumol (figura 5.1), ja que els individus BgSumoli
també presentaven aquestes alteracions, mentre que els animals BgSumo3i tenien un aspecte
totalment normal (figura 4.1.19).

A B. germanica s’han descrit defectes molt semblants en la muda imaginal de femelles a
les quals s’ha silenciat I'expressié d’algun dels receptors nuclears de la via de transduccié de la
20E, com BgEcR, BgRXR, BgHR3, BgHR4 o BgFtz-F1 (Cruz et al., 2006; Cruz et al., 2007; Cruz et
al., 2008; Mané-Padrds et al., 2012; Martin et al., 2006). Tot i que la majoria d’aquestes nimfes
no poden completar la muda, les que ho aconsegueixen presenten un desplegament incorrecte
de tegmines i ales, aixi com malformacions en les quetes de les potes. En els insectes, el
desplegament i I'expansié de les ales es déna durant I'Ultima part de I’écdisi, i s’ha vist que esta
controlat per bursicon, un neuropeptid sintetitzat en determinades neurones cerebrals en
resposta a la 20E (Dewey et al., 2004; Peabody et al., 2008). Els mutants del gen bursicon de D.
melanogaster, igual que els del gen que codifica pel seu receptor, rickets, no poden desplegar
correctament les ales, ni tampoc esclerotitzar ni pigmentar la nova cuticula (Baker and Truman,
2002). En el coleopter T. castaneum, pero, el silenciament de bursicon provoca només defectes
en el desplegament de les ¢elitres, sense afectar la pigmentacié de la cuticula (Arakane et al.,
2008). En B. germanica s’ha proposat que els defectes de muda observats en els individus sense
BgEcR, BgRXR, BgHR3, BgHR4 o BgFtz-F1 podrien ser deguts a una alteracié en I'alliberacié de
bursicon. De fet, I'abséncia de Ftz-F1 en les cél-lules Inka de D. melanogaster (encarregades de
produir diverses hormones relacionades amb I’écdisi) bloqueja la secrecié d’aquestes hormones
i provoca problemes de muda (Zitnan et al., 2007). El fet que la supressié del procés de
sumoilacié provoqui la mateixa afectacid suggereix una funcid d’aquesta modificacié
posttraduccional en I'alliberacié o la transduccié del senyal hormonal de bursicon,
interaccionant amb el mateix neuropéptid o amb algun/s dels factors de la seva via de
senyalitzacié. En aquest sentit, s’"han observat diverses dianes de sumoilacié potencials en la
seqliencia aminoacidica del receptor rickets. Per altra banda, també és possible que la supressio
de la sumoilacio estigui afectant la correcta transduccié del senyal hormonal de la 20E. En suport
a aquesta segona hipotesi, en el capitol 4.1 s’Tha demostrat que els receptors nuclears de B.
germanica BgEcR-A, BgRXR-L, BgE75A, BgHR3-A, BgHR3-B2 i BgFtz-F1 sén capacos d’unir-se a la
proteina SUMO1 humana en condicions in vitro, indicant que poden sumoilar-se (figura 4.1.21).
Recentment, també s’ha comprovat que els dos receptors nuclears de D. melanogaster que
conformen el receptor heterodimeric de la 20E, EcR i USP, es poden unir als SUMO1 i SUMO3
humans en cel-lules HEK293, tot i que es desconeixen les implicacions que aixo podria tenir en la
seva funcié (Bielska et al., 2012; Seliga et al., 2013; Watanabe et al., 2010). Ftz-F1, per la seva
banda, se sumoila en cel-lules S2R+ de D. melanogaster, i aixo fa que es redueixi la seva capacitat
d’activacid transcripcional sobre el receptor Scavenger Snmpl (Talamillo et al.,, 2013). En
vertebrats també s’ha demostrat la sumoilacié de diversos receptors nuclears, com el receptor
d’androgen (AR) (Poukka et al., 2000), el receptor d’estrogen (ER) (Sentis et al., 2005), el
receptor de progesterona (PR) (Abdel-Hafiz et al., 2002), PPAR-y (Ohshima et al., 2004), LXR
(ortoleg d’EcR) (Lee et al., 2009), RXR-a (ortoleg d’USP) (Choi et al., 2006), ROR-a (ortoleg d’"HR3)
(Hwang et al., 2009), LRH-1 (Yang et al., 2009) i SF-1 (ortoleg de Ftz-F1) (Chen et al., 2004). En la
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majoria d’aquests receptors nuclears (AR, PR, PPAR-y, LXR, RXR-a, LRH-1 i SF-1) la sumoilacid
produeix una disminucié de l'activitat transcripcional, mentre que en ER i ROR-a fa que
augmenti.

De manera similar a B. germanica, en D. melanogaster també s’ha demostrat que la
sumoilaciéd és essencial per al desenvolupament de I'ala durant el periode larvari i pupal,
mitjancant la interaccid de dSmt3 amb la proteina Vestigial (Vg), que controla la proliferacid i
especificacié d’aquest teixit (Takanaka and Courey, 2005). A més, I'abséncia de dSmt3 en el disc
imaginal provoca la formacié d’una ala adulta molt petita i mal formada, degut a I'activacié de
mecanismes de mort cel-lular (Huang et al., 2011). Aquest podria ser el cas de les tegmines i les
ales dels individus BgSumo1-3i, BgUbc9i i BgSumoli de B. germanica, que soén significativament
més petites (figures 4.1.8, 4.1.14 i 4.1.19). D’altra banda, s’ha descrit que la sumoilacio dels factors
de transcripcio Spalt (Sal) i Spalt-related (Salr) és essencial per la formacid correcta del patré de
venes de I'ala adulta, ja que la seva abséncia provoca I'aparicié de venes ectopiques (Sanchez et
al., 2010; Sanchez et al., 2011). En B. germanica, tot i que no s’observa la preséncia de venes
ectopiques en les tegmines i ales dels individus BgSumo1-3i, BgUbc9i i BgSumoli, la visié en
detall d’aquestes estructures si que mostra una lleugera afectacié en la delimitacié de la zona
vena-intervena, que en D. melanogaster s’ha comprovat que depéen de I'accié del receptor de
membrana Notch (de Celis and Garcia-Bellido, 1994; de Celis et al., 1997). Tot i que fins al
moment no s’ha estudiat la capacitat de sumoilar-se d’aquest factor, podria ser que es veies
afectat per I'abséncia d’aquesta modificacié posttraduccional.

5.1.5 El paraleg BgSumol controla la cascada de resposta a la 20E durant la metamorfosi de
Blattella germanica

El silenciament de BgSumo1 durant els dos darrers estadis nimfals comportava una altra
afectacié important: el retard significatiu de la muda imaginal. Els individus BgSumoli que
mudaven a adult ho feien una mitjana de 2.5 dies més tard que els Control, mentre que els
BgSumo3i no mostraven cap retard en el seu desenvolupament (figura 4.1.17). A més, el 19%
dels BgSumoli ni tan sols aconseguien mudar, i romanien en el sise estadi nimfal durant tota la
vida (taula 4.1.3). En aquests individus, I'analisi d’expressié de diferents receptors nuclears
encarregats de la transduccid del senyal ecdisteroidal suggeria que el pic de 20E que indueix la
muda imaginal no es donava de manera normal (figura 4.1.18). Aquest fenotip era molt semblant
a l'observat en D. melanogaster, on s’ha comprovat que I'abséncia de dSmt3 en la glandula
protoracica durant el periode larvari impedeix l'inici de la metamorfosi degut a la baixa
produccié de 20E (Talamillo et al., 2008a). Aix0 fa que aquestes larves es quedin en el darrer
estadi pre-metamorfic (L3) indefinidament. La incapacitat d’aquestes larves per sintetitzar
ecdisteroides es deu al fet que dSmt3 regula I'expressid de receptors Scavenger (SR-BI) que
controlen la incorporacié de colesterol a la glandula protoracica (Talamillo et al., 2013). A més,
dSmt3 també controla I'expressid i modifica l'activitat del receptor nuclear BFtz-F1,
imprescindible per 'inici de la metamorfosi i necessari per a la induccié del receptor Scavenger
Snmp1 (Talamillo et al., 2013).
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Remarcablement, quan se silenciaven els dos paralegs Sumo de B. germanica de manera
simultania (animals BgSumo1-3i) també hi havia un percentatge d’individus (13%) que no
iniciaven la muda imaginal (taula 4.1.2). Aixo suggeria que, igual que en el cas dels BgSumoli,
podrien presentar una afectacidé en la produccio i/o transduccié del senyal de la 20E. Aquests
individus, pero, morien tot seguit, fet que impedia saber si haurien mudat amb retard o no
haurien mudat mai. Curiosament, aquest fenomen tenia més incidéncia en els individus
BgSumoli que en els BgSumol-3i (el 81% dels quals mudaven amb un timing normal),
probablement pel fet que el tractament amb dsRNA en els primers s’aplicava a l'inici del
penultim estadi nimfal, mentre que en els BgSumo1-3i s’aplicava a l'inici del darrer estadi nimfal.
Aguests BgSumo1-3i, per tant, disposaven de menys temps per eliminar BgSumol abans de la
muda imaginal.

5.1.6 El paraleg BgSumo1 controla la proliferacié de les cél-lules fol-liculars

La sumoilacié és essencial per a la proliferacié i la progressié del cicle cel-lular en la
majoria de models on s’ha estudiat a nivell funcional, des d’organismes unicel-lulars com el
protist Trypanosoma brucei a organismes més complexos com el nematode C. elegans, el peix
zebra Danio rerio, |la granota africana Xenopus laevis o el ratoli Mus musculus (Liao et al., 2010;
Nacerddine et al., 2005; Nowak and Hammerschmidt, 2006; Poulin et al., 2005; Terada and
Furukawa, 2010). En B. germanica, per estudiar la funcié de la sumoilacié sobre la proliferacid
cel-lular s’ha utilitzat com a model un teixit que es divideix activament durant el darrer estadi
nimfal, I'epiteli fol-licular de I'oocit basal. El silenciament del procés de sumoilacié (animals
BgSumo1-3i o BgUbc9i) provocava una deficiéncia significativa en la proliferacié de les cel-lules
d’aquest teixit (figura 4.1.9 i 4.1.15). Aquest fet s’observava també en els oocits dels individus
BgSumoli (figura 4.1.20). Aixo feia que, un cop assolit I'estadi adult, tant els animals BgSumo1-3i
com els BgUbc9i i els BgSumoli presentessin ovaris significativament més petits i no iniciessin el
cicle gonadotrofic. Per tant, els seus oocits no eren mai fecundats i aquests individus no es
podien reproduir. D’altra banda en els individus BgSumo3i s’observaven uns oocits basals
completament normals que eren capacos, un cop fecundats, de formar embrions perfectament
viables. Tot aix0 indicava que la funcié de proliferacié en les cel-lules fol-liculars de B. germanica
esta controlada per el paraleg BgSumo1 (figura 5.1). D’altra banda, també es va observar que les
tegmines i les ales dels individus BgSumo1-3i, BgUbc9i i BgSumoli eren significativament més
petites que les dels Control o les dels BgSumo3i (figura 4.1.8, 4.1.14 i 4.1.19), el que suggereix que
BgSumo1l també podria estar involucrat en la proliferacié d’aquestes estructures. No obstant, no
s’ha explorat amb més detall aquesta possibilitat.

El paper de Sumo en la regulacié de la proliferacid cel-lular també s’ha descrit en D.
melanogaster. En aquest dipter s’ha comprovat que la sumoilacié és essencial per la progressio
del cicle cel-lular en I'embrié i els discs imaginals de I'ull i I'ala, on les cel-lules sense I'enzim
activador Aosl arresten durant la transicié G2/M (inici de la mitosi) (Kanakousaki and Gibson,
2012). La sumoilacié també és imprescindible per a la divisié de les cél-lules S2, on la manca de
dSmt3 provoca l'arrest del cicle cel-lular durant la transicid G1/S (just abans de l'inici de la
duplicacié del contingut genétic) (Nie et al.,, 2009). D’acord amb aquestes afectacions, en D.
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melanogaster s’han descrit nombroses proteines diana de dSmt3 que tenen una funcié durant la
mitosi, com per exemple la quinasa Polo, necessaria per a la formacié del fus mitotic, la
Topoisomerasa 2, involucrada en la segregacid dels cromosomes, o la fosfatasa PP2A, que
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Figura 5.1. Funcions de la sumoilacié en Blattella germanica i Drosophila melanogaster. Esquema on es
correlacionen les funcions que el procés de sumoilacié controla en la panerola B. germanica i la mosca D.
melanogaster, aixi com el paraleg Sumo concret que les desenvolupa. Les esferes de color verd
representen la proteina BgSumo1 (S1), i les de color vermell representen BgSumo3 (S3) o la proteina Smt3
de D. melanogaster. Les el-lipses representen la/les proteina/es que se sumoilen per dur a terme les
funcions indicades. L'interrogant del seu interior indica que no han estat descrites de moment, i en
paréntesi s’assenyalen possibles candidats. Les fletxes discontinues indiquen que la funcié assenyalada no
s’ha descrit de moment en aquesta especie.



156 Discussié

participa en la sintesi del DNA i altres etapes del cicle cel-lular (Dasso, 2008; Nie et al., 2009). A
més, la localitzacié de dSmt3 en la regid centromeérica durant el periode mitotic recolza les
evidencies que assenyalen que té una funcié clau durant aquest procés (Nie et al., 2009).

Per altra banda, les cel-lules fol-liculars de B. germanica presentaven uns nuclis molt
grans i d’aspecte anormal en els individus BgSumo1-3i, BgUbc9i i BgSumoli (figures 4.1.9, 4.1.15 i
4.1.20, respectivament). En aquest sentit, s’"han descrit fenotips semblants en alguns mutants on
I"abséncia de la sumoilacid provoca segregacié aberrant dels cromosomes, hipercondensacio i
polipoidia, com en els embrions de ratoli deficients per Ubc9 (Nacerddine et al., 2005). També
en el peix zebra la manca d’Ubc9 durant 'embriogenesi, a més d’'impedir la proliferacid, provoca
replicacions addicionals del DNA en algunes cél-lules, que poden arribar a tenir entre quatre i
vuit copies cromosomiques (Nowak and Hammerschmidt, 2006). Tot aix0 suggereix que
I"'abséncia de BgSumo1l en B. germanica podria estar provocant la formacid de nuclis poliploides.

5.1.7 l’evolucié de la funcionalitat de les proteines Sumo en insectes

Per tal d’aprofundir en l'estudi de les diferencies funcionals que presenten els dos
paralegs Sumo de B. germanica es va analitzar la seva capacitat de rescatar la deficiéncia de
dSmt3 en D. melanogaster. Contrariament a I'observat en B. germanica (on BgSumol és
indispensable per a diversos processos nimfals mentre que BgSumo3 duu a terme funcions
redundants), només BgSumo3 era capa¢ de compensar la deficiencia de dSmt3 en el disc d’ala i
la glandula protoracica de D. melanogaster (figura 4.1.22). Aquests resultats indicaven que
BgSumo3 conté tots els elements necessaris per a substituir funcionalment dSmt3, mentre que
BgSumol no. A nivell de seqliéncia, BgSumo3 és molt més semblant a dSmt3 (82%) que
BgSumol (43%). Sembla logic pensar que BgSumo3 podria estar aportant a les proteines diana
de D. melanogaster una conformacid i unes propietats molt semblants a les conferides per la
unié amb dSmt3. En aquest sentit, I'estructura tridimensional de dSmt3 i la de la proteina
SUMO3 humana presenten una semblanga molt gran (Kumar et al., 2009). En canvi, I’estructura
del SUMO1 huma, tot i presentar la conformacio caracteristica de les proteines SUMO amb dues
hélix-a i cinc lamines-B, mostra més diferéencies amb les proteines SUMO3 humana i dSmt3
(Martin et al., 2007). D’altra banda, s’ha descrit en I'apartat de resultats que la localitzacié dels
dos paralegs Sumo de B. germanica en cel-lules S2 de D. melanogaster era majoritariament
nuclear, tot i que BgSumol contenia una proporcid major de localitzacié citoplasmatica que
BgSumo3. Tal i com s’ha especulat en 'apartat 5.1.2, aixd podria indicar que la capacitat de
BgSumol per transportar les proteines sumoilades al nucli de les cél-lules S2 és menor, ja que
s’ha descrit en diversos estudis que la localitzacié de dSmt3 en aquest tipus cel-lular és, gairebé
exclusivament, nuclear (Smith et al., 2004).

Una segona possibilitat seria el fet que la maquinaria de conjugacié de dSmt3 no pogués
reconeixer i unir BgSumol a les proteines dianes. Aixd0 no sembla probable si es té en compte
que les especies amb més d’'un Sumo, com per exemple els vertebrats, utilitzen el mateix
mecanisme de conjugacié per als diferents paralegs (Gareau and Lima, 2010; Geiss-Friedlander
and Melchior, 2007). A més, I'alt grau de conservacié entre els diferents enzims conjugadors
Ubc9 d’insectes, inclos el de B. germanica, suggereix que aquest enzim no seria limitant per a la
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unié de BgSumol. Tot i aix0, caldria comprovar si realment BgSumol és capa¢ de sumoilar
proteines de D. melanogaster per desestimar aquesta hipotesi.

Finalment, s’ha vist que en vertebrats els SUMO2/3 tenen residus Lisina prop de I'extrem
amino terminal que s’utilitzen com a acceptors de SUMO, i que no estan presents en SUMOL1.
Aixo permet a les proteines SUMO2/3 formar cadenes de manera eficient, tant in vitro com in
vivo (Pedrioli et al.,, 2006; Tatham et al.,, 2001). Aquestes cadenes s’acumulen en condicions
d’estrés, i s’ha suggerit que actuen com a senyal per a la ubiquitinacié i posterior degradacioé de
les proteines a les quals estan unides (Castoralova et al., 2012; Tatham et al.,, 2011).
Recentment, a partir d’estudis protedomics s’ha observat que també els SUMO1 poden formar
cadenes in vivo, en Lisines no-consens, tot i que de moment se’n desconeix la funcionalitat
(Blomster et al., 2010; Galisson et al., 2011). Tenint en compte aquesta caracteristica d’alguns
SUMO de formar cadenes, existeix la possibilitat que la clau del rescat de la deficiéncia de dSmt3
estigui en la diferent habilitat dels paralegs BgSumo1l i BgSumo3 per formar cadenes. En aquest
sentit, BgSumo1 conté un consens de sumoilacié (EQKP) que no esta present en BgSumo3 ni en
dSmt3. No obstant, caldria estudiar la capacitat de sumoilar-se dels diferents Sumo per tal
d’aprofundir en aquesta possibilitat.
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5.1 E93 ACTUA COM A ESPECIFICADOR ADULT EN ELS INSECTES
HEMIMETABOLS | HOLOMETABOLS

En els capitols 4.1, 4.1l i 4.IV s’"han mostrat els resultats obtinguts en I'estudi funcional
del factor de transcripcié E93 que han permes descriure’l com |'especificador adult tant en
insectes hemimetabols (B. germanica) com holometabols (T. castaneum i D. melanogaster).
Aquest és un fet molt rellevant en I'estudi dels mecanismes moleculars que regulen la
metamorfosi dels insectes, ja que introdueix un element clau en aquest procés que fins al
moment es desconeixia. A més, obre la porta al plantejament de noves hipotesis que puguin
ajudar a desxifrar I’enigma que suposa I'aparicié de la metamorfosi completa a partir d’ancestres
amb metamorfosi incompleta.

5.11.1 E93 és un factor de transcripcid de la familia Pipsqueak

Les proteines E93 contenen un domini d’unié a DNA helix-turn-helix (HTH) de tipus
Pipsqueak (Psq), que les engloba dins la familia de proteines Psq (Siegmund and Lehmann,
2002). Aquest domini consta de 54 aminoacids molt conservats en tots els ortolegs d’'E93
d’insectes, i fins i tot en els d’humans (LCoR i LCoR-Like) (figura 4.11.1). Aquest elevat grau de
conservacié ha permeés el clonatge de la seqiiéncia £93 de la panerola B. germanica, BgE93. En
aquesta, igual que en T. castaneum (TcE93), s’ha detectat un sol domini Psg, mentre que d’altres
ortolegs com el d’A. mellifera (anomenat Mblk-1) en contenen dos: RHF1 i RHF2 (Takeuchi et al.,
2001). Per la seva banda, les dues isoformes de I'ortoleg en D. melanogaster (DE93A i DE93B)
presenten, a més del Psq canonic, un segon domini molt semblant que conté substitucions
d’alguns residus que el fan incompatible amb I'estructura HTH classica (Siegmund and Lehmann,
2002).

Nombrosos indicis indiquen que les proteines E93 sdn factors de transcripcié. A més del
citat domini d’uni6 a DNA (Psqg), contenen un potencial senyal de localitzacié nuclear
(RPKRGKYR) (Kalderon et al., 1984), aixi com dominis rics en glutamina, en el cas de DE93, i
prolina, en el cas de BgE93, que poden actuar com a dominis activadors de la transcripcio
(Gerber et al., 1994). A més, tal i com s’espera en un factor de transcripcid, DE93 es localitza en
el nucli de les cél-lules de D. melanogaster, s’uneix en regions especifiques dels cromosomes
politénics de la glandula salival i la seva abséncia afecta la transcripcio de gens situats en aquests
loci (Lee et al., 2000). Tot i aix0, fins al moment només s’ha demostrat la capacitat d’'unié a DNA
en l'ortdleg present a A. mellifera, Mblk-1. Aquest s’uneix especificament a la seqiiéncia 5’-
CCCTATCGATCGATCTCTACCT-3’, que conté un motiu palindromic (ATCGATCGAT) (Park et al.,
2002).

5.11.2 E93 s’expressa durant el periode metamorfic en insectes hemimetabols i holometabols

En la caracteritzacié d’E93 com a factor indispensable per al correcte progrés de la
metamorfosi dels insectes s’han utilitzat com a model I'hemimetabol B. germanica i els
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holometabols T. castaneum i D. melanogaster. En totes tres espeécies, |'expressio dels respectius
ortolegs E93 s’activa just abans de l'inici del periode metamorfic, i es manté fins a I'eclosié de
I’adult, en coherencia amb la funcid de diferenciacié adulta desenvolupada per aquest factor. En
B. germanica, BgE93 augmenta considerablement els seus nivells immediatament després de
I'inici del darrer estadi nimfal. Remarcablement, aquesta activacid es déna en els tres teixits
metamorfics analitzats (glandula protoracica, estructures alars i epidermis) mentre que no es
produeix en un teixit que no pateix canvis metamorfics, el cos gras (figura 4.1l.3). En T.
castaneum |'expressid de TcE93 augmenta durant els primers dies de la darrera fase larvaria, es
fa molt més pronunciada durant la prepupa i arriba als seus nivells maxims en els primers dies de
I’estadi pupal, on té lloc la diferenciacié adulta (figura 4.111.2). També en D. melanogaster tant
DE93A com DE93B s’activen durant la fase prepupal i presenten els seus nivells més alts durant
el periode pupal (figura 4.111.9). No obstant, estudis en aquest dipter han demostrat que la
presencia de DE93 no es déna de manera idéntica en tots els teixits, sind que presenta un patrd
molt més complex, amb especificitat temporal i tissular. En general I'activacié transcripcional de
DE93 es dona en resposta a diferents pics de 20E, tot i que en alguns teixits és independent dels
nivells d’aquesta hormona (Baehrecke and Thummel, 1995; Lee et al., 2000; Mou et al., 2012;
Tweedie et al., 2009). Aixi, en el tub digestiu s’activa responent al pic que es ddna durant la
formacio del pupari (Oh APF), perdo només en les cél-lules larvaries, ja que ens les imaginals ho fa
un cop formada la pupa. En la glandula salival, en canvi, s’'indueix pel pic de 20E de 12h APF, i
provoca l'inici de la degeneracid del teixit (Lee et al., 2000). La regulacié especifica en aquest
organ es podria donar a través del receptor nuclear BFtz-f1, que s’ha comprovat que s’uneix
directament al promotor de DE93 i que actua de factor de competencia per permetre la seva
induccid en resposta a la 20E (Broadus et al., 1999; Woodard et al., 1994). En les cel-lules que
han de formar les estructures adultes, com els discs imaginals i els nius d’histoblasts abdominals,
DE93 no es detecta fins després de l'eversidé del cap i la formacié de la pupa, de manera
consistent amb la seva funcidé de diferenciador adult (Mou et al., 2012). En aquests teixits, la
seva presencia és uniforme en un primer moment, pero posteriorment es fa més restrictiva. En
I'ala pupal, per exemple, DE93 disminueix en els venes en desenvolupament; en la pota pupal,
per la seva banda, esta present tant en les cel-lules que formaran les quetes com en les que
formaran les bractees (estructures unicel-lulars pigmentades, adjacents a les quetes) fins a les
30-36h APF, quan desapareix en les quetes i es manté tan sols a les bractees, essent
imprescindible per I'especificacié d’aquesta estructura (Mou et al.,, 2012). En I'ull, el patré
d’expressio és molt dinamic i extremadament complex. En d’altres teixits, com el sistema nervids
central (CNS), I'activacié de DE93 es déna a les 12h APF, perd no depén de la 20E (Baehrecke and
Thummel, 1995). Aquesta complexa variabilitat en la regulacié de DE93, especifica de cada teixit
i estadi, suggereix que pot estar duent a terme diferents processos depenent del moment i el
lloc on esta present. Per altra banda, en 'abella de la mel, A. mellifera, s’ha estudiat I'expressio
de Mblk-1 en el cervell adult, que es concentra a les cel-lules Kenyon (Takeuchi et al., 2001).

5.11.3 E93 és I'especificador adult en els insectes hemimetabols i holometabols

L'analisi funcional en cadascun dels organismes estudiats va revelar que E93 és
imprescindible per assolir I'estadi adult. En B. germanica, I'abséncia de BgE93 durant el darrer
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estadi nimfal provocava la formacié d’un estadi nimfal supernumerari. Aquest mantenia totes les
caracteristiques de les nimfes: (1) les tegmines i les ales es trobaven dins els wing pads toracics i
les seves cél-lules no canviaven de conformacio; (2) mantenien la coloracié nimfal de la cuticula,
aixi com la morfologia dels cercs nimfals i dues franges amples de color negre en el pronot; (3) la
glandula protoracica no degenerava, fet que els permetia mudar a nous estadis nimfals
supernumeraris; i (4) les cel-lules dels CA seguien proliferant i no s’activaven els gens
encarregats de la produccié massiva d’HJ caracteristica de I'entrada a I'estadi adult (figures 4.11.5
i 4.11.7). De manera semblant, I'abséncia de TcE93 durant la darrera fase larvaria de T. castaneum
també impedia el pas a I'estadi adult. Aixi, tot i que la majoria de larves pupaven de manera
normal, durant aquest estadi no es donaven els processos de segmentacid i pigmentacid
caracteristics de la diferenciacié adulta, i en comptes de l'individu adult es formava un segon
estadi pupal (figura 4.111.6). De la mateixa manera, I'abséncia de DE93 en D. melanogaster també
impedia la diferenciacié adulta durant la fase pupal (figura 4.111. 10).

Inicialment, DE93 es va descriure en aquest dipter com I’encarregat de transmetre el
senyal hormonal que indueix la mort cel-lular programada de teixits larvaris, com les glandules
salivals o el sistema digestiu larvari, durant la metamorfosi (Lee et al., 2000). Aquesta funcio
també s’ha observat en B. germanica, on BgE93 controla la mort de la glandula protoracica al
final del periode nimfal (figura 4.11.7). En D. melanogaster, DE93 controla la degeneracié de les
glandules salivals regulant I'expressié de gens que codifiquen per proteines inductores de mort
cel-lular com reaper (rpr), head involution defective (hid), croquemort (crq), apaf-1-related killer
(ark) o el gen que codifica per la caspasa Dronc (dronc) (Daish et al., 2003; Lee and Baehrecke,
2001; Lee et al., 2000). A més, s’ha localitzat DE93 en algunes zones dels cromosomes politénics
d’aquestes glandules que contenen gens involucrats en la mort cel-lular programada, com dredd,
crqg, dcp-1 o driICE (Lee et al., 2000). Recentment, pero, s’han descrit alguns al-lels mutants de
DE93 que demostren que aquest factor de transcripcid no controla només els processos de
degeneracié que es donen durant la metamorfosi de la mosca, siné que també esta involucrat en
la formacié i diferenciacié de diverses estructures adultes com els ulls, les antenes, les
estructures bucals, les ales, les potes i I'abdomen (Mou et al., 2012). A més, I'estudi exhaustiu de
la funcié de DE93 en la formacid de les bractees de les potes ha demostrat que actua com a
factor d’identitat adulta en aquesta estructura, permetent que la cél-lula pugui respondre als
senyals especifics que n’indueixen la diferenciacié (Mou et al., 2012). La funcié diferenciadora de
DE93 també ha estat descrita ampliament per la Dra. Cristina Manjén, en el laboratori del Dr.
David Martin, a través de la interferencia especifica d’aquest factor en diversos teixits de la
mosca (figura 4.111.10 i resultats no publicats).

Les dades obtingudes en aquesta tesi doctoral indiquen que E93 és el factor encarregat
de regular tots els processos metamorfics en els insectes hemimetabols i holometabols, tant els
que impliquen la degeneracié de teixits larvaris com els que comporten el desenvolupament i la
diferenciacid de les estructures adultes. Aquests processos estan alhora controlats per la
cascada de resposta a la 20E (Dubrovsky, 2005). El fet que aquesta cascada génica es trobi també
present en totes les transicions nimfals/larvaries anteriors a la metamorfica suggereix que E93
podria ser el factor responsable de modular I'accié de la 20E durant la metamorfosi, permetent
I'activacid del programa genétic adult. A més, la seva distribucié tissular diferencial suggereix
que aquest factor podria proporcionar un mecanisme molecular capa¢ de refinar el senyal
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sistemic de la 20E per possibilitar una resposta biologica concreta depenent del teixit. En favor
d’aquesta hipotesi s’ha descrit que un dels dos ortolegs £93 en humans, LCoR (de I'anglés ligand-
dependent nuclear corepressor), s'uneix a diversos receptors nuclears que actuen de receptors
hormonals esteroidals, com el receptor d’estrogen a (ERa), el de progesterona (PR) i el de
glucocorticoides (GR), de manera dependent de lligand (Fernandes et al., 2003; Palijan et al.,
2009). També d’altres receptors nuclears interaccionen amb LCoR, com el receptor de vitamina
D (VDR) i RXRa. Aguesta unid, que es ddna a través d’un domini LXXLL, provoca la repressio de la
transcripcié una vegada el receptor nuclear s’ha unit al seu lligand (Fernandes et al., 2003; Heery
et al.,, 1997). El domini d’interaccié amb receptors nuclears LXXLL esta present en tots els
ortolegs E93 d’insectes dels que es disposa de la seqliencia completa, fet que suggereix que E93
podria estar actuant com a corepressor del receptor de 20E, EcR, o d’algun altre receptor
nuclear. D’acord amb aquesta hipotesi, I'estudi de la localitzacié de DE93 en els cromosomes
politenics de D. melanogaster mostra la seva presencia en algunes regions cromosomiques que
contenen gens regulats per la 20E, com E74, E75 o el mateix £93 (Lee et al., 2000). Aixi doncs,
seria interessant explorar la capacitat d’interaccié dels E93 d’insectes amb el receptor de la 20E
o altres receptors nuclears, per tal de comprovar si aquest és el mecanisme molecular utilitzat
pel diferenciador adult per modificar la cascada de resposta a la 20E durant la metamorfosi.

De manera similar al que ocorre durant el darrer estadi juvenil dels insectes, la pubertat
en els mamifers també esta controlada per diversos factors hormonals. Dels dos ortolegs d’E93
descrits en humans, fins al moment només s’ha estudiat la funcid de LCoR-Like, que s’ha
relacionat amb el control de I'alcada (Kim et al., 2010; Soranzo et al., 2009). L’altre ortoleg, LCoR,
s’expressa en nombrosos teixits del fetus i I'adult, inclosos la placenta, el cerebel, el cos callés i
el ronyé (Fernandes et al., 2003). Donat el grau de conservacio entre E93 i LCoR, juntament amb
el fet que aquest darrer interacciona amb diversos receptors hormonals, seria interessant
comprovar si desenvolupa algun paper durant la maduracio sexual i I'activacié del programa
geneétic adult en humans.

5.11.4 E93 i 'hormona juvenil actuen de manera coordinada durant I'inici de la metamorfosi

Tant en els insectes hemimetabols com en els holometabols el pas de I'estadi juvenil a
I’estadi adult depen, a més de la presencia d’E93, de la desaparicié de I'HJ durant el darrer
periode nimfal/larvari (Nijhout, 1994; Riddiford, 2012). D’acord amb aquesta funcid
antimetamorfica de I'HJ, en el capitol 4.1l s’ha demostrat que I'aplicacié ectopica de metopre
(analeg de I'HJ) durant la darrera fase nimfal de B. germanica provocava |'aparicié de caracters
nimfals després de la muda imaginal, de manera dosi-dependent (figura 4.11.8). A més, la
juvenilitzacid observada era directament proporcional a la preséncia de BgKr-h1l: quant major
era la dosi de metopré administrada, més elevats eren els nivells d’expressié de Bgkr-h1 i major
el grau de juvenilitzacié (figura 4.11.8). Aquesta funcié antimetamorfica s’ha demostrat també en
d’altres insectes hemimetabols, com R. prolixus o P. apterus, on el tractament amb HJ ectopica
durant la darrera fase nimfal impedeix la metamorfosi i provoca I'aparicié d’un nou estadi nimfal
mitjancant I'activacié de Kr-h1 (Konopova et al., 2011; Wigglesworth, 1940). A més, la presencia
de Kr-hl durant el penultim estadi nimfal és imprescindible per impedir la metamorfosi
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prematura (Konopova et al.,, 2011; Lozano and Belles, 2011). De manera similar, en
I’holometabol T. castaneum Kr-h1 respon a I’'HJ per bloquejar la metamorfosi durant els estadis
larvaris previs al darrer (Konopova and Jindra, 2007; Minakuchi et al., 2008b; Minakuchi et al.,
2009), mentre que l'aplicacié ectopica d’analegs d’aquesta hormona durant la darrera fase
larvaria provoca la formacié de larves supernumeraries (Parthasarathy and Palli, 2009).

Malgrat la funcid antimetamorfica de I'HJ, en aquest treball s’ha comprovat que
I'activacid transcripcional de I'especificador adult BgE93 durant el darrer estadi nimfal no esta
controlada, almenys principalment, per aquesta hormona (figura 4.11.8). Per altra banda, la
interferéncia de BgE93 des de I'inici d’aquesta fase tampoc provocava la reinduccid dels nivells
d’HJ i BgKr-h1 (figura 4.11.9), demostrant que |'especificador adult no controla la produccié
d’aquesta hormona. Aquests resultats, en definitiva, indicaven que BgE93 i la via de senyalitzacid
de I’HJ controlen I'entrada a la metamorfosi a través de vies d’accid paral-leles (figura 5.2). Aixd
fa imprescindible la perfecta coordinacié temporal entre la caiguda dels nivells d’HJ i I'activacio
transcripcional de BgE93, i suggereix que ambdds fets podrien estar regulats per un mateix
senyal. Aquest senyal podria estar relacionat amb la mida de I'animal, tenint en compte que en
d’altres insectes, com D. melanogaster o M. sexta, s’"ha comprovat que es requereix arribar a un
pes minim (pes critic) per tal de poder iniciar la metamorfosi (Mirth and Riddiford, 2007; Mirth
and Shingleton, 2012) (figura 5.2).

D’altra banda, els resultats obtinguts en B. germanica demostraven que I’'HJ i BgKr-h1 no
son essencials per al manteniment dels caracters nimfals en abséncia de BgE93, i que la seva
funcid es limita a impedir la diferenciacié adulta. En aquest sentit, recentment s’ha comprovat
qgue I'abséncia de BgKr-h1 durant la penultima fase nimfal (N5) de B. germanica provoca la muda
prematura a I'estadi adult al final d’aquesta fase (Lozano and Belles, 2011). Tenint en compte
gue BgE93 és imprescindible per a que es doni la metamorfosi, aquesta aparicid precoc¢ de
caracters adults es podria donar per (a) I'accié adultitzadora dels nivells basals de BgE93
presents durant la penultima fase nimfal, o bé per (b) I'activacié transcripcional prematura de
BgE93. La primera hipotesi indicaria que la quantitat de BgE93 present a N5 és suficient per a
I'activacid del programa genetic adult, pero que BgKr-h1 actua durant aquesta fase impedint-ne
I'accié. La segona opcid, en canvi, implicaria que I'HJ, a través de BgKr-hl, esta impedint
I'activacid transcripcional de BgE93 durant el penultim estadi nimfal. Aquest fet entraria en
contradiccié amb el resultat observat després de I'aplicacié de metopré durant la darrera fase
nimfal, que no evitava I'activacié de BgE93 (figura 4.11.8). No obstant, podria ser que el senyal
que induis BgE93 estigués ja present durant el penultim estadi nimfal perd que BgKr-h1 fos
capa¢ de bloquejar-lo, impedint I'activacié transcripcional de BgE93. Aquest senyal, un cop
iniciat I’4ltim periode nimfal, hauria de fer-se molt més intens, de manera que el manteniment
d’alts nivells de BgKr-h1 a través de |'aplicacié ectopica d’HJ no fos capag d’impedir I'activacio
transcripcional de I'especificador adult. La mesura dels nivells d’expressié de Bge93 a N5, en
abséncia de BgKr-h1, permetria saber quina de les dues hipotesis és més probable.

Remarcablement, I'absencia de BgKr-hl en estadis nimfals anteriors al penultim no
provoca la formacié d’un adult prematur fins al final de N5 en B. germanica (Lozano and Belles,
2011). De manera semblant, en el cuc de seda B. mori el mutant nul del gen CYP15C1, que
codifica per un dels enzims involucrats en la sintesi de I'HJ, provoca l'abséncia d’aquesta
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hormona des de I'inici del desenvolupament larvari, pero la metamorfosi preco¢ no es déna fins
al final del tercer estadi larvari (Daimon et al., 2012). A més, la sobreexpressié d’una esterasa
especifica de I’'HJ en aquest lepidopter també implica I'inici prematur de la metamorfosi només a
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Figura 5.2. Model de regulacié de la metamorfosi hemimetabola. A la part superior es representen els
nivells de 20-hidroxiecdisona (20E) (area blava) i d’hormona juvenil (HJ) (linia gris fosc) presents durant el
desenvolupament nimfal de B. germanica. Es mostren també les variacions en I'expressié de BgE93, BgKr-
h1 i BgBr durant els darrers tres estadis nimfals. Els esquemes de la part inferior de la figura descriuen les
interaccions que es donen entre els diversos factors involucrats en la regulacié de la metamorfosi, basant-
se principalment en els resultats obtinguts en aquesta tesi doctoral, aixi com en d’altres treballs en
insectes hemimetabols. Les fletxes negres assenyalen induccions, mentre que les linies vermelles indiquen
repressio. Les fletxes i linies grises indiquen regulacions i interaccions que no s’estan donant en el moment
representat. Les fletxes i linies discontinues indiquen induccions i repressions no demostrades. Els nivells
de 20E i HJ durant I’Gltim i el pendltim estadi nimfal s’han extret de Cruz et al. (2003) i Treiblmayr et al.
(2006), respectivament. Els nivells de 20E i HJ durant I'avantpenultim estadi nimfal corresponen a
Nauphoeta cinerea (Lanzrein et al., 1985), panerola que pertany al mateix ordre que B. germanica
(Blattodea). L'expressié de BgKr-h1 prové de Lozano et al. (2011), i la de BgBr de Huang et al. (2013).
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partir del tercer estadi larvari (Tan et al., 2005). En T. castaneum s’ha observat que I'abséncia de
Met i Kr-h1, aixi com de la metiltransferasa de I'HJ (JHAMT, enzim que catalitza una de les
ultimes reaccions de la via de sintesi de I'HJ), tan sols provoca I'inici prematur de la metamorfosi
un cop transcorregudes les quatre primeres fases larvaries (Konopova and lindra, 2007,
Minakuchi et al., 2008b; Minakuchi et al., 2009). Tot aix0 suggereix que el manteniment de les
caracteristiques juvenils durant les primeres fases nimfals/larvaries és independent de I'HJ, que
nomeés actuaria com a factor antimetamorfic a partir d’'un cert moment, una cop adquirida la
“competéncia per a la metamorfosi”, per impedir I'inici d’aquesta abans de completar-se del tot
el creixement nimfal/larvari (Daimon et al.,, 2012; Feyereisen and lJindra, 2012). Segons els
resultats observats en aquesta tesi doctoral en B. germanica i T. castaneum, que descriuen E93
com el factor que assenyala l'inici de la metamorfosi, 'adquisicié de la “competéncia per a la
metamorfosi” vindria donada per la inducci6 d’'E93. A partir d’aquest moment, i fins a
completar-se el creixement nimfal/larvari, la preséncia de I'HJ impediria I'activacié
transcripcional i/o accié diferenciadora d’E93 a través de Kr-h1. En insectes molt evolucionats,
com D. melanogaster, s’ha observat una insensibilitat als nivells d’HJ durant el periode larvari
(Riddiford, 1994). Aquest fet suggereix que en aquests insectes, que han disminuit molt la
duracid i el nombre de fases larvaries, es podria haver perdut el periode de sensibilitat aI’'HJ, i la
metamorfosi es duria a terme just a I'activar-se la “competéncia per a la metamorfosi”.

5.1.5 E93 reprimeix I'expressi6 de Kr-hl i Br durant la metamorfosi hemimetabola i
holometabola

En aquest treball també s’ha pogut comprovar que E93 té una doble funcié en el control
de la metamorfosi dels insectes model utilitzats, ja que a més d’induir la diferenciacié adulta
s’encarrega de reprimir I'expressid dels factors de transcripcié Kr-h1 i Br (figura 5.2 i 5.4). Aixi, el
silenciament de BgE93 durant la penultima fase nimfal de B. germanica provocava que els nivells
de BgKr-h1 i BgBr es mantinguessin elevats un cop iniciat el darrer estadi nimfal (figures 4.11.10 i
4.11l.7). De la mateixa manera, en T. castaneum |'abséncia de TcE93 impedia la caiguda
transcripcional de TcKr-h1 i TcBr que es ddna just després de la muda pupal (figura 4.111.8),
mentre que en D. melanogaster aquesta funcié repressora estava conservada només per DBr
(figura 4.111.11).

L’eliminacié d’aquests dos factors de transcripcié durant la darrera fase juvenil (altim
estadi nimfal/pupa) és essencial en insectes hemimetabols i holometabols perqué es doni la
diferenciacié adulta. Aixi, en I’"hemimetabol P. apterus I'accié antimetamorfica provocada per
I'aplicacié d’HJ ectopica durant I'dltima fase nimfal es déna a través de la reinduccié de Kr-h1
(Konopova et al.,, 2011). De manera semblant, en T. castaneum l'accié d’aquesta hormona
durant la pupa, que provoca la formacid d’un segon estadi pupal i impedeix el pas a adult, també
es transmet a través de l'activacidé transcripcional de Kr-hl i Br (Minakuchi et al., 2009).
Finalment, en D. melanogaster la sobreexpressid de DKr-hl o DBr durant el periode pupal
comporta la formacié d’una segona cuticula pupal, impedint la diferenciacié adulta (Minakuchi
et al., 2008a; Zhou and Riddiford, 2002). Totes aquestes dades suggereixen que la preséncia de
Kr-h1 i Br durant la diferenciaciéd adulta esta interferint en 'acci6 d’E93, impedint que la
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metamorfosi es completi correctament. Per aquest motiu, el fet que E93 inclogui al mateix
temps les funcions de diferenciador adult i de repressor de I'expressié de Kr-h1 i Br és clau per
coordinar ambdds processos i assegurar la correcta progressio de la metamorfosi.

5.11.6 TcE93 i TcBr controlen la correcta formacié de la pupa i la diferenciacié adulta en
Tribolium castaneum

En el coleopter T. castaneum I'absencia de TcE93 durant la darrera fase larvaria
provocava dos fenotips diferents. D’una banda, la majoria de larves aconseguien pupar de
manera normal (56 %), tot i que no assolien mai I'estadi adult (Discussio apartat 5.11.3). Un segon
grup de larves (21 %), en canvi, mudaven a un estadi larvari supernumerari. Aquest fenotip més
sever coincidia amb una caiguda dels nivells de TcE93 significativament major que |'observada
en els individus que aconseguien pupar (figura 4.111.3), fet que suggereix I'existéncia d’un llindar
de TcE93 per sobre del qual s’iniciaria la metamorfosi (figura 5.3). D’acord amb aquesta hipotesi,
la mesura dels nivells de TcE93 durant la darrera fase larvaria mostrava un increment substancial
de I'expressio d’aquest gen en els primers dies de L7, just abans de I'inici del periode prepupal
(figura 4.111.2). Aquest augment, que permetria sobrepassar el llindar pupal de TcE93, podria
estar controlat per la caiguda de I'HJ, que es dona en el mateix moment del desenvolupament. A
més, tal i com s’ha descrit anteriorment, I'aplicacié d’analegs d’aquesta hormona a l'inici de
I’dltim estadi larvari també comporta la formacid de larves supernumeraries (Parthasarathy and
Palli, 2009). No obstant, caldria confirmar aquest punt mesurant I'activacié dels nivells de TcE93
en les larves tractades amb HJ.

Anteriorment, nombrosos treballs han descrit un altre factor, Br, com a responsable de
la formacid de la pupa en els insectes holometabols (Kiss et al., 1988; Zhou and Riddiford, 2002).
L'activacié de Br, que es déna a l'inici del periode prepupal, esta controlada per un petit pic de
20E en absencia d’HJ durant la darrera fase larvaria (Suzuki et al., 2008). En D. melanogaster, els
mutants als quals els manca el gen Br (mutants npr1, de I'anglés nonpupariating) arresten el seu
desenvolupament al final del tercer estadi larvari, sense evertir els discs ni iniciar cap dels
processos metamorfics (Bayer et al.,, 1997; Kiss et al., 1988). En T. castaneum, |'aplicacié
d’analegs de I’'HJ durant I'Gltim estadi larvari impedeix I'activacié de TcBr i provoca la formacio
de larves supernumeraries (Suzuki et al., 2008). Aquest fenotip, pero, no depen exclusivament
de I'abséncia de TcBr, ja que el tractament amb dsTcBr en larves de darrer estadi no implica el
bloqueig complet de la metamorfosi, sind que es formen pupes aberrants que presenten una
barreja de caracters larvaris, pupals i fins i tot adults (Konopova and Jindra, 2008; Parthasarathy
et al., 2008a; Suzuki et al., 2008) (figura 4.IV.8). Aixi, en absencia de TcBr la morfogenesi pupal es
déna parcialment en diverses estructures, com les ales o les potes, indicant que altres factors
son necessaris per la formacié de la pupa. Per aquest motiu, alguns autors no consideren TcBr
I'especificador pupal de T. castaneum, sind més aviat un coordinador temporal de la
morfogeénesi que es dona en diferents teixits durant la metamorfosi (Konopova and lJindra,
2008). En aquest sentit, els resultats obtinguts en la present tesi doctoral recolzen aquesta idea,
i suggereixen que TcE93 actuaria juntament amb TcBr per tal de permetre la formacio de la pupa
(figures 5.3 5.4).
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La coordinacié de TcE93 i TcBr també és essencial per possibilitar la diferenciacio adulta
gue es ddéna durant 'estadi pupal de T. castaneum. L'increment exponencial dels nivells de
TcE93 durant la prepupa i els primers dies de pupa, imprescindible per la formacié de I'adult,
suggereix la preséncia d’un segon llindar per sobre del qual aquest factor indueix la diferenciacié
de les estructures adultes (figura 5.3). Aquest increment depén de la preséncia de TcBr durant
I'estadi prepupal (figura 4.1V.9), que permet I'activacié completa de TcE93 (figura 5.3). De
manera semblant, en D. melanogaster DBr es localitza, entre d’altres, en el puff E93F dels
cromosomes politenics de la glandula salival, i és imprescindible per a I’activacio transcripcional
de DE93 (Baehrecke and Thummel, 1995; Zhimulev et al., 1982).

D’altra banda, tal i com s’ha assenyalat anteriorment, |'abséncia de TcBr provocava la
presencia de certs caracters adults de manera prematura en T. castaneum. Aquesta
diferenciacid, pero, no es devia a la quantitat de TcE93 present en aquests individus, ja que el
silenciament simultani de TcBr i TcE93 no n’impedia I'aparicio (figures 4.IV.7, 4.1V.8 i 4.I1V.9).
Aquest fet suggereix que part de la funcié d’induccié dels caracters adults no recau estrictament
en TcE93, sind en la desaparicid de TcBr. Aquest fet s’ha observat de manera molt més
accentuada en la metamorfosi de I'ala de D. melanogaster. En aquest teixit, I'abséncia de DE93
durant I'estadi pupal impedeix la diferenciacié adulta i manté els nivells de DBr elevats (figura
4.111.111) (Mou et al.,, 2012). Aquesta afectacid, perd, es pot revertir silenciant de manera
simultania I'expressié de DE93 i DBr, fet que indica que DE93 controla la diferenciacié adulta de
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Figura 5.3. Model d’accié de TcE93 en la formacié de la pupa i la diferenciacié adulta de I'insecte
holometabol Tribolium castaneum. La linia blava representa els nivells d’expressié de TcE93 durant la
darrera part de L6, I'dltima fase larvaria i la pupa de T. castaneum. A finals de L6 s’indica una hipotetica
repressié de ’hormona juvenil en I'activacié de TcE93. Durant la darrera fase larvaria i la prepupa TcKr-h1
impedeix un increment prematur dels nivells de TcE93, mentre que TcBr en permet I'activacid. Nivells
baixos de TcE93, juntament amb la coordinacié de TcBr, permeten la formacio de la pupa durant el darrer
estadi larvari. Nivells elevats de TcE93 durant I'estadi pupal permeten la formacié de I'adult. Les linies
grises puntejades indiquen els llindars per sobre dels quals els nivells de TcE93 induirien la formacid de la
pupa (llindar pupal) o la diferenciacié adulta (llindar adult).
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I'ala pupal a través de la repressid dels nivells de DBr (C. Manjon i D. Martin, manuscrit en
preparacid). En insectes amb caracteristiques més ancestrals, en canvi, la funcié de Br és molt
menys rellevant per a la metamorfosi. Aixi, en els hemimetabols O. fasciatus, P. apterus i B.
germanica Br s’encarrega del creixement anisomeétric progressiu de les ales durant el periode
nimfal, pero la seva abséncia no afecta ni el nombre ni la naturalesa de les mudes (Erezyilmaz et
al., 2006; Huang et al., 2013; Konopova et al., 2011). De manera conjunta, els estudis sobre la
funcié de Br realitzats en diferents especies d’insectes suggereixen que aquest factor ha anat
cooptant cada vegada més funcions durant I'evolucié de la metamorfosi. Aixi, en els insectes
amb metamorfosi incompleta tan sols controla el creixement de les estructures alars durant el
desenvolupament nimfal. Posteriorment, amb el pas a la metamorfosi completa ha concentrat la
seva funcié al final del periode larvari, com a coordinador pupal en holometabols més basals, i
com a especificador pupal i encarregat de I'eversid dels discs en holometabols més evolucionats,
esdevenint en tots dos casos imprescindible per a la metamorfosi (Kiss et al., 1988; Konopova
and Jindra, 2008; Suzuki et al., 2008).

5.11.7 La reinduccié de Kr-h1 durant el periode prepupal és essencial per a la metamorfosi
holometabola

En els insectes holometabols, després de la caiguda dels nivells d’'HJ que té lloc a l'inici
de I'dltim estadi larvari es produeix una reaparicid d’aquests durant el periode prepupal.
Posteriorment, I’'HJ torna a desapareixer un cop iniciada la pupa (Riddiford, 1994; Truman and
Riddiford, 2002). La reaparicié d’aguesta hormona durant la prepupa és essencial per a la
correcta transicid larva-pupa. Aixi, en el lepidopter Hyalophora cecropia I'ablacié dels CA durant
la darrera fase larvaria provoca la formacié d’una pupa amb nombrosos caracters adults
(Williams, 1961), mentre que en M. sexta i D. melanogaster accelera la formacié de I'ull compost
(Kiguchi and Riddiford, 1978; Riddiford et al., 2010).

La reaparicié de I'HJ durant la prepupa provoca la reinduccié de I'expressié de Kr-h1
(Minakuchi et al., 2009; Pecasse et al., 2000; Wang et al., 2012), fet que en el capitol 4.1V s’ha
observat que és essencial per impedir I'aparicié prematura de caracters adults durant la
formacio de la pupa de T. castaneum (figures 4.1V.1 i 4.1V.2). Un fenotip idéntic s’havia observat
anteriorment en absencia de TcMet, imprescindible per I’activacié transcripcional de TcKr-h1
durant el periode prepupal (Parthasarathy et al., 2008b). En el capitol 4.1V també s’ha demostrat
gue l'aparicié de caracters adults durant la transicié larva-pupa es deu a I'activacié prematura de
TcE93, que sobrepassa els nivells del llindar d’adultitzacié i provoca la repressié de TcBr (figura
4.1V.3). Aquesta afectacid s’aconseguia revertir mitjancant el silenciament simultani de TcKr-h1 i
TcE93, que permetia I'activacié normal de TcBr i la correcta formacio de la pupa (figures 4.1V.4,
4.1V.5 i 4.IV.6). Tots aquests resultats suggereixen que la reinduccié de I’'HJ al final del darrer
estadi larvari permet endarrerir la diferenciacié adulta, possibilitant que la metamorfosi es doni
en dos passos: primer a través de la morfogénesi que déna lloc a les estructures pupals, molt
més semblants morfologicament a les adultes, i després amb la diferenciacio de les estructures
adultes per part d’E93. En els insectes hemimetabols, en canvi, aquesta reinduccié no s’observa,
ja que la morfologia de les estructures nimfals és molt semblant a la de les estructures adultes, i
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un cop completat el periode de creixement ja es pot donar la diferenciacié adulta. D’aquesta
manera, I'eliminacié experimental del pic d’HJ a través del silenciament de TcKr-h1 avancava i
accelerava la diferenciacié de T. castaneum, transformant-lo en un insecte amb metamorfosi
hemimetabola.

Les dades obtingudes en aquest treball, juntament amb les ja presents en la bibliografia,
han permeés |'elaboracio d’un model que resumeix la regulacio de la metamorfosi en els insectes
holometabols (figura 5.4). Aixi, durant el penultim estadi larvari, la preséncia d’HJ reprimeix
I'activacié de Br a través de Kr-1 i, juntament amb I'abséncia d’E93, fa que I'animal mudi a un
nou estadi larvari. Un cop al darrer estadi larvari, la desaparicié de I'HJ fa que disminueixin
considerablement els nivells de Kr-h1, fet que permetra I'activacié de Br durant el pic de 20E
prepupal. A més, també augmenten els nivells d’E93, que permet I'entrada al periode prepupal,
tot i que es desconeix quin/s factor/s possibiliten aquesta activacio. Durant la prepupa els nivells
de Br augmenten considerablement, mentre que l'activacié d’E93 es veu d’'una banda
promoguda per aquesta presencia de Br, i de I'altra frenada per la reaparicié d’alts nivells d’HJ i
Kr-h1. D’aquesta manera, la gran quantitat de Br, juntament amb uns nivells moderats d’£93,
permet la formacié de la pupa (figura 5.3). Un cop completada la muda pupal, els nivells d’E93
esdevenen molt elevats, induint la diferenciacié adulta i reprimint alhora I'expressié de Kr-h1 i Br
(figura 5.4).

5.11.8 L’evolucié de la metamorfosi

La diferent morfologia que presenten els estadis larvari i adult dels insectes
holometabols fa que puguin viure en habitats distints i explotar aixi diferents recursos,
permetent que els periodes de creixement i reproduccid no competeixin entre ells. Aquest
avantatge ha permeés als insectes erigir-se com el grup més nombrés i divers dins el regne
animal, motiu pel qual un dels objectius d’aquest treball ha estat avancar en la comprensié de
I’enigma que suposa el pas de 'hemimetabolia a I'holometabolia. Des de fa anys, dues teories
que intenten explicar I'aparicié de la metamorfosi completa mantenen els experts dividits. D’una
banda, els partidaris de la teoria que formula per primera vegada Howard Hinton consideren que
la darrera fase nimfal hemimetabola és equivalent a la pupa holometabola. De l'altra, els
partidaris de la teoria desenvolupada per James W. Truman i Lynn M. Riddiford consideren que
la larva s’hauria originat a partir de la “desembrionitzacié” d’una fase embrionaria dels
hemimetabols (la pronimfa), mentre que la condensacié de totes les fases nimfals en una de sola
hauria donat lloc a la pupa (veure Introduccid, apartat 1.1.3). Tot seguit, com a culminacié
d’aquesta tesi doctoral es proposa una nova variant de la teoria de Hinton, en base a les dades
més recents obtingudes en aquest camp.

El descobriment de I'especificador adult E93 ha proporcionat una peca clau dins el
trencaclosques que conforma I'estudi de la regulacié i I'’evolucié de la metamorfosi dels insectes.
La comparacié de les funcions que aquest factor desenvolupa en un insecte hemimetabol (B.
germanica) i un d’holometabol (T. castaneum) ha permés comprovar que la metamorfosi es
desencadena en tots dos casos quan apareix E93, durant I'Gltima fase nimfal dels hemimetabols
o l'dltima fase larvaria dels holometabols. A més, recentment s’ha demostrat en ambdds
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sistemes que la funcié antimetamorfica de I'HJ es desenvolupa a través de I'’eix Met-Kr-h1, que
desapareix al principi de la darrera fase nimfal/larvaria per permetre l'inici de la metamorfosi
(Konopova and lJindra, 2007; Konopova et al., 2011; Lozano and Belles, 2011; Minakuchi et al.,
2009). Per tant, tenint en compte totes aquestes dades, és logic pensar en una homologia entre

HJ
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JH v _?_ -Pes Tritic JH Pes Tritic IH Pes ?rit"r:
1 1 ]
l ; l 20E | :
Met ! 7 Met ! 2 : ! ?
l I l I I
| | |
Kr-h1 E93 Kr—hl——/'|E93 Kr-h1F——E93 11
Br Br
Larva Prepupa Pupa Adult

Figura 5.4. Model de regulacié de la metamorfosi holometabola. A |a part superior es representen els
nivells de 20-hdroxiecdisona (20E) (area blava) i d’hormona juvenil (HJ) (linia gris fosc), aixi com els nivells
d’expressio de TcE93, TcKr-h1 i TcBr durant les dues darreres fases ninfals i I'estadi pupal i de I'insecte
holometabol T. castaneum. Els esquemes en la part inferior de la figura indiquen les diferents interaccions
que permeten la correcta transformacié dels individus juvenils en insectes adults. Les fletxes de color
negre assenyalen induccions i les linies de color vermell repressions. Els factors i interaccions marcats en
gris indiquen abséncia en el periode mostrat. Les fletxes i linies discontinues reflecteixen interaccions
hipotetiques. Els nivells de 20E en T. castaneum s’han demostrat en Parthasarathy et al. (2008). Els nivells
d’HJ mostrats en aquesta figura pertanyen al lepidopter M. sexta (Riddiford, 1994) ja que de moment no
s’han mesurat en T. castaneum. Els nivells de TcKr-h1 i TcBr provenen de Minakuchi et al. (2009).



E93, 'especificador adult dels insectes alats Discussiéo 171

la darrera fase nimfal i I'Ultima fase larvaria (figura 5.5). No obstant, mentre que al final de
I'altima fase nimfal es produeix la muda imaginal dels insectes hemimetabols, en els
holometabols la metamorfosi es dona en dos passos: primer a través de la morfogenesi que
déna lloc a la pupa, molt més semblant morfologicament a I'adult, i després amb la diferenciacid
de les estructures adultes durant el periode pupal. Per tal d’aconseguir que la metamorfosi es
dividis en aquests dos passos, s’haurien donat almenys dues modificacions en el
desenvolupament hemimetabol. D’'una banda, la reinduccié de I'HJ al final de la darrera fase
nimfal, que impedeix la completa activacié d’ES3 i la diferenciacié adulta, i permet que es doni la
morfogénesi pupal. De I'altra, I'adquisicid per part d’E93 i Br de la funcié d’especificacié de
I’estadi pupal. L'aparicié de la pupa, on és possible coordinar la reestructuracié completa de les
estructures juvenils per estructures adultes, hauria permés que els estadis immadurs poguessin
modificar-se. Aixi, s’haurien seleccionat aquelles morfologies que permetessin a les formes
juvenils adaptar-se a altres medis no colonitzats per les formes adultes, ja que el fet de no
competir amb aquestes els conferiria I'avantatge de disposar de molts més recursos. D’aquesta
manera s’haurien convertit en larves vermiformes i, en alguns casos, fins i tot apodes, aptes per
a la vida a l'interior de fruits o en altres habitats no accessibles per als adults. Les modificacions
morfologiques d’aquestes larves haurien arribat fins al punt de la invaginacid, durant I'etapa
embrionaria, de les cel-lules que més tard conformen les estructures pupals i adultes, en forma
de primordis i discs imaginals (Erezyilmaz, 2011; Madhavan and Schneiderman, 1977).

| |
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Figura 5.5. Nova Teoria sobre I'evolucido de la metamorfosi. Representacié esquematica d’'una nova
proposta d’homologia entre els diferents estadis del desenvolupament dels insectes hemimetabols i
holometabols que es basa en els resultats presentats en aquesta tesi. Segons aquesta proposta, la darrera
fase nimfal dels hemimetabols seria equivalent a la suma de la darrera fase larvaria holometabola i la
pupa, que s’hauria originat com a conseqiiéncia de la reinduccié de ’hormona juvenil durant els ultims
dies del darrer estadi nimfal. Aquesta reinduccio és clau per impedir I'adultitzacié prematura de la larva
per efecte de TcE93 durant els darrers dies de I'Gltima fase larvaria.

Alguns insectes hemimetabols representen un pas intermedi en el procés cap a la
metamorfosi completa. Sén els anomenats neometabols, entre els quals s’hi troben els trips
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(Thysanoptera). La seva metamorfosi és inusual, ja que entre el periode nimfal i I’adult contenen
dos o tres estadis quiescents, anomenats propupa i pupa (Sehnal et al., 1996). Tal i com passa en
la resta d’hemimetabols, la morfologia externa de les nimfes dels trips és molt semblant a la dels
adults, excepte pel fet que aquestes especies no tenen wing pads externs. Les seves ales adultes
es desenvolupen a l'interior de lindividu al final del darrer estadi nimfal, i esdevenen visibles
després de la muda a propupa o a pupa, depenent de I'espécie (Minakuchi et al., 2011). A més,
algunes estructures nimfals com I'antena i les parts bucals degeneren parcialment durant la
formacido de la propupa, on sén substituides per les estructures adultes (Heming, 1973).
Aquestes peculiars caracteristiques, que situen la metamorfosi dels trips a mig cami entre
I’'hemimetabolia i I'holometabolia, els fa molt interessants per a I'estudi de I'aparicié de la
metamorfosi completa. D’acord amb la hipotesi abans plantejada, els perfils d’expressié de Kr-h1
i Br en els trips Frankliniella occidentalis i Haplothrips brevitubus és molt similar al de les
especies holometaboles (Minakuchi et al., 2011), suggerint que abans de la modificacié
morfologica que convertiria les fases nimfals hemimetaboles en fases larvaries holometaboles
s’haurien produit els canvis endocrins necessaris per la formacié de la pupa, és a dir, la
reinduccié de I'HJ al final del darrer periode nimfal. L'analisi dels perfils hormonals, aixi com
I’estudi funcional de Kr-hl, Br i E93 en el desenvolupament d’aquestes espécies, serien
essencials per comprendre millor I'evolucié de la metamorfosi.

Tot i que les dades més recents, juntament amb els resultats obtinguts en aquesta tesi
doctoral, suggereixen una equivaléncia entre la darrera fase nimfal hemimetabola i I'Gltim estadi
larvari holometabol, no representen proves que permetin descartar I'elegant teoria de la
“desembrionitzacié” proposada per Truman i Riddiford (Truman and Riddiford, 1999; Truman
and Riddiford, 2002). Segons aquests autors, la larva holometabola s’hauria format a partir de
I’estadi embrionari hemimetabol anomenat pronimfa, gracies a I'avancament en la produccié
d’HJ durant el desenvolupament embrionari. Aixo hauria permes que el periode de creixement
es donés durant I'estadi pronimfal/larvari, i que per tant tot I'estadi nimfal s’acabés reduint a
una sola fase, la pupa. Aixi, segons aquesta teoria, els nivells d'HJ i de Kr-h1 presents durant tot
el periode nimfal hemimetabol serien homolegs als observats durant la prepupa holometabola.
Després, un cop iniciada la pupa, aquests es reprimeixen per accié d’E93, tal i com s’observa
durant la darrera fase nimfal, possibilitant la diferenciacié adulta. D’altra banda I'activacid de Br,
gue necessita d’un pic de 20E en abséencia d’HJ, en els insectes hemimetabols es déna durant
I’embriogénesi, on té un paper essencial en la formacié de I'embrié (Erezyilmaz et al., 2009;
Piulachs et al., 2010). En els insectes holometabols, en canvi, I'avancament en la produccié d’HJ
durant el periode embrionari n’hauria retardat I’activacio fins al final de I'estadi larvari, on duria
a terme la funcié de morfogénesi de la pupa, equivalent segons aquesta teoria a la funcié que
desenvolupa en I'embrié hemimetabol (Erezyilmaz, 2011). No obstant, en aquesta tesi doctoral
s’ha comprovat que E93 també és necessari per a I'especificacid pupal, de manera que resultaria
interessant comprovar si aquest factor esta involucrat en la morfogénesi nimfal durant I'etapa
embrionaria hemimetabola.

Malgrat els darrers avencgos en la comprensié de la regulaciéd de la metamorfosi dels
insectes, encara resten per resoldre moltes preguntes. Per aix0, futurs estudis sobre el
mecanisme d’accié d’E93, Kr-h1 i Br en models hemimetabols i holometabols com els utilitzats
en aquest treball, aixi com en d’altres models menys habituals com els ametabols o els
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neometabols, han d’ajudar a avancar en el coneixement d’aquesta apassionant incognita:
I'aparicié de la metamorfosi completa.






6. CONCLUSIONS
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Dels resultats obtinguts en I'estudi funcional de la sumoilacié se’n poden extreure les

seglients conclusions:

1. L'insecte hemimetabol B. germanica presenta dos paralegs Sumo, ortolegs a SUMO1
i SUMO3 de vertebrats, i que s’"han anomenat BgSumo1 i BgSumo3 respectivament.

2. Durant I'evolucié de la classe Insecta, en algun moment posterior a la divergéncia
dels himenopters i anterior a la dels coledpters, es va perdre el paraleg Sumol1.

3. BgSumol i BgSumo3 s’expressen de manera ubiqua i més o menys constant al llarg
del dos darrers estadis nimfals de B. germanica, i les proteines per les que
codifiquen es localitzen majoritariament al nucli en cel-lules S2 de D. melanogaster.

4. La sumoilacid és essencial per a la supervivencia durant el desenvolupament
postembrionari de B. germanica, i els dos paralegs Sumo tenen un paper redundant
en aquesta funcid.

5. La sumoilacié és imprescindible per al correcte desplegament de tegmines i ales
durant la muda imaginal de B. germanica. Aquesta funcié la duu a terme el paraleg
BgSumol.

6. BgSumol també és imprescindible per a la metamorfosi de la panerola i per a la
correcta activacié de diversos gens de la cascada de resposta a la 20E (BgE75A,
BgHR3-A i BgFtz-F1).

7. El paraleg BgSumol controla la proliferacié de les cel-lules fol-liculars de I'oocit basal
durant el darrer estadi nimfal de B. germanica.

8. Els receptors nuclears de B. germanica BgEcR-A, BgRXR-L, BgE75A, BgHR3-A, BgHR3-
B, i BgFtz-F1 sén capagos de sumoilar-se en condicions in vitro.

9. BgSumo3 conté tots els elements necessaris per a substituir funcionalment dSmt3 en
D. melanogaster, mentre que BgSumol no.

Per la seva banda, I'estudi del factor de transcripcié E93 ha permés arribar a les seglients
conclusions:

10. LU'expressié d’E93 augmenta de manera molt clara durant el periode metamorfic en
I’'hemimetabol B. germanica i els holometabols T. castaneum i D. melanogaster.

11. El factor de transcripcid E93 és I'especificador adult dels insectes hemimetabols i
holometabols.

12. BgE93 i I'HJ controlen I'entrada a la metamorfosi mitjangant vies d’accid paral-leles
en B. germanica.
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

L'HJ i BgKr-hl no sdn essencials per al manteniment dels caracters nimfals en
abséncia de BgE93. Alhora, I'abséncia de I’'HJ i BgKr-h1l no és suficient per assolir
I’estadi adult. Tot aix0 implica que abans de I'aparicié de BgE93, I'estat per defecte
de l'insecte és el nimfal.

BgE93 té una doble funcié durant la metamorfosi, ja que s’encarrega de |'activacio
del programa genetic adult i de la repressid de BgKr-h1 necessaria per la correcta
diferenciacié adulta.

En T. castaneum un augment moderat dels nivells d’expressié de TcE93 durant els
primers dies de la darrera fase larvaria permet l'inici de la fase prepupal i la formacié
de la pupa (llindar pupal). Un cop formada la pupa, nivells molt elevats de TcE93
permeten la diferenciacié adulta (llindar adult).

En D. melanogaster la diferenciacié adulta que es dona durant I'estadi pupal de la
mosca també esta controlada per DE93.

Igual que en B. germanica, TcE93 s’encarrega de la repressio de TcBri TcKr-h1 durant
I'estadi pupal, imprescindible per a la correcta diferenciacié adulta. En D.
melanogaster I'accié repressora de DE93 esta conservada només per a I'eliminacio
de DBr.

La reinduccid de TcKr-h1 durant el periode prepupal impedeix I'activacié prematura
de TcE93, conferint a T. castaneum el temps necessari perqué es pugui donar la
morfogénesi pupal abans que la diferenciacié adulta.
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