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INTRODUCCION:

El uso generalizado de insecticidas quimicos como principal agente de control de plagas
agricolas ha llevado a la aparicion de insectos resistentes, asi como también ha causado
efectos perjudiciales para la salud y el medio ambiente (Fitt GP. 1994; Gatehouse AM. et al.
1994; Gunning RV et al. 1991; Haq SK et al. 2004.). La generacion de plantas transgénicas ha
demostrado ser una de las principales y mas prometedoras alternativas en el control de
plagas que afectan a cultivos de interés comercial.

En este contexto, el presente proyecto de investigacion pretende evaluar el uso de genes
especificos de insectos, con potencial bioinsecticida, con el fin de obtener plantas
resistentes y asi mejorar la calidad y productividad de los cultivos de relevancia
econdmica en la region (Haq SK et al. 2004; Lynch RE et al. 2003; Gassmann AJ et al. 2011;
Tabashnik BE et al. 2008.). Evaluamos el posible uso del gen eiger, un gen proapoptotico
especifico de insectos. EI mismo se identificé originalmente en la mosca de la fruta
Drosophila melanogaster, y codifica una proteina transmembrana cuyo dominio
extracelular puede ser secretado y funcionar como ligando sobre células distantes (lgaki,
T. et al. 2002). Eiger estd involucrado en diversos tipos de respuestas en insectos,
incluyendo la activacién de la respuesta inmune, procesos inflamatorios y la induccion de
apoptosis ante diferentes tipos de estrés (Igaki, T. et al. 2009; Vidal, M. 2010.). Estas
funciones de eiger dependen de su interaccion con el receptor especifico Wengen
(Stevens J et al. 2012.). Tanto eiger como wengen son genes especificos de insectos y
estan ampliamente conservados en los géneros Lepidoptera, Coleoptera, Hemiptera y
Diptera, los cuales constituyen las principales plagas para los cultivos de interés en la
agricultura (Pardo-Lépez L et al. 2013). Analizamos la expresién de eiger especificamente
en células del intestino de larvas de Drosophila, ya que el mismo es un 6rgano blanco de
particular interés debido a que las proteinas producidas por el transgen en los cultivos
transgénicos se ingieren cuando las larvas se alimentan de las partes blandas de la
planta. Por otra parte, estos genes no estan presentes en plantas y animales superiores.
Estas caracteristicas convierten al gen bajo estudio en un candidato prometedor para su
uso como agente bioinsecticida.

OBJETIVO:

El proyecto tiene como objetivo utilizar el gen eiger con el fin de desarrollar herramientas
biotecnoldégicas que permitan obtener plantas resistentes al ataque de insectos y asi
mejorar la calidad y productividad de los cultivos de relevancia econémica en la region.
Particularmente, se pretende evaluar a partir de estudios de estructura-funcion diferentes
versiones del gen eiger como potencial bioinsecticida utilizando Drosophila melanogaster
como sistema modelo de insectos.
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METODOLOGIA Y RESULTADOS:
Generacidon de moscas transgénicas

Para generar moscas transgénicas que nos permitan sobre-expresar el gen eiger se clon6
el fragmento de ADN del gen en el vector p-UAST. El mismo contiene las secuencias
necesarias para su insercion en el genoma de Drosophila y un promotor inducible por el
factor de transcripcion Gal4. Una vez obtenido el vector pUAST-eiger, se utiliz6 un
servicio comercial para la inyeccion de embriones de Drosophila melanogaster.

Estudio y caracterizacion de las lineas de moscas transgénicas obtenidas.

Una vez obtenidas las moscas transgénicas, en adelante moscas UAS-eiger, se procedio
al estudio del efecto de sobre-expresar la proteina en diferentes tejidos.

Expresion del gen eiger en ojos de Drosophila: Se expresoé eiger en el ojo de la mosca
utilizando el sistema Gal4-UAS (Figura 1A). Para esto, se cruzaron moscas de la linea
generada UAS-eiger con moscas de la linea eyeless-Gal4 (ey-Gal4) cuya expresion se
restringe al primordio de ojo de la mosca. Se analiz6 el fenotipo de ojos de la
descendencia (genotipo ey-Gal4/UAS-eiger) crecidas a 25°C. Se utiliz6 como control la
linea heterocigota ey-Gal4/+. Como se puede ver en las Figuras 2A y B, la expresion de
eiger reduce el tamafo del ojo e induce una desorganizacién de la estructura normal del
tejido, muy probablemente a partir de inducir muerte celular. Para confirmar el resultado,
se utilizd una segunda linea de moscas que dirige la expresion de Gal4 al ojo bajo un
promotor mas fuerte (gmr-Gal4). La expresion de eiger bajo el control de gmr-Gal4
produce un efecto téxico (Figura 2C-D). En este caso, el efecto observado es mas severo,
consistente con una mayor expresion. Nuestros resultados muestran que la expresion de
eiger es téxica y produce dafios severos al tejido que la expresa.
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Figura 1. (A) Representacion esquemética del sistema de expresion génica Gal4/UAS. El factor de
transcripcion Gal4 se expresa bajo el control de un promotor endégeno; el sitio de uniéon de Gal4
(UAS) controla la expresion de un gen de interés. (B) La expresion de una versién termosensible
del represor de Gal4 (Gal80ts) permite controlar temporalmente el funcionamiento del sistema. A
18°C el Gal80ts es funcional (Temperatura permisiva), mientras que a 29°C se inactiva
(Temperatura restrictiva)



Figura 2. Imagenes tomadas con lupa estereoscopica de moscas con genotipo: (A)
ey-Gal4d/+; (B) ey-Gal4/UAS-eiger; (C) gmr-Gal4/+; (D) gmr-Gal4/UAS-eiger.

Andlisis de la sobrevida de larvas: Para evaluar el efecto de la expresion de eiger en el
intestino sobre la viabilidad de las moscas que lo expresan, se cruzaron moscas Myo-
Gal4;tub-Gal80, cuya expresién se restringe a el intestino de las larvas y en las glandulas
salivales, por moscas UAS-eiger y se analizo la viabilidad de la descendencia (genotipo
Myo-Gal4/+;tub-Gal80/UAS-eiger). El experimento se realiz6 a 29°C (Figura 1B)
colocando un nimero conocido de larvas por tubo. Como control se utilizaron larvas Myo-
Gal4/+;tub-Gal80/ UAS GFP. Por ultimo, se realiz6 el recuento de la cantidad de pupas y
moscas sobrevivientes, y se calculd el porcentaje de sobrevida. Como se puede observar
(Figuras 3 Ay B), del total de larvas analizadas para el genotipo control (Myo>GFP), solo
el 42.2% llegaron a pupar. Esto indicaria que las condiciones del experimento afectan la
viabilidad de las larvas, debido a que la expresion del factor de transcripcion Gal4 en el
intestino de las larvas podria tener una toxicidad moderada. A pesar de este efecto, se
observé una diferencia significativa en la viabilidad de las larvas de genotipo Myo>eiger,
en donde solo un 26,15% llegaron a pupar.
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linea Myo-Gal4; tub-Gal80/UASGFP (myo>GFP); (B) el numero de moscas adultas respecto al
namero de pupas por tubo, para las mismas lineas. Los resultados se presentan como el promedio
+/- la desviacion estandar.



Se ha demostrado que larvas en condiciones de estrés son capaces de pupar, pero
dichas pupas son inviables y mueren en ese estadio. Por lo tanto, se decidié cuantificar el
numero de moscas adultas que son capaces de eclosionar para cada genotipo. La Figura
3B muestra que el porcentaje de adultos que eclosionaron para la linea Myo>eiger fue del
10,29%; en cambio, dicho porcentaje para la linea Myo>GFP fue del 81,45%
Efectivamente hay una diferencia significativa entre los porcentajes obtenidos para linea
que expresa eiger y para la que no lo expresa.

CONCLUSION:

A partir de los estudios realizados se pudo comprobar que efectivamente la expresion del
gen eiger induce muerte celular y dafia los tejidos en donde se expresa. En el caso
particular de las células del intestino de las larvas de Drosophila, demostramos que la
expresion de eiger afecta al correcto funcionamiento del tejido y esto reduce
drasticamente la viabilidad de los animales. En conjunto, estos resultados apoyan nuestra
hipétesis de trabajo sobre el posible uso del gen eiger como agente bioinsecticida y su
utilizacion para generar plantas resistentes al atague por insectos. En el futuro
intentaremos obtener plantas transgénicas que expresen Eiger para asi evaluar la
susceptibilidad de dichas plantas al ataque por insectos plaga.
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