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1.2.3.3 Expressié del gen uidA en teixits de la planta d’arros i en resposta a ferida

mecanica

Es seccionaren segments de tija d’aproximadament 1,5 cm i es processaren
immediatament (assaig d’activitat GUS) per a la seva posterior observacié. Els resultats
obtinguts per a I'assaig histoquimic realitzat en tija, es mostren a la Figura 66.

L’estudi de I'expressio en tiges, de plantes de les linies pubi::gus::nos, va posar de relleu
'expressio constitutiva del gen informador gus on s’observa una coloracido blava
generalitzada. Aixi mateix cal destacar que, les linies pubi::gus::nos, també presentaren
expressid del gen gus en resposta a ferida, que es tradui en coloracié blava més intensa
present a les zones de tall. Aquests resultats concorden amb estudis anteriors amb plantes
transgeniques per aquest promotor ubi, on es descriu la induccié d’aquest promotor per
estrés mecanic (Takimoto et al., 1994; Christensen & Quail, 1996).

Les plantes transformades amb la construccié pC1mpi::qgus::nos, presentaren als extrems
dels fragments tallats, expressio del gen gus d’intensitat intensa, perod cap expressié en la
resta de la tija. En les plantes transformades amb les construccions p2Kmpi::gus::nos, tant
per la varietat d’arros Taipei T309 com per la varietat Sénia, també s’observa una forta
coloraci6 a les zones de tall de la tija. No s’observa coloracio a la resta del fragment de tija,
igual que per a la construccié pC1mpi::gus::nos. Aquests resultats revelen que I'expressio
del gen informador gus es produeix en resposta a la ferida mecanica, produida al tallar la
tija.

Per altra banda, s’estudia I'expressié del gen informador gus en les arrels de les plantes
transformades; els resultats es mostren a la Figura 67.

En aquest estudi es secciona un fragment d’arrel de cada planta i es processa
directament (assaig d’activitat GUS), considerant aquest com a temps Oh. Seguidament es
féu, en una altra arrel de la mateixa planta, una ferida longitudinal mitjangant un bisturi; 2
hores després de realitzar la ferida, la mostra d’arrel es va recollir i processar.

En les arrels de les plantes pubi::gus::nos, s’'observa una intensa coloracio blava deguda
a I'expressio constitutiva dirigida pel promotor de I'Ubiqditina, tant a les Oh com 2h després
de la inducci6 en les arrels ferides.

Tant en les plantes transgéniques pC1mpi::gus::nos com en les p2Kmpi::gus::nos (per
ambdues varietats), I'activitat gus a t=0h s’observa confinada als teixits vasculars de les
arrels primaries i secundaries, essent en el cas de les construccions 2K més intensa. En les
arrels ferides longitudinalment, I'expressié gus a les 2h esdevé molt intensa i uniforme en

tots els teixits de I'arrel, fet observable per ambdues construccions.
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Figura 66: Analisi histoquimic T309
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Per altra banda, les llavors de les plantes de la varietat Sénia, transformades amb la
construccio p2Kmpi::gus::nos, es sotmeteren a un estudi histoquimic. Les llavors analitzades
es processaren de tres maneres: decorticacio manual, decorticaci6 manual seguida de tall
longitudinal, i decorticacido mitjangant abrasié intensa amb paper de vidre. Aquestes llavors
processades foren sotmeses al buit durant 20 minuts en substrat X-GLU i, seguidament, es
sotmeteren a dos analisis d’activitat GUS en paral-lel. Els assaigs GUS diferien entre si en el
temps d’incubacid en el substrat X-GLU: 1h 30 minuts o bé tota la nit, en ambdés casos a
37°C. Seguidament a la incubacio, es retira el substrat i es varen fer dos rentats successius
mitjangant etanol al 70%, seguits d’un rentat amb etanol al 90%.

La Figura 68 mostra els resultats obtinguts amb les llavors de les plantes transgéniques
p2Kmpi::gus::nos, processades mitjangant els citats procediments. Tant amb un periode
d’incubacio en substrat X-GLU d’1hora i 30 minuts com una incubacié durant tota la nit, les
llavors p2Kmpi::gus::nos decorticades manualment no presentaven coloracié blava que
indiqués I'expressié del gen gus. El processament que consistia en la decorticacié manual i
posterior seccionament longitudinal de la llavor, va permetre I'observacio de l'activitat GUS,
activitat que es trobava estrictament confinada a lepiteli de I'escutel de I'embrid;
contrariament, a I'albumen de la llavor no es detecta activitat del gen gus.

Si la incubacié amb el substrat X-GLU s’allargava tota la nit, la coloracié blava apareixia,
consequentment, més intensa a I'epiteli escutelar i també a les zones de l'aleurona on
s’havien realitzat els talls.

El tractament de decorticacié per abrasié intensa i incubacié d’1th 30min, mostra una
lleugera coloracié al tegument en les zones on hi havia hagut ferides més profundes. Si es
deixava en contacte la llavor processada en el medi liquid del substrat X-GLU, la coloracio
blava es feia intensa i més homogeénia en les zones abrasades.

De l'estudi de I'expressio del gen gus en llavors, cal destacar que I'expressié del gen gus

no es detecta a I'endosperm de les llavors.

.2.3.3.a Cinética d’induccié per ferida mecanica en fulla

Per aprofundir en I'estudi funcional del promotor mpi en plantes d’arrds, es realitza un
assaig histoquimic per determinar la cinética d'induccié de I'expressio del gen uidA (gen gus)
per ferida mecanica al llarg del temps.

Amb aquesta finalitat, es prengueren mostres foliars a t=0h de les plantes transgéniques
de les diferents construccions (pubi::gus::nos, C1::gus::nos i 2K::gus::nos) i es processaren.
Seguidament, es realitzaren talls paral-lels entre si i perpendiculars als marges de la fulla per
a cada una de les plantes a analitzar. Es recuperaren i processaren mostres foliars als: 10

minuts, 30 minuts, 1h, 2h i 6h després de fer els talls. Les mostres processades foren
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Llavors

\ \

- Incubacio 1h 30min en X-GLU

-
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* Incubacio O/N en X-GLU

Sénia

Figura 68: Analisi histoquimic de I'expressié del gen gus en llavors de plantes
transgéniques p2Kmpi::gus::nos (varietat Sénia). Les llavors seguiren tres tractaments
a, decorticaci6 manual, b, decorticaci6 manual i tall longitudinal i ¢, decorticacié
mitjangant abrasié intensa amb paper de vidre. Després de 20 minuts al buit en substrat
X-GLU, s’incubaren en el substrat X-GLU, ja sigui 1h 30min o bé tota la nit, en ambdoés

casos a 37°C.
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examinades amb lupa binocular i es prengueren fotografies representatives per a cada linia
analitzada; aquestes observacions es mostren a la Figura 69.

Les plantes transgéniques pubi::gus::nos presentaren coloracid blava generalitzada en
tota la fulla, i més accentuada a les zones de tall.

Les plantes pC1mpi::;gus::nos mostraren un patré d’expressid del gen gus que
evidenciava la induccio per ferida mecanica que li confereix el promotor mpi. La coloracié
blava apareixia débilment entre 1 i 2 hores després de realitzar-se la ferida mecanica, ana
en augment fins a les 6h (temps maxim analitzat). En totes les plantes, aquesta coloracio
apareixia localitzada unicament a les zones de tall.

En les plantes transgéniques p2Kmpi::gus::nos (tant de la varietat d’arros Taipei T309
com de la varietat Sénia) també s’observa que I'expressio del gen gus apareixia estrictament
localitzada a les zones de tall.

En totes les linies p2Kmpi::gus::nos, que contenien aproximadament 1800pb de la zona
promotora del gen mpi i 6 motius putatius de resposta a jasmonat, I'activitat gus s’observa
molt més rapidament que en les plantes pC1mpi::gus::nos, que contenien solament 1 motiu
invers en 700pb de promotor mpi. Als 10 minuts després de ferir la fulla de les linies
p2Kmpi::gus::nos, s'observava ja una forta coloracio blava que arribava al seu maxim
d’'intensitat a les mostres preses a partir de les 2 hores després de la ferida. Per les linies
Sénia p2Kmpi::gus::nos, la intensitat de la coloracio fou més intensa ja des de els 10 minuts

i el grau d’intensitat maxima s’assoli abans, sent maxim a t=1h.

1.2.3.3.b Induccié per ferida mecanica a nivell local i sistémic

Estudis anteriors realitzats al nostre laboratori amb plantes de blat de moro, demostraren
la induccié de I'expressio del gen mpi tant a nivell local (fulles ferides mecanicament) com a
nivell sistemic (fulles no ferides). Per a determinar si els fragments de 700pb i/o 1800pb del
promotor mpi conferien aquesta mateixa resposta en arros es realitza un nou assaig
histoquimic.

Plantes transgéniques, portadores de les diferents construccions a assajar, foren ferides
mecanicament, mitjangant un bisturi, al llarg de la primera fulla emergida (la més vella de la
planta en estadi de 3-4 fulles). Després de 6 hores, es feren unes noves ferides de
reforcament de la induccid, aquesta vegada a la segona fulla emergida. A les 18 hores de la
primera ferida, es prengueren mostres de les fulles ferides i també de I'Gltima fulla emergida
no ferida. Les fulles es processaren tal i com s’ha descrit anteriorment i es procedi a la seva
observacié amb lupa binocular. Els resultats representatius per cada linia es mostra a la

Figura 70.
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Figura 69: Analisi histoquimic d’induccié de I’expressié del gen gus sota control del promotor
mpi en resposta a ferida mecanica. Es mostra el patré d’expressio del gen gus de plantes
transgéniques pubi::gus::nos, pC1mpi::gus::nos i p2Kmpi::gus::nos (varietat Taipei T309) i
plantes p2Kmpi::gus::nos (varietat Sénia). L’assaig es realitza amb 4 plantes de cada linia.
Les plantes foren ferides al llarg de la 2a fulla emergida mitjangant un bisturi; es prengueren
mostres foliars a t=0h, i a diferents temps després de la ferida ( 10min, 30min, 1h, 2h i 6h ).
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sistéemica

ferida a t=6h Induccio local i sistemica

local2
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local1
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p2Kmpi::gus::nos T309
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Figura 70: Analisi histoquimic, a nivell local i sistémic, de I’expressio del gen gus induida per
ferida. Les linies transgéniques utilitzades foren p2Kmpi::gus::nos (varietat Taipei T309) i
p2Kmpi::gus::nos (varietat Sénia). 4 plantes de cada linia foren ferides al llarg de la 1a fulla
emergida mitjang¢ant un bisturi; després de 6h, es feren ferides de refor¢ a la 2a fulla emergida.
A les 18h es prengueren mostres de les fulles ferides i de I'tiltima fulla emergida no ferida i es

processaren.
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Per a les plantes p2Kmpi::gus::nos de la varietat Taipei es va poder observar I'activitat de
la proteina GUS en les zones de tall per a ambdues mostres locals. A la majoria de les
mostres sistémiques, a part de la intensa coloracid a les zones de tall, s’observa una
coloracio blava basal més accentuada en els vasos vasculars de la fulla.

Les mostres foliars provinents de plantes p2Kmpi::gus::nos de la varietat Sénia,
presentaren el mateix patré d’expressio del gen gus que el de les plantes Taipei: no es
detecta coloracié a t=0h, pero si que es detecta activitat GUS a les zones de tall de les fulles
ferides després de 18h. Igualment es detecta coloracié a les zones de tall en les fulles
sistéemiques i una coloracié basal no homogénia (major en els feixos vasculars) en tota la

lamina foliar.

En resum, els analisis histoquimics de I'expressié del gen uidA en plantes transgeniques
ens han permés determinar la funcionalitat del promotor mpi de blat de moro, en arros, aixi
com estudiar la inductibilitat d’aquest promotor en resposta a ferida i 'expressioé en diferents
teixits.

L’expressio del gen uidA en tija, tant en les plantes pC1mpi::gus::nos (promotor mpi curt,
varietat T309) com en les plantes p2Kmpi::gus::nos (promotor mpi llarg, en ambdues
varietats assajades, T309 i Sénia) es mostra restringida a les zones de tall on es practica
ferida mecanica. En les arrels de les plantes de totes les linies assajades, es pogué
observar l'activitat de la proteina GUS a t=0h confinada als teixits vasculars de les arrels
primaries i secundaries. Aixi mateix, a t=2h després d’ocasionar una ferida longitudinal en
l'arrel, es detecta I'expressio del gen uidA intensa i uniforme en tots els teixits.

Aprofundint en I'estudi funcional del promotor mpi, i mitjangant la realitzacié d’una cinetica
d’'induccié de I'expressié del gen uidA per ferida mecanica al llarg del temps en fulla, es
pogué concloure que ambdds fragments (700pb i/o 1800pb) del promotor MPI conferien
expressié en resposta a ferida mecanica en plantes d’arrds transgeniques, si bé la resposta
és més rapida i intensa en el cas del fragment llarg (2K) del promotor.

Aixi, en les plantes transgeniques pC1mpi::gus::nos l'activitat gus es comenga a detectar
als 30min-1h després d’infligir la ferida a la fulla, i augmenta al llarg del temps en intensitat.
Per altra banda, les plantes de les linies p2Kmpi::gus::nos presentaren una resposta més
forta i més rapida en les zones de tall, comengant a detectar I'activitat GUS als 10min
després de la ferida i essent ja maxima després d’1h.

La induccié de I'expressio del gen uidA en resposta a ferida en fulla s’observa tant a nivell
local com a nivell sistémic, tanmateix la resposta és molt més forta a nivell local. A nivell
sistemic (18h després de la ferida) s’observa activitat GUS a les zones de tall i una coloracié

basal no homogénia (major en els feixos vasculars) en tota la lamina foliar. L’expressio
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sistemica es mostra lleugerament més elevada en les plantes p2Kmpi::gus::nos de la
varietat Sénia.

Els estudis d’expressié amb llavors de plantes d’arrds, transformades amb la construccio
p2Kmpi::gus::nos, revelaven que després de decorticacid manual de les llavors, no es
detecta expressio del gen uidA en I'endosperm de les llavors. La decorticacid, seguida de tall
longitudinal del gra d’arros, condueix a I'expressié del gen uidA en l'epiteli escutellar de
lembri6o. Aixi mateix, la decorticacié i abrasid intensa de la llavor d’arrds, condueix a
I'expressio del gen uidA en les zones del tegument amb ferides més profundes, perd no a

I'endosperm.

1.3 EXPRESSIO INDUIBLE DEL GEN mpi EN PLANTES D’ARROS

1.3.1 Preparacio de les construccions per a la transformacioé

Per a Tlestudi de I'expressié induible del gen mpi en plantes d’arrds, es prepararen
construccions amb el gen mpi sencer, és a dir, la zona transcrita sota control de les seves
propies regions reguladores (promotor i terminador del gen mpi).

Primerament s’obtingué la sequéncia nucleotidica de la regié 3’ del gen mpi, amb
I'objectiu de determinar el fragment més adequat per a ser utilitzat com a terminador en les
construccions géniques. S’ha descrit a la literatura que, per a una expressio génica eficient,
cal la presencia d’aproximadament 100-200 pb riu avall del lloc de poliadenilacié de la regid
3' d'un gen; dins d'aquesta regid s’ha descrit I'existéncia de la seqiéncia consens
YGTGTTYY (on Y=C,T), encara que variable, que seria important per a un procés de
poliadenilacio correcte (An et al., 1989).

Aixi doncs, partint del clon génomic Am35, de blat de moro, es va obtenir mitjancant la
digestié amb I'enzim de restriccié Sall, un fragment d’1kb. Aquest fragment contenia el codo
d'stop TGA i dues senyals de poliadenilacio AATAAA, aixi com una possible regié
terminadora TGTGTT. Es trobaren, a més a més, motius YAYTG-like, descrits en les regions
3' de gran nombre de gens de plantes (Joshi, 1987). En la Figura 71 es mostra la seqliéncia
del fragment de la regié 3’ del gen mpi utilitzat per a realitzar les construccions posteriors.

Aixi, amb l'objectiu d’estudiar de I'expressid del gen mpi en arrds sota control de les
seves propies regions reguladores (el seu promotor i el seu terminador en plantes d’arros),
es prepararen dues construccions diferents. Es va seguir la mateixa estratégia, la utilitzada
en l'analisi funcional del promotor mpi en plantes d’arros (fragments C1 i 2K). D’aquesta
manera, les dues construccions diferien entre si en la longitud del fragment corresponent a

la zona promotora i, per tant, en el nombre delements cis putatius de resposta a
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metiljasmonat. Per a la clonacié del gen mpi sencer, zona transcrita amb les regions

promotora i terminadora, es varen dissenyar els seguents oligonucledtids:

-2 oligonucledtids emprats com a encebadors a 5’ (veure Figura 72):

ALL:

5 AGT ACT CAAACC TCATGT TTTAC 3

localitzat a —1877 bases de l'inici de transcripcid del gen

XHO:

5 CCT CGAGAG ACGATATITAG 3

localitzat a —694 bases de I'inici de transcripcid del gen

-1 oligonucleotid emprat com a encebador a 3’:

TER:

5 ATG AAC CAATGAATC GTGAC 3

localitzat a +499 bases després del codé d’stop TGA

Sall
|

Sall

Sall

Sall

—!

+388

+488

+588

+688

+788

+888

Digestio del
clon genomic

Clonacié
en pBSKi
seqlienciacio

Sall
GTCGACATCG
GCCGCTATTT
TGAAATAACG
AAGTAATGCA

RSN
** mpi .
ot

Sa

=

TGA

S5
<

TCGCCCAGAC
CCTTTCCTTG

CGGGCATGCC
TAAATAAACG

AATATATTGT

ATTAATTATG
GTTGACTAAT
TTTGTTCTTG
GCAGTAAAGT
AGGGAGAGGG
AGTAGTAACG

GTTGACAGCA
GGCCTATTTG
TAAGAAATTC
TTAATTTATG
TTAGTCCAAA
ATATGGAAAG
ACTTGTCACG

TER

GCCCCACATC
CCCCAGAACT
GAATAATGGA
TATTCAAATG
AAAAAAAAGT
GATCGTCACC
TAATGAGTTC
TTTAGATCTT
CATGCCCCGT
GATGAAGTAA
ATTCATTGGT

GGCTGATAAT
TGAAATAAAT
TGTGTGAATT
TCGCCCCTTC
ATGAGGTTAA
GGACGAAAGT
TACTCATCAA
AGAGTTGGCA
ACTGAAGATA
TGAAAGAGGA
TCAT

TER

P
) |

I
= )m35

ATATAAGCTA
ATATATACGA
CTCACTAATT
TTGCACAGTG
ATTCGGTACA
TTAGCCTAAC
TTAGCTTCTA
ACCGAAGTAT
GGATCGAACA
AGTCATTGCT

Figura 71: Seqiiéncia de la zona 3' del gen mpi. S'indica la seqiiéncia terminadora consens
trobada IGTGTT, aixi com els motius YAYTG-like (Y=C, T). També s'indiquen, en negreta, el
codo d'stop (TGA) i les senyals de poliadenilacié (AATAAA). En cursiva i negreta, s’indica la

sequiéncia de I'encebador TER utilitzat per a I'amplificaci6 per PCR del gen mpi, que

seguidament fou clonat en el vector per a la transformacié d’arros. Les xifres indiquen la

distancia del I'inici de transcripcio.
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Mitjangant la tecnica de PCR, a partir de les parelles d’encebadors ALL-TER o XHO-TER,
i utilitzant ADN del bacteridfag Am35 com a motlle, s’obtingueren els dos fragments de ADN,
amb dues longituds diferents de la regié promotora del gen mpi, que varen ser clonats en el
vector pBlueScript (pBSK) i seqlenciats. Aquestes construccions foren anomenades
pALL.MPI (fragment llarg del promotor mpi) i pX.TER (fragment curt del promotor mpi) (es
mostren a la Figura 40).

Amb aquestes construccions es va dur a terme la transformacio per bombardeig de
plantes d’arros de la varietat Sénia. Aquestes plantes foren transformades al laboratori del
CIRAD de Montpellier sota la direccié del Dr. Emmanuel Guiderdoni. Malauradament, totes
les plantes transgéniques obtingudes en aquest experiment (entre moltes altres més) foren
destrossades per un atac, per part de grups ecologistes radicals, sofert als hivernacles

transgénics del centre CIRAD (juny de 1999).

Aixi doncs, al tenir de refer la transformacié de l'arrds, varem decidir de fer noves
construccions que continguessin el gen mpi perd que ens permetessin fer la transformacio
per Agrobacterium. Per a la transformaci6 amb Agrobacterium s'utilitza el plasmidi
pCAMBIA1300. El procés de clonacié de ambdues construccions, S-MPI (promotor curt del

gen mpi) i L-MPI (promotor llarg del gen mpi), és esquematitzat a la Figura 72.

Per a la construccid6 que contenia el fragment més curt de zona promotora, que
anomenarem a partir d'ara S-MPI (Short MPI), és realitza una subclonacié a partir de la
construccié pX.TER. Mitjancant la digesti6 amb els enzims de restriccido Hindlll i BamHI, es
realitza una lligacid direccionalitzada que va permetre la clonaci6 en el plasmidi
pCAMBIA1300. Aquesta construccid S-MPI fou sequienciada i s'utilitza per transformar arros
de la varietat Ariete mitjangant Agrobacterium.

Per a la construccié amb el fragment de promotor més llarg, que anomenarem L-MPI
(Long-MPI), és realitza la subclonacié a partir de la construccio prévia pALL.MPI. Es féu una
triple digestioé d’aquesta construccié amb els enzims de restriccid Hindlll, Pvul i BamHI, per a
'obtencié final d’un fragment d’ADN que contenia el gen mpi complet. La digestid6 amb
'enzim de restriccio Pvul (la diana Pvul no es troba present en el gen mpi) es realitza per a
poder diferenciar correctament, entre dos fragments d’igual longitud, el fragment a aillar que
contenia el gen complet de la resta de 'ADN plasmidic. Finalment, es realitza una lligacio
direccionalitzada d’aquest fragment en el vector pCAMBIA1300, mitjangant les dianes Hindlll

i BamHI. La construccié aixi obtinguda fou confirmada per seqlenciacio.
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Figura 72: Preparacio de les construccions S-MPI i L-MPI portadores pel gen mpi i les seves
propies regions reguladores 5’ i 3’. En blanc, zona transcrita del gen mpi. S’indiquen els
motius putatius de resposta a metiljasmonat directes », GAGTA, i indirectes <, TACTC, que

es localitzen en el promotor del gen.

I.3.2 Transformacié de plantes d’arros (varietat Ariete)

La transformacio de plantes d’arros, de la varietat Ariete, amb les construccions S-MPI o
L-MPI es realitza mitjangant el métode de transformacio per Agrobacterium.

La soca d’Agrobacterium tumefaciens EHA105 fou transformada amb cada una de les
construccions; posteriorment es procedi a la transformacié de calls embriogénics,
procedents de llavors induides d’arros de la varietat Ariete, amb les soques d’Agrobacterium
portadores de les construccions S-MPI o L-MPI.

Es transformaren 120 i 100 calls embriogénics per les construccions S-MPI i L-MPI,
respectivament. Les taxes de contaminacid de calls per Agrobacterium després de la
cocultivacio foren del 47,5% per S-MPI i del 63% per L-MPI, en aquest ultim cas és un tant

per cent forga elevat (el percentatge habitual observat sol ser del 30-40%). El percentatge de
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calls transformats que reaccionaren, després de la transferéncia a medis selectius i de
regeneracio, fou del 22% per S-MPI i del 30% per L-MPI. Després de la regeneracio i de la
posterior seleccié dels calls transformats que desenvoluparen tija, s’obtingueren 11 linies
(derivades de calls independents) per la construccio S-MPI que originaren 79 plantes
transgéniques. Per a la construcci6 L-MPI s’obtingueren 5 linies independents, que
originaren 6 plantes transgeniques. Aquestes plantes foren transferides a I'hivernacle per a
la seva regeneraci6 i posterior analisi. Les dades obtingudes en aquestes experiéncies de

transformacié es resumeixen a la Taula 73.

calls calls linies n° final de

inicials regenerats independents plantes

S-MPI 120 22% 11 79

L-MPI 100 30% 5 6

Taula 73: Resum de la transformacié de callus d’arros (varietat Ariete) amb les construccions
pC1300::L-MPI i pC1300::S-MPI, mitjangant Agrobacterium.

1.3.3 Analisi de les plantes transformades

1.3.3.1 Analisi de ’ADN genomic de les linies seleccionades

Es determina el nombre de copies integrades en el genoma de les plantes L-MPI i S-MPI,
de les linies obtingudes i fertils, mitjangant la técnica de transferéncia d’ADN (Southern Blot).
Es va extreure i quantificar TADN genomic d’individus TO de les tres linies S-MPI 4.6, 5.2 i
10.2 i L-MPI 5.2; aquests ADN foren posteriorment digerits amb I'enzim de restriccié BstEll

(veure esquema A a la Figura 74).

S'utilitza la sonda de la regié codificant del gen de I'higromicina (hph) com a informacio
indirecte de la integracié del transgen mpi. Els resultats obtinguts es mostren a la Figura 74.
Com és d’esperar per una transformacid mitjangant Agrobacterium, els analisi Southern Blot
realitzats en les linies L-MPI 5.2, i S-MPI 4.6, 5.2 i 10.2, ens indicaren I'existéncia d’'un baix

nombre d’integracions del gen hph de I'higromicina (d’1 a 3 copies en les diferents linies).
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Figura 74: Analisi per Southern blot del perfil d’integracié del transgen mpi en les linies 5.2 de
L-MPI i 4.6, 5.2 i 10.2 de S-MPI (varietat Ariete, T0). A) Esquema de les construccions i tamany
minim del fragment derivat de la digestié6 amb I’enzim de restriccié6 BstEIll. B) Resultat de la

hibridacié utilitzant la sonda del gen de I’higromicina (hph). S’utilitzaren 5ug d’ADN genomic
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1.3.3.2 Acumulacié de la proteina MPI en teixits ferits de plantes transgéniques

Per a seleccionar les plantes transformades que mostressin una millor resposta a ferida,
en termes d’acumulacié de [linhibidor MPI, es realitzaren analisis per la técnica
d'immunotransferéncia.

En primer lloc es varen analitzar mostres

foliars de totes les plantes transgéniques de la

generacié TO seguint el seguent procediment:
t=18h t=0h
\I Es recolli un fragment d’aproximadament 1-2

| cm (a una distancia d’aproximadament 1 cm del
final de la fulla), de la segona fulla més jove de
cada planta, que es guarda en nitrogen liquid
(t=0h).

Immediatament, es realitzaren talls
perpendiculars al llarg de la fulla emprant bisturi.
Després de 18h, es recolliren mostres foliars de

les zones ferides i es congelaren en nitrogen

liquid.

Mitjangant la técnica de immunotransferencia i utilitzant un anticos policlonal anti-MPI, es
realitza un primer cribratge de les plantes transgéniques, S i L-MPI, per determinar quines
acumulaven MPI en condicions de ferida. Aixi doncs, s’analitzaren primerament extractes
proteics de les mostres foliars recollides a les 18h després realitzar-se la ferida mecanica,
per descartar des de l'inici, les linies que no acumulaven I'MPI (o que si ho feien era a nivells
baixos) en aquestes condicions experimentals. S'utilitza proteina MPI recombinant com a
control per poder estimar el % en qué s’acumulava aquesta proteina en el total de proteines
solubles de la fulla. S’analitzaren 70 linies obtingudes amb la construccié S-MPI i 5 linies
obtingudes amb la construccié L-MPI; el resultat d’aquest primer cribratge es mostra en la
Taula A inclosa en la Figura 75.

La Figura 75-B mostra com a exemple el resultat d’'una de les immunotransferéncies
realitzades per a determinar el nivell d’acumulacié de I'inhibidor MPI, 18h després de ferida
mecanica en algunes de les linies obtingudes.

Les linies que acumulaven la proteina MPI, 18h després de ferida, a un nivell molt feble o
que no presentaven acumulacio, foren descartades. Amb les linies que acumulaven >0,1%
dMPl es passa a realitzar un nou cribratge (també mitjangant la técnica de
immunotransfereéncia), analitzant-se aquesta vegada les mostres a t=0h i a les 18h després

de la ferida, per cada una de les linies préviament seleccionades.
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A) S-MPIiL-MPI: 18h després de ferida (Agrobacterium) TO

% d’MPI en el total de proteines solubles

0-01% 0,1-0,2% >0,2%
27 40 3
S-MPI
(38,7 %) (57,2 %) (4,3 %)
2 0 3
L-MPI
(40 %) (0 %) (60 %)
B) L-MPI S-MPI

C+rC-1 2 3 4 5 6 7 8

MPI

Figura 75: A) Acumulacié de la proteina MPI, 18h després de ferida, en mostres foliars de
plantes S-MPI i L-MPI (varietat Ariete, T0), transformades mitjangcant Agrobacterium. Els valors
corresponen al nombre de plantes que acumulen I'inhibidor MPI a un determinat nivell; entre
paréntesis s’indica el % del total de plantes transgéniques. B) Acumulacié de la proteina MPI
en plantes transgéniques L-MPI | S-MPI, 18h després d’induccié per ferida mecanica,
analitzades per immunotransferéncia. S’utilitzaren 50 yg d’extracte proteic. C+ control positiu
equivalent a 0,1ug de proteina MPI; C- control negatiu corresponent a extracte proteic de fulla
de planta Ariete no transformada. #1 a #5 plantes transgéniques L-MPI i de #6 a #8 plantes

transgéniques S-MPI.

Per la construccio S-MPI s’estudiaren 29 linies. Els resultats obtinguts es mostren en la

seglient Taula 76:

Plantes S-MPI: Oh versus 18h després de ferida

Nivells d’acumulacioé de I'inhibidor MPI

S-MPI Oh <18h Oh =18h Oh > 18h
(varietat Ariete) 9 18 2
Agrobacterium, TO (31 %) (62 %) (7 %)

Taula 76: Caracteristiques de I’acumulacio de la proteina MPI en mostres foliars de plantes S-
MPI (varietat Ariete, T0), transformades mitjancant Agrobacterium. Es compara I’acumulacié
d’MPI a les Oh versus 18h després de ferida. Els valors corresponen al n° de plantes que

acumulen l'inhibidor MPI; entre paréntesis s’indica el % del total de plantes transgéniques.
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Per a la construccié L-MPI (varietat Ariete, TO) s’estudiaren 4 linies. En la Figura 77 es
mostra un exemple de les immunotransferéncies realitzades comparant les mostres
obtingudes a t=0 i les a t=18h després d’induccio per ferida, per a diferents linies S-MPI i L-
MPI. Com es pot veure, s’observa un elevat percentatge de linies S-MPI en les que els
nivells d’acumulacié a t=0h iguals, o fins hi tot superiors, als nivells d’MPI a t=18h (després
de ferir).

Aixi doncs, entre les linies que presentaven una clara induccié en I'expressié del gen mpi
en resposta a ferida mecanica, i que eren fertils, s’identificaren les linies de més interes per
a obtenir les seglents generacions T1 i T2: 3 linies independents de la construccio S-MPI
(linies 4.6, 5.2 10.2) i 3 linies per a la construccié L-MPI (linies 4.1, 5.1 i 5.2).

Degut al nombre reduit de linies L-MPI disponibles, les analisis segiients (cinética
d’acumulacié d’'MPI en resposta a ferida) es realitzaren solament amb les linies de la
construccio S-MPI. Les linies L-MPI foren reservades per a la produccié de llavors, amb
especial atenci6 a la linia L 5.1 ja que presentava els millors resultats: acumulacio d’'MPI en
resposta a ferida i sense acumulacié basal a t=0h.

D’aquesta manera, es procedi a I'analisi de 'acumulacié de l'inhibidor MPI de les plantes
S-MPI de les linies 4.6, 5.2 i 10.2 (generacié T2) en resposta a ferida mecanica. Es varen
utilitzar quatre plantes, en I'estadi de planta de 3-4 fulles, per a cada una de les linies

estudiades.

L-MPI S-MPI Figura 77: Acumulacio a

Oh (no induccid) i 18h
C+ C- #441 #5.1 #5.2 #4.3

Oh 18n  Oh 18h  Oh 18h  Oh 18h (18h després d’induccio
per ferida mecanica) de

Pinhibidor MPI en
plantes transgéniques
L-MPI i S-MPI (varietat
Ariete,T2). S'’utilitzaren
50 ug d’extracte proteic

MPl —»

S.MPI de fulla. C+ control

positiu equivalent a
C+ C- #4.5 # 4.6 #5.2 #10.2

oh18h  Oh 18h  Oh 18h  Oh 1Bh 0,1pg de proteina MPI;

C- control negatiu
corresponent a extracte
proteic de fulla de

MPl —» planta Ariete no

transformada.
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Es prengué com a temps Oh, un fragment d’aproximadament 1-2 cm de la segona fulla
més jove de la planta, que es guarda en nitrogen liquid. Immediatament, es realitzaren talls
perpendiculars al llarg de la fulla emprant fulles de bisturi. Es recolliren mostres foliars
(d’aproximadament 1-2 cm) de les zones ferides als 30 minuts, 1 hora i 6 hores després de
la induccié per ferida mecanica i es congelaren immediatament en nitrogen liquid. Aquestes
mostres es processaren per a obtenir extractes de proteines solubles totals i, utilitzant
l'anticos anti-MPI, es realitzaren immunotransferéncies per a l'analisi de la cinética
d’acumulacio de l'inhibidor MPI en resposta a ferida mecanica. En la Figura 78 es mostra un

exemples dels resultats obtinguts.

S-MPI C+ C- Oh 30 1h 6h Oh 30° 1h 6h
Linia 4.6 MPI
_'
C+ C- Oh 30° 1h 6h Oh 30 1h 6h
Linia 5.2 MPI
_’
C+ C- Oh 30° 1h 6h C+ C- Oh 30° 1h 6h
MPI
Linia10.2 — | »

Figura 78: Cinétiques d’acumulacié de I'inhibidor MPI en plantes transgéniques S-MPI després
d’induccié per ferida mecanica (varietat Ariete, T2). S’utilitzaren 50 pg d’extracte proteic. C+
control positiu equivalent a 0,1ug de proteina MPI; C- control negatiu corresponent a extracte
proteic de fulla de planta Ariete no transformada. Les mostres foliars foren preses a temps Oh,

30 minuts, 1h i 6h després de ferir les fulles mitjangant bisturis.

Per les quatre plantes analitzades de la linia S-MPI 4.6, 'acumulacié de l'inhibidor MPI a
temps inferiors a 1h era inapreciable, mentre que a partir d’1h després de ferida mecanica
era d’aproximadament un 0,1%-0,15% en el total de proteines solubles.

Per la linia S-MPI 5.2, el nivell basal d’acumulacié de l'inhibidor MPI (t=0h) era ja
significatiu, d’aproximadament 0,1% d’MPI en el total de proteines solubles; 1h després de
ferida mecanica, 'acumulacié de la proteina MPl augmenta a nivells propers o iguals a 0,2%
i es mantingué fins a les 6h (temps més llarg analitzat).
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En les plantes de la linia S-MPI 10.2, s’observa també un nivell basal elevat proper a
0,1% d’'MPI, que augmenta després d’una hora a nivells d’entre 0,1% i 0,2%. Aquests nivells
es mantingueren fins a les 6 hores.

Aixi, es conclou que les plantes S-MPI, plantes que expressen el gen mpi (sota control
del seu propi promotor i terminador), presentaven acumulacié de I'inhibidor MPI en resposta
a ferida mecanica. Ara bé, s’observa un nivell d’acumulacié basal de MPI en fulla no ferida
mecanicament. Aquest nivell basal pot ser degut a que les plantes estan exposades a
constants agressions ambientals, que els poden provocar ferides que induiran aquesta

acumulacio basal d’'MPI.

1.3.4 Bioassaigs amb plantes arros amb expressio induible del gen mpi front larves del

lepidopter Chilo suppressalis

Els resultats mostrats a I'Apartat 1.1.4, ens havien permés demostrar que les larves de
Chilo suppressalis, al ser alimentades en plantes transgéniques que expressaven
constitutivament el gen mpi, mostraven una reduccié de pes i retard en el desenvolupament
importants. Aixi mateix, ja s’havia comprovat 'acumulacié en resposta a ferida del gen mpi
sencer en plantes transgéniques d’arrds. Aixi doncs, es va procedir a comprovar si
s’observaven els mateixos efectes alimentant larves de Chilo en plantes que expressaven el
gen mpi de manera induible.

Es va realitzar un bioassaig amb linies d’arros transgeniques (varietat Ariete) S-MPI que
contenien el gen mpi sota control de la versié curta del seu promotor (700pb). Després
d’analitzar les linies S-MPI 4.6, 5.2 i 10.2 en les generacions TO, T1 i T2, i comprovar-se
'acumulacié de MPI per ferida mecanica, es seleccionaren 21 plantes (germinades en
'agent higromicina) de cada linia per a la realitzacié d’'un bioassaig amb larves de Chilo
suppressalis. El nivell d’acumulacio basal de l'inhibidor MPI en les tres linies fou nul o
inferior a 0,1%. A les 6h després de ferir les fulles, s’assoliren nivells de 0,15% d’MPI per la
linia 4.6 i de 0,2% en les linies 5.2 10.2.

Aquestes plantes, col-locades en testos de tres en tres, juntament amb plantes, en el
mateix estadi, de la varietat Ariete no transformades, es disposaren en els dispositius
entomologics i s’infestaren a rad de 4 larves en estadi L2 per planta. Després d’'un periode
d’'infestacié de deu dies, les larves foren recuperades de les diferents linies i pesades
individualment.

En la Figura 79 es mostren les diferéncies de pes observades per les larves alimentades
en les diferents linies. S’observa una disminucié significativa (P<0,2) del pes mitja en les
larves recuperades de les tres linies transgéniques respecte el valor mitja obtingut per les

larves alimentades en les plantes Ariete control (39,6mg * 3,9). Els valors entre les tres
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linies S-MPI foren similars: linia S-MPI 10.2: 30,6mg * 4.2; linia S-MPI 4.6: 28,5mg * 3,7;
linia S-MPI 5.2: 28,3mg + 2,4.

S-MPI
S0 (39,6)
_ 40 I (30,6) (28,5) (28,3)
g 30 — + T
g 20— -
10 +— _
0
linia—» Ariete 10.2 4.6 5.2
%MPI—p - 0,2% 0,15% 0,2%

Figura 79: Pes mitja de les larves recuperades de plantes transgéniques (varietat Ariete) S-MPI
de les linies 10.2, 4.6 i 5.2, de la generacié T2. S’utilitzaren plantes de la varietat Ariete no
transformades com a controls. Les larves foren alimentades en planta durant 10 dies. Entre

paréntesis s’indica el pes en mg. S’indica la desviaci6 estandard (P<0,2).

En la Figura 80 es mostra la distribucié en grups de pes de les larves recuperades. Les
larves recuperades de les plantes control presentaren poblacions de larves de tots els grups
de pes fins a >61mg, pero cap representant de menys de 10mg. El major nombre de larves
recuperades s’encabien entre els grups de pes de 21 a 50mg. Per altra banda, les larves
alimentades en les plantes transgéniques que expressaven el gen mpi, presentaren
individus de tots els grups de pes amb el maxim de representants dins els grups compresos
entre 10mg i 40mg (linies S-MPI 10.2 i S-MPI 5.2).

Finalment, s’interrelaciona la distribucié de en grups de pes i I'estadi larvari de les larves
recuperades en les diferents linies d’arrds. Els resultats obtinguts es resumeixen en la
Figura 81. Les larves alimentades en les plantes Ariete no transformades, evolucionaren a
estadis superiors a l'estadi L4, fins a L7, trobant el maxim nombre d’individus en estadi
larvari L5. En les tres linies transgéniques S-MPI es trobaren larves que no s’havien
desenvolupat més enlla de l'estadi larvari L3. Les larves recuperades de les tres linies
presentaren un perfil molt semblant, presentant el maxim d’individus en estadi L4 i L5. Cal

esmentar que en la linia 5.2 no es recupera cap larva en estadi superior a L6.
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Figura 80: Distribucié en grups de pes de larves recuperades de plantes transgéniques (varietat
Ariete) S-MPI de la generacié T2 (linies 10.2, 5.2 i 4.6) i plantes Ariete no transformades. Les larves
foren alimentades en planta durant 10 dies. Els valors s’expressen en % del total de larves
recuperades per a cada linia transgénica.

Distribucié en grups de pes - estadi larvari

I [

OAriete
H10.2
04.6
os5.2

3,1-10mg {10,1 - 30 mg|30,1 - 60 mg| 60,1 -85 mg | 85 - 120 mg
L3 L4 L5 L6 L7

Figura 81: Distribucio en grups de pes — estadi larvari de larves recuperades de plantes
transgéniques S-MPI (T2, linies 5.2, 4.6 i 10.2) de la varietat Ariete i plantes Ariete no transformades.
Les larves foren alimentades en planta durant 10 dies. Els valors s’expressen en % del total de
larves recuperades per a cada linia. S’interrelaciona el pes en mg amb I’estadi larvari equivalent (L3

al7).
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En la Taula 82 es resumeixen els resultats obtinguts en el bioassaig realitzat amb les

plantes d’arros que expressen el gen mpi de manera induible.

.. % larves Estadi larvari (9 Pes mitja
Linia %P 'e‘f:’perades 13 L4 LS i: | L7 (mg) J
Ariete - 86,3 0 304 551 13,0 145 39,6+3,9
10.2 0,20 63,1 1,9 509 41,5 38 19 30,6 £4,2
4.6 0,10 69,0 86 466 362 69 17 28,5+ 3,7
5.2 0,20 73,8 34 508 441 17 0 28,3+24

Taula 82: Bioassaig utilitzant larves de Chilo suppressalis alimentades en plantes d’arros que
expressen el gen mpi de manera induible. S’indiquen els valors obtinguts per a larves
recuperades després de 10 dies d’alimentacié en les linies Ariete no transformades, i en
plantes de les linies 10.2, 4.6 i 5.2 (T2). % MPI indica el % d’inhibidor MPI detectat en el total de
proteines solubles en mostres preses 6h després d’induccié per ferida mecanica; per L3-L7 es

fa referéncia al % del total de larves recuperades (P<0,2).

El percentatge de larves recuperades en les linies transgeniques fou molt inferior que
lobtingut per les plantes Ariete control. En aquest bioassaig, les diferéncies entre el
percentatge de larves recuperades en els controls i les plantes transgeniques fou d’entre un
13-23%. Malgrat que el percentatge de mortalitat no es pogué determinar amb seguretat,
aquesta diferencia en el nombre de larves recuperades es revela com a forga significativa.

Aixi com s'observa en els altres bioassaigs (amb plantes que expressaven
constitutivament el gen de l'inhibidor MPI) també s’observa en aquest bioassaig de plantes
amb expressié induible del gen mpi, que totes les plantes utilitzades restaven en bon estat al

cap de deu dies d’'infestaciod, fent possible fins i tot, la recol-leccié de llavors.

1.4 EFECTE DE L’EXPRESSIO DEL GEN mpi EN PLANTES D’ARROS SOBRE LES
PROTEASES DIGESTIVES DE Chilo suppressalis

Les activitats proteolitiques majoritaries en els intestins de larves de lepidopter sén de la
familia de les serinaproteases (Christeller et al., 1992; Purcell et al., 1992). Dins d’aquesta
familia de proteases trobem les activitats del tipus tripsina, quimotripsina i elastasa.

Després de comprovar que larves de Chilo suppressalis, alimentades en plantes d’arros
transgéniques que expressaven el gen mpi, es veien afectades i presentaven una disminucio
del seu pes respecte larves alimentades en les plantes Sénia control, es volgué estudiar les

activitats proteolitiques del tracte digestiu de larves de C. Suppressalis i I'efecte de
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'expressio del gen mpi sobre les mateixes. Per a aquests estudis s’utilitzaren les larves

provinents dels bioassaigs.

1.4.1 pH optim de les activitats proteolitiques digestives de Chilo suppressalis

Previ a I'estudi de les proteases digestives de larves de C. suppressalis, es va realitzar un
estudi inicial per a determinar el pH optim d’activitat de les mateixes. Per a aquests estudis,
els intestins foren extrets de larves de C. suppressalis de la poblacioé d’aquest lepidopter que
és mantinguda a l'insectari del centre CIRAD (cedides pel Dr. J.M. Vassal, Montpellier,
Franga).

S’empra un sistema de tampons discontinus amb pH compresos entre pH 6 i 12,5, per a
realitzar I'assaig amb el substrat caseina-resorufin. Tal i com es pot veure a la Figura 83, la
hidrolisi del substrat resulta feble per sota de pH 9 i presenta un maxim a pH 10,5 en el

tampo glicina-NaOH.

Substrat casein-resorufin

100 - /.\\.
o

Activitat relativa (%

Blanc
pH6
pH 6,5
pH7
pH7,5
pH8
pH 8,5
pH9
pH 9,5
pH 10
pH 10,5
pH 11
pH 11,5
pH 12
pH 12,5

—O— Fosfat —A— Tris-HCI —@— Glicina-NaOH —l— Fosfat

Figura 83: Efecte del pH en [l'activitat proteasica total d’extractes proteics digestius del
lepidopter C. suppressalis emprant el substrat caseina-resorufin i un sistema de tampons

discontinus. S’utilitza 10 pg d’extracte d’intestins.

Aixi doncs, el sistema digestiu de Chilo suppressalis presenta activitats proteolitiques
amb un oOptim de pH alcali. Aquest resultat concorda amb els resultats descrits en la
literatura, i per el nostre laboratori, per als sistemes proteolitics de larves de diferents
lepidopters (Christeller et al., 1992; Tamayo et al., 2000). Tots els assaigs realitzats
posteriorment amb extractes de digestius de C. suppressalis foren realitzats amb el tampo
glicina-NaOH pH 10,5.
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1.4.2 Efecte de I'expressio transgénica del gen mpi en les proteases digestives de

Chilo suppressalis

A continuacid, es va procedir a determinar I'efecte de I'expressié transgénica del gen mpi
en arros, sobre les proteases digestives de larves de Chilo suppressalis quant aquestes sén
alimentades en les plantes transgéniques. Les larves utilitzades provenien dels bioassaigs
realitzats amb les linies de plantes d’'arros de la varietat Sénia que expressaven
constitutivament el gen mpi (pSC22ubi::mpi::nos), i plantes Sénia control no transformades
(veure apartat 1.1.4): la linia SC84 (que expressava l'inhibidor MPI a un nivell del 0,4% del
total de proteines solubles) i la linia SC90 (que expressava 'MPI a un nivell del 0,2%). Les
larves foren pesades i se’'n dissecciona lintesti, d’'on posteriorment se’'n feren els extractes
proteics totals.

En la Figura 84 podem veure els nivells d’activitats proteolitiques d’extractes proteics
d’intesti de larves provinents de dos bioassaigs diferents, realitzats amb la generacié T4 per
a les linies SC84 i SC90 i la generacio T5 per a la linia SC84.

Nivell d'activitats proteolitiques de Chilo

—_ suppressalis
S 100 1 1
.g 80
5 0
= 40
S
s 20
8 0 -

T4 T5

Larves alimentades en: O Sénia @SC84 MSC90

Figura 84: Nivell d’activitat proteolitica total en extractes de proteines d’intestins de larves de
Chilo suppressalis. Les larves utilitzades provenien dels bioassaigs realitzats amb plantes que
expressaven constitutivament el gen mpi (linies SC84 i SC90), i plantes Sénia control no
transformades (Sénia) (veure Apartat I.1.4). S’utilitza 1 ng d’extractes proteics d’intestins. Les
plantes SC84 i SC90 acumulaven 0,4 i 0,2% d’MPI en el total de proteines solubles
respectivament. Els valors de I'activitat proteolitica han estat calculats en relacié als valors

més alts obtinguts, en aquest cas els valors per les larves SC84.

Aixi, tant en l'assaig realitzat amb larves provinents del bioassaig amb la generacié T4
com a partir de larves del bioassaig T5, el nivell d’activitat proteolitica total dels digestius de
larves alimentades en les linies Sénia transgéniques SC84 i SC90, fou més elevat que el
nivell d’activitat observat per les larves alimentades en les plantes control no transformades.

Aquest estudi ens va permetre doncs, determinar que I'expressio del gen mpi en plantes
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d’'arros té un efecte “estimulador” de les activitats proteolitiques digestives de les larves de
Chilo suppressalis, quant aquestes es troben sotmeses a una ingesta continuada de
linhibidor MPI.

En el present treball, també es realitzaren assaigs in vitro per a determinar 'efecte de
I'addicié de I'inhibidor MPI, sobre les activitats proteolitiques digestives de Chilo suppressalis
provinents de larves alimentades en plantes Sénia no transformades. Amb aquest objectiu
es va determinar el nivell d’activitat proteolitica total d’extractes d'intestins que foren
preincubats amb quantitats creixents de la proteina MP| expressada en E. coli (rMPI, fusio
GST-MPI). Estudis anteriors realitzats en el nostre grup de recerca, indicaren que l'inhibidor
MPI expressat en forma de proteina fusi6 amb la GST (glutatio-S-transferasa), rMPI, és
funcional i presenta una especificitat d’inhibicié cap a serinaproteases del tipus quimotripsina
i elastasa, de larves de l'insecte lepidopter Spodoptera littoralis (Tamayo et al., 2000; veure
Figura 19 de la Introducci6). En la Figura 85 pot veure’s com l'activitat proteolitica total, dels
extractes obtinguts a partir de larves alimentades en plantes control, decreix en preséncia
d’'MPI de manera depenent de la concentracié de l'inhibidor. EI maxim d’inhibicié s’assoli
utilitzant 1 pg d’MPI, observant-se una inhibici6 del 40% de I'activitat proteolitica total
present en el sistema digestiu de larves de C. suppressalis (60% d’activitat residual en
preséncia d’'MPI).

Si es comparen aquests resultats amb els resultats anteriorment obtinguts en el laboratori
amb Spodoptera littoralis, s’observa com l'efecte de linhibidor MPI sobre les proteases
digestives d’ambdoés lepidopters, C. suppressalis i S. littoralis, és similar (comparar corba
d’inhibicié per 'MPI de la Figura 85 (plantes Sénia) amb Figura 21 de l'apartat 5.4.1 de la
Introduccié). En ambdds casos una part important de l'activitat proteolitica present en el
tracte digestiu de larves d’aquests lepidopters (40%) pot ser inhibida per la proteina MPI.

Aixi mateix, es realitza el mateix experiment per determinar I'efecte de I'addici6 d’MPI
sobre les activitats proteolitiques digestives de larves alimentades en plantes Sénia
transgéniques que expressaven constitutivament el gen mpi. S'utilitzaren les linies SC84 i
SC90, de la generacio T4.

Si parem esment a la comparacié del efecte de I'addici6 d’'MPI sobre les proteases
digestives de larves de C. suppressalis, s’observa que I'efecte inhibidor de 'MPI sobre les
activitats proteolitiques de larves alimentades en plantes mpi és menor que la inhibicié
observada sobre les proteases d’intestins de Chilo alimentades en plantes control. Mentre
que en el cas de les larves alimentades en plantes Sénia no transgéniques, I'addicio externa
d’MPI permetia inhibir fins un 40% de l'activitat proteolitica total, en les larves alimentades
en plantes darrdos transgéniques, el maxim nivell dinhibici6 que s’observa fou
d’aproximadament el 20% (80% d’activitat proteolitica residual) (veure Figura 85, mostres
SC84 i SC90). Aixd podria explicar-se pel fet que, en les larves de les linies SC84 i SC90,
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una fraccid de les seves activitats proteolitiques es trobaria ja inhibida per efecte de

'expressio del transgen en les plantes on s’alimentaren.

Chilo suppressalis
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Figura 85: Inhibicié per MPI de lactivitat proteolitica total d’extractes d’intestins de Chilo
suppressalis. Les larves de C. suppressalis foren recuperades de plantes Sénia control no
transformades (Sénia) i de plantes Sénia transgéniques per I'inhibidor de proteases MPI (SC84
i SC90, ubi::mpi::nos). S'utilitza 1 pg d’extracte proteic d’intestins. El substrat utilitzat fou

caseina-resorufin.

Una altra possible explicacié d’aquest resultat podria donar-se a partir de I'observacié de
I'efecte estimulador de les activitats proteolitiques digestives en les larves alimentades en
plantes transgéniques (veure apartat anterior). Les activitats “de novo” no serien
susceptibles d’inhibicid per 'MPI: el % d’inhibicié per incubacid6 amb MPI resultant sera

inferior al de les larves alimentades en les plantes control.

Per ultim, es realitza un estudi per determinar la participacié de determinades proteases,
en el sistema proteolitic digestiu de larves de Chilo suppressalis. Amb aquest objectiu
s’empra una bateria d’'inhibidors dirigits a proteases especifiques que foren incubats amb
extractes digestius de larves alimentades en plantes d’arrds Sénia no transformades. Els
resultats obtinguts amb aquests inhibidors de proteases es varen comparar amb els
observats amb l'inhibidor MPI.

S'utilitza l'inhibidor Elastatinal com a inhibidor de serinaproteases del tipus elastasa;
Chymostatin com a inhibidor de serinaproteases del tipus quimotripsines, i
cisteinaproteases; Inhibidor Bowman-Birk de soja (SBBI) com a inhibidor de serinaproteases
dels tipus quimotripsines i tripsines; I'inhibidor Leupeptin per a serinaproteases del tipus

tripsina i per a cisteinaproteases; Pepstatin com a inhibidor d’aspartilproteases i EDTA com
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a inhibidor de metal.loproteases; i finalment PCl (Potato Carboxipeptidase Inhibitor) que
inhibeix carboxipeptidases A i B (subministrat pel Dr. F.X. Avilés del Dept. de Bioquimica i
Biologia Molecular de la UAB).

En la taula seguent s’indiquen els inhibidors utilitzats i les seves especificitats d’inhibicio.

Inhibidors Proteases

Elastatinal Serin- (elastases)

. Serin- (quimotripsines)
Chymostatin L . .
Cistein- (descrit en insectes, (Jongsma, 1996; Novillo, 1997))

L ti Serin-
eupeptin
pep Cistein-

Soybean Bowman-Birk
Serin- (quimotripsines i tripsines, descrit en insectes (Lee, 1995))

(SBBI)

Pepstatin Aspartil-

EDTA Metal-lo-

PCI Carboxipeptidases Ai B

Es va preincubar lI'extracte de digestius de Chilo suppressalis amb cadascun dels
inhibidors citats, posteriorment es realitza I'assaig d’activitat emprant el substrat caseina-
resorufin.

Com es pot observar a la Figura 86, I'inhibidor que inhibia més fortament les activitats
proteolitiques digestives de larves de C. suppressalis fou I'inhibidor Leupeptin (5% d’activitat
residual en preséncia de l'inhibidor). El seguiren els inhibidors Pepstatin (amb un 31,5%
d’activitat residual), 'SBBI (41,4% d’activitat residual) i l'inhibidor Chymostatin (amb un
54,3% d’activitat residual). La incubacié amb l'inhibidor MPI, resulta en una activitat residual
del 60%. L’inhibidor PCI presenta una capacitat d’inhibicid menor (84,8% d’activitat residual
en preséncia de l'inhibidor). Finalment, els inhibidors EDTA i Elastatinal presentaren un
efecte inhibidor quantitativament poc important sobre les proteases digestives de C.
suppressalis.

Aquests resultats apunten a que, en el sistema proteolitic digestiu de larves de Chilo
suppressalis, alimentades en plantes darros, hi participen activitats proteolitiques
susceptibles d’inhibici6 per part d’inhibidors de serinaproteases i aspartilproteases.
Concretament, i dins la familia de les serinaproteases, en el sistema digestiu de C.
suppressalis participen molt probablement serinaproteases del tipus tripsina i quimotripsina.

Les proteases del tipus elastasa sén quantitativament menys importants. En aquest estudi,
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no s’ha assajat la participacié de cisteinaproteases (p.ex. utilitzant cistatina), aspecte que

queda doncs, pendent encara.

Larves de C. suppressalis alimentades en plantes d'arros Sénia
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Figura 86: Efecte d’inhibidors de proteases en la sobre les activitats proteolitiques digestives
de larves de Chilo suppressalis. S’utilitzaren 3ug d’extracte de proteines provinents d’intestins
de larves alimentades en plantes d’arros Sénia no transformades, i el substrat general proteic
caseina-resorufin. Els valors s’expressen com a percentatge de I’activitat de I’extracte control
sense inhibidor: en color clar s’indica el % activitat residual, i en fosc el % d’activitat inhibida.
Els inhibidors i concentracions utilitzades foren: Elastatinal (0,1mM), Chymostatin (0,1mM),
Soybean Bowman-Birk Inhibitor (SBBI) (10uM), Leupeptin (100uM), Pepstatin (25uM), Maize
Proteinase Inhibitor (MPI) (3,7uM), Potato Carboxipeptidase Inhibitor (PCI) (10 uM) i EDTA

(1mM). Tres répliques foren realitzades per cada assaig.

Per ultim, mencionar que el grau d’inhibicié que s’observa per l'inhibidor MPI és similar al
que es produeix amb [linhibidor Chymostatin. Es correspon doncs amb [I'especificitat
d’'inhibicié anteriorment demostrada per I'MPI contra activitats proteolitiques del tipus
quimotripsina d’insectes lepidopters (Spodoptera littoralis). No es descarta la possibilitat de
que linhibidor MPI actui també inhibint activitats proteolitiques del tipus elastasa, aspecte
que, amb la informacié disponible, no pot ser encara aclarit (la participacié d’activitats
elastasa és quantitativament poc important en el total d’activitats proteolitiques digestives de

Chilo suppressalis).
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De totes maneres, s’ha de ser molt prudent amb les conclusions que poden desprendre’s
d’aquest tipus d’estudis ja que:

a) Les propietats inhibidores de la majoria dels inhibidors de proteases s’han determinat
amb proteases de mamifers.

b) De la informacié disponible referent a les proteases digestives d’insectes (encara que
sigui relativament escassa) es dedueix que hi ha diferéncies significatives entre insectes i
mamifers (les caracteristiques bioquimiques de les proteases d’ambdds grups so6n molt
diferents).

1.5 EFECTE DE L’INHIBIDOR MPI EN LES ACTIVITATS PROTEOLITIQUES DIGESTIVES

DE Cacyreus marshalli

En el decurs daquest ftreball va sorgir la possibilitat d’ampliar les aplicacions
biotecnologiques del gen mpi per a la proteccié de plantes ornamentals front insectes plaga.

Cacyreus marshalli és un lepidopter que ha esdevingut, en molts pocs anys, una de les
plagues més importants del gerani en la zona mediterrania (veure Apartat 3.1 de la
Introduccid). En el present estudi es va assajar I'activitat inhibidora in vitro de I'inhibidor MPI
front les activitats proteolitiques digestives de larves de C. marshalli, per determinar si el gen
mpi és un bon candidat per a la millora de la resistencia del gerani front aquesta important

plaga, mitjangant transgénia.

1.5.1 pH optim de les activitats proteolitiques digestives de Cacyreus marshalli

Els intestins foren extrets de larves de Cacyreus marshalli alimentades amb gerani, en el
grup del Dr. J. Ferré de la Universitat de Valéncia. Emprant el mateix sistema de tampons
discontinus utilitzat per als assaigs amb Chilo suppressalis, s’estudia el pH optim de les
activitats proteasiques totals d’extractes digestius de Cacyreus marshalli. S’estudia el rang
de pH comprés entre pH 6 i pH 12,5. La hidrolisi del substrat, caseina-resorufin, resulta feble
per sota de pH 8,5 aixi com per sobre de pH 11,5 i presenta un maxim a pH 10,0 amb el

tampo glicina-NaOH, tal i com es pot veure a la Figura 87.

Tal com varem veure pel també lepidopter Chilo suppressalis, el sistema digestiu de C.
marshalli presenta activitats proteolitiques amb un optim de pH alcali, en aquest cas pH
10,0. Aixi doncs, tots els assaigs realitzats posteriorment amb extractes de digestius de C.

marshalli foren realitzats amb el tampo glicina-NaOH pH 10,0.
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100 -
S
S 80
2
T 60
e
8 40
=
S 20
<

0,

Blanc
pH 6
pH 6,5
pH7
pH 7,5
pH 8
pH 8,5
pH9
pH 9,5
pH 10
pH 10,5
pH 11
pH 11,5
pH 12
pH 12,5

—O0— Fosfat —A— Tris-HCl —@— Glicina-NaOH —— Fosfat

Figura 87: Efecte del pH en Pactivitat proteasica total d’extractes proteics d’intestins del
lepidopter Cacyreus marshalli emprant el substrat caseina-resorufin i un sistema de tampons

discontinus. S’utilitza 3 ug d’extracte d’intestins.

I.5.2 Efecte de l'inhibidor MPI sobre les activitats digestives de larves de Cacyreus

marshalli

Primerament es va determinar el nivell d’activitat proteolitica total del tracte digestiu de

Cacyreus marshalli. La Figura 88 n'’il.lustra el resultat obtingut.

Activitat proteolitica total

0,04 Figura 88: Activitat

0,03 proteolitica d’intestins de

larves de Cacyreus marshalli

Abs 574

0,02
utilitzant el substrat caseina-
0,01

resorufin. El tampd utilitzat

‘ fou glicina-NaOH pH 10,0.
0 3 6 9 12 15 18

ung d'extracte d' intesti

El nivell de I'activitat proteasica total que presenten els extractes d'intesti de C. marshalli
fou molt més alt que I'observat per Chilo suppressalis. Els resultats es mostren a la Figura
89.
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Comparacié del nivell d'activitat proteolitica Figura 89: Comparacio dels nivells
0,04 - d’activitat proteolitica en extractes
- proteics provinents d’intestins de C.
E 0,03 - suppressalis (alimentat en arros Sénia) i
g 002 - de C. marshalli (alimentat en planta de
@ gerani). Els tampons utilitzats sé6n els
< 0,01 - que presentaren el pH optim per a cada
0.00 - lepidopter (pH 10,5 per C. suppressalis i
’ Chilo suppressalis  Cacyreus marshalli pH 10,0 per a C. marshalli). S’utilitzaren

15 ug d’extracte en ambdés casos.

S’estudia els efectes de I'inhibidor MPI (proteina expressada en E. coli) en les activitats
digestives de Cacyreus marshalli. La Figura 90-A mostra els resultats d’aquest experiment.
L’activitat residual que s'observa en presencia de 11ug I'inhibidor MPI fou del 60-70% de

I'activitat proteolitica total dels extractes digestius de Cacyreus.

A Efecte de I'inhibidor MPI en les activitats B Inhibicié d'activitats proteolitiques
proteolitiques digestives de Cacyreus marshalli digestives de Cacyreus marshalli
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Figura 90: Inhibicio de les activitats proteolitiques digestives presents en extractes d’intestins
de Cacyreus marshalli, per I'inhibidor de proteases MPI. A) Es preincubaren 1,5 ng d'extracte
d'intestins i 11 pg de proteina MPI. B) Inhibicié de les activitats proteolitiques d’extracte
d’intestins de Cacyreus marshalli, pels inhibidors comercials Elastatinal i Chymostatin. Es
preincubaren 3 pg d’extracte d’intestins amb les concentracions indicades d’inhibidors. El

substrat utilitzat fou el substrat per a activitats proteasiques caseina-resorufin.

En els assaigs d'inhibicido in vitro per MPI realitzats amb els extractes provinents
d’intestins de larves de C. marshalli, la quantitat d’MPI per obtenir uns nivells d’inhibicio
similars als obtinguts pels altres dos lepidopters estudiats (60%), fou molt més elevada.

Donat que el nivell d’activitat proteolitica total és superior en Cacyreus que en Chilo (o
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Spodoptera), no és sorprenent que sigui necessari una major quantitat d’'MPI per a arribar a
un mateix grau d’inhibicio.

Per altra banda, utilitzant els inhibidors comercials de les activitats elastasa i
quimotripsina, Elastatinal i Chymostatin respectivament, es va realitzar un assaig d’inhibicié
amb extractes de digestius de larves de C. marshalli. Els extractes foren preincubats amb
una mescla dels dos inhibidors a una concentracié final de cadascun d’ells de 0.1mM o
0.2mM. Com es pot observar a la Figura 90-B, 'activitat residual que s’observa en preséncia
d’aquests inhibidors és del 50-60% de I'activitat proteolitica total.

Dels resultats obtinguts en els anteriors assaigs se’n despren que el tracte digestiu de les
larves de Cacyreus marshalli, alimentades en gerani, és molt actiu en quant al nivell
d’activitats proteolitiques; en condicions similars de preparacié d’extractes proteics de
digestius de Cacyreus, Chilo i Spodoptera, el nivell d’activitats proteolitiques que s’observa
en els extractes de Cacyreus és molt superior al dels altres lepidopters estudiats. Aixi mateix
cal destacar que en el sistema proteolitic digestiu de C. marshalli es detecten també
activitats proteolitiques susceptibles d’inhibicié per Chymostatin i Elastatinal (activitats del
tipus quimotripsina i elastasa). Aquests resultats sén comparables als obtinguts amb Chilo i
Spodoptera. A més a més, els resultats obtinguts permeten concloure que una part
important de l'activitat proteolitica total del tracte digestiu de Cacyreus és susceptible
d’inhibicié per la proteina MPI. Aquests resultats foren la base de partida d'una linia de
treball, actualment en curs en el laboratori, de transformacié de gerani amb el gen mpi i

proteccio front Cacyreus marshalli.
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