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ABSTRACT

In our laboratory we are interested in the study of genes that are expressed in earliest period
of maize embryogenesis. In order to look for genes expressed in this morphogenetic period,
we realized a differential screening with adult plant tissue and embryo tissue. From this
screening we obtained a partial clone that codify to a receptor kinase. We have named this
receptor MARK (from Maize Atypical Receptor Kinase). MARK presents a putative
extracellular domain with 6 imperfect leucine-rich repeats (LRR), a region presenting all
the characteristics of a transmembrane domain and an intracellular kinase domain.
Although the intracellular domain of MARK contain the 11 conserved subdomains of
protein kinases, it presents substitutions of some of the aminoacids that are highly
conserved among kinases. Probably because of that, MARK is not able to phosphorylate.
Yeast two-hybrid screenings performed with the intracellular domain of MARK allowed us
to clone different putatives proteins that interacting with MARK. Among them, the most
interesting is a kinase related to the GCK subfamily of MAPKinases that we have named
MIK (MARK Interacting Kinase). Some GCK proteins have been shown to connect cell-
surface receptors to intracellular MAPKinase signalling cascades. MARK and MIK are
expressed in the early embryogenesis with a pick at 15 DAP embryos. Proteins MARK and
MIK are accumulated also in embryogenesis at 15 and 20 DAP embryos and by
immunolocalization we could detected both proteins in meristematic zones and
provasculars tissues.

The direct interaction of a GCK-like kinase with the intracellular domain of a kinase-
impaired receptor suggests a new mechanism by which these atypical RPK could
participate in signal transduction mechanisms.
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Introduccid

1. La senyalitzacio cel.lular i els receptors quinasa en animals.

Totes les cél.lules eucariotes reben constantment conjunts de senyals externs que afecten el
seu metabolisme, el seu estadi proliferatiu i el seu desti cel.lular. Els senyals intercel.lulars
han de permetre a cada cél.lula determinar la seva posicio i el seu paper especific en cada
moment. Si bé un organisme unicel.lular estd exposat a molts senyals diferents, en els
organismes multicel.lulars és, a més, necessari el desenvolupament de mecanismes de
senyalitzacié per comunicar i coordinar el comportament de les diferents cel.lules pel

benefici de I’organisme.

1.1 Principis generals de la senyalitzacié cel.lular en sistemes animals. Tipus de
receptors de membrana.

Les cel.lules dels animals superiors es comuniquen mitjangant molts tipus diferents de
molécules de senyalitzacié com ara proteines, petits péptids, aminoacids, nucleotids,
esteroides, derivats d’acids grassos i, fins i tot, gasos com 1’0xid nitric o el mondxid de
carboni. Aquests senyals poden trobar-se solubilitzats, units a la matriu extracel.lular o
units a la superficie de la cél.lula veina (Alberts et al., 1994).

La comunicaci6 intercel.lular t¢ lloc per la percepcié del senyal mitjangant un receptor de la
cel.lula diana. Cada cel.lula esta programada per respondre a una combinaci6 especifica de
molécules senyal. D’aquesta manera, la cel.lula respon selectivament als diferents tipus de
senyals que rep del seu entorn segons I’especialitzacidé que ha patit durant el
desenvolupament (Alberts ef al., 1994). La reaccié cel.lular davant un entorn determinat
depén tant del conjunt de receptors que expressa la cél.lula en aquell moment, com de la
maquindria intracel.lular de la que disposa amb la qual la cél.lula integra i interpreta la
informacié que rep. Aixi doncs, una molécula senyalitzadora sovint t¢ diferents efectes en

les cel.lules diana (figura 1.1).



Introduccid

A) Miscul esquelétic B) Miscui de cor C) Cél.lula secretora

CONTRACCIO RELAXACIO SECRECIO

Figura 1.1. Efecte d’'un mateix senyal en tres tipus cellulars diferents. L acetilcolina sobre
cél lules diana del muscul esquelétic provoca la contraccié muscular, mentre que si és reconeguda
per receptors de céllules del muscul de cor, provoca l'efecte contrari. D’altra banda, aquest

mateix receptor en cél.lules secretores indueix un efecte secretor. Adaptat d’Alberts et al., (1994).

A excepcio dels receptors intracel.lulars de senyals solubles, com per exemple les
hormones esteroides i tiroides, els receptors sén proteines de membrana. S’han descrit tres
classes de receptors de membrana:
- Receptors lligats a un canal ionic: responsables de senyalitzacions rapides sinaptiques
entre cél.lules excitables eléctricament.
- Receptors units a una proteina G: actuen indirectament regulant ’activitat de diferents
proteines dianes que poden ser enzims o canals idnics mitjangant una proteina G. Aquest
tipus de receptors formen la familia més gran de receptors de membrana.
- Receptors units a enzim: activen directament el seu domini catalitic quan reben un senyal.
S’han descrit cinc classes de receptors units a enzims:

- receptors guanilil-ciclases: generen directament GMP ciclic.

- receptors tirosina fosfatases: eliminen el fosfat de fosfotirosines de proteines

especifiques.
- receptors transmembrana serina/treonina quinasa: afegeixen un grup fosfat a una

serina i/o treonina de proteines diana.
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- receptors tirosina quinasa: afegeixen un grup fosfat a una tirosina de proteines

diana.

- receptors associats a tirosina quinases: s’associen amb proteines que presenten

activitat tirosina quinasa.

Aquests dos ultims grups son els receptors units a enzim més nombrosos en sistemes

animals i on s’ha estudiat més detalladament el mecanisme d’accié mitjangant el qual

transdueixen el senyal a I’interior de la cél.lula.

1.2 El mecanisme d’accié dels receptors quinasa.

Els receptors tirosina quinasa (RTK) tenen un paper molt important en el control de

processos cel.lulars fonamentals com el cicle cel.lular, la migraci6, el metabolisme, la

proliferacio i la diferenciacio (Schlessinger, 2000). Catalitzen la transferéncia d’un fosfat y

de ’ATP a grups hidroxils de tirosines de proteines diana (Hunter, 1998). L’estructura dels

RTK consisteix en un domini intracel.lular tirosina quinasa, un tinic domini transmembrana

i una regi6 extracel.lular que generalment esta glicosilada i presenta varis dominis segons

les caracteristiques estructurals dels quals es classifiquen en diferents families (figura 1.2).
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Figura 1.2. Familia
de receptors RTK de
mamifers.

D’Alberts et al.,
(1994).



Introduccid

S’ha establert un mecanisme general per a 1’activacio dels receptors tirosina quinasa on la
uni6 d’un lligand especific provoca la dimeritzaci6 del receptor (van der Geer et al., 1994).
Aquesta dimeritzacié dona lloc a I’autofosforilaci6 del receptor, que normalment té lloc per
un mecanisme intermolecular (Ullrich et al., 1990; Schlessinger, 1997).

Tot i que tots els RTK son activats per dimeritzacio, diferents lligands utilitzen diferents
estratégies per induir la dimeritzaci6 del receptor. Molts lligands sén molécules dimériques
que contenen dos epitops identics d’unié a receptor com per exemple el factor de
creixement de plaquetes (PDGF) que és un dimer unit per ponts disulfur o el factor de
cel.lules mare (SCF; stem cell factor) que forma un dimer per unions no covalents (Heldin,
1995). D’altres, com la hormona de creixement (GH) o la eritropoietina (EPO) sdn
citoquines bivalents i uneixen simultaniament dues molécules de receptors (Kossiakoff et
al., 1998). Una altra estrategia més complexa €s la utilitzada per la familia de factors de
creixement fibroblastics (FGF) formada per 21 factors de creixement (Marski et al.,, 1998)
on P’activaci6 del receptor FGFR requereix la cooperacié d’una molécula accessoria de
proteoglican sulfat heparina (HSPG) (Yayon et al.,, 1991).

La dimeritzacidé pot tenir lloc entre dos receptors idéntics (homodimeritzacié) o entre
diferents receptors de la mateixa familia (heterodimeritzacid). Sembla ser que la
dimeritzaci6 per si sola és capag d’activar la majoria de receptors. Aixi, mutacions en els
receptors del EGF o de la EPO que estabilitzen la forma dimérica del receptor en abséncia

de lligand presenten una activitat constitutiva (Heldin, 1995).

La dimeritzaci6 ve seguida de I’autofosforilacié dels receptors on una molécula de receptor
fosforila I’altra (Ullrich ef al, 1990). No es coneix, pel moment, com s’inicia
’autofosforilaci6. Una hipotesi seria que el receptor monomeéric tingués una activitat
quinasa basal suficient per fosforilar i activar el receptor del dimer que, seguidament,
podria fosforilar de manera reciproca. Una altra alternativa podria ser que la interacci6 dels
dominis catalitics intracel.lulars induis un canvi conformacional que permetés un increment
de l’activitat quinasa (Heldin, 1995).

L’autofosforilacio té lloc en dues classes principals de residus de tirosina: residus tirosina

conservats del domini quinasa i seqiiéncies reguladores susceptibles d’autofosforilacio. La
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fosforilacié d’aquestes regions no catalitiques t€ una funcié important com a lloc d’unié de
molécules per la transduccié del senyal que contenen dominis SH2 (Src-homology 2) o
dominis PTB (phosphotyrosine binding). Per exemple, el receptor PDFGJ (figura 1.3)
presenta nou llocs d’autofosforilaci6é en el domini intracel.lular, un d’ells és important per
activitat catalitica, mentre que la resta sén capagos d’interaccionar amb, com a minim,

vuit molécules diferents implicades en la transducci6 del senyal (Heldin, 1995).
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Figura 1.3. El receptor PDFGB presenta nou llocs
d’autofosforilacié en el domini intracel.lular. Un d’ells, la

o B tirosina 857, localitzada en el domini quinasa, és important

per lactivitat catalitica. La resta de residus fosforilats es
e troben en la regié no-catalitica i son capagos d'interaccionar
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amb, com a minim, vuit molécules diferents implicades en la

transduccio del senyal. De Heldin (1995).

Les proteines de senyalitzacié que contenen dominis SH2 i PTB sén modulars (Kuriyan et
al., 1997). Moltes d’aquestes proteines contenen activitats enzimatiques i motius proteics
que els permeten la interaccid amb altres proteines, fosfolipids o acids nucleics
(Schlessinger, 2000). En la figura 1.4 es representen diferents motius que participen en la
senyalitzaci6 cel.lular dels RTK. Els dominis SH2 i PTB ja esmentats s’uneixen de manera
especifica a motius pTyr, tot i que també s’han descrit alguns dominis PTB que s’uneixen a
seqiiéncies peptidiques no fosforilades (Margolis, 1999).

S’han identificat altres dominis d’interaccié proteics. Els dominis SH3 i WW s’uneixen
especificament a segiiéncies riques en prolines (Kuriyan et al, 1997). Els dominis

homolegs Pleckstrin (PH) comprenen una gran familia d’un centenar de dominis que
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s’uneixen a molécules del tipus fosfoinositides permetent ’associacié a membrana (Czech,
2000). Un aitre tipus de dominis, els FYVE, formen part d’una petita familia de proteines
que s’uneixen especificament a Pdtlns(3)P (Fruman et al., 1999). Finalment els dominis
PDZ pertanyen a una gran familia de proteines modulars independents que s’uneixen
especificament a residus hidrofobics de la part C-terminal de proteines diana (Gomperts,
1996). Per altra banda, mentre que algunes proteines adaptadores com Grb2 o Nck només
contenen dominis SH2 i SH3 mitjangant els quals interaccionen amb proteines involucrades
en la transducci6 del senyal, altres proteines contenen activitats enzimatiques addicionals
com activitat tirosina quinasa (Src, PKB), activitat tirosina fosfatasa (Shp2), activitat
fosfolipasa C (PLCy) o activitat Ras-GAP.

Aixi doncs, cada RTK hauria de ser considerat no només com un receptor amb activitat
quinasa siné també com una plataforma de reconeixement i reclutament de proteines de

senyal especifiques (Pawson et al., 1993).
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Figura 1.4. Les proteines modulars contenen diferents dominis d’interaccié implicats en el control

de les vies de senyalitzacié intracel. lulars. De Schlessinger (2000).

La dimeritzacié no és un mecanisme exclusiu dels RTK, també es dona en els receptors
serina/treonina quinasa. En mamifers només s’ha descrit una familia de receptors
serina/treonina, el receptor B del factor de creixement transformant (TGFR). Hi ha dos tipus
de receptors TGFR, el tipus 1 i el tipus 1I, ambdds necessaris per la senyalitzacié (Wrana et
al., 1992). El receptor de tipus II forma un dimer en abséncia de lligand que té activitat

quinasa constitutiva capa¢ d’unir-se al lligand TGFB. Seguidament, el TGFR de tipus I
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s’uneix al complex i és fosforilat en un residu serina (figura 1.5). Aquesta fosforilacié
sembla ser la responsable de I’activaci6 del receptor que activara altres molécules de la via

de transduccié del senyal.

TGF-B

O o o

senyal

Figura 1.5. Mecanisme d’accié del receptor serina/treonina quinasa TGFR. El TGFB s uneix
primer al dimer de receptors de tipus II amb activitat serina/treonina constitutiva. Aleshores, el

receptor de tipus I s incorpora al complex i és activat per forforilacio. Adaptat de Heldin (1995).

1.2.1 Mecanismes d’accio de receptors atipics.

Tot i que la majoria de RTK transdueixen el senyal segons el mecanisme d’accié descrit en
I’apartat anterior. Aquests receptors atipics es caracteritzen per presentar un domini
intracel.lular que conté els 11 subdominis tipics dels dominis quinasa amb canvis en alguns
aminoacids conservats i invariables. Aquests residus es troben implicats en la uni6 de
I’ATP, el reconeixement del substrat i la transferéncia dels substrat (Hubbard et al., 1994).
Alguns d’aquests receptords atipics son ErbB3, H-Ryk, Cck4, H-Ror o Mec (veure figura
1.6).

III VIb VII
H-Ryk IQVTMMLTES IHKDLAARNC VIDDTLQVKI TDNALSRDL
Cck4 QQOQLDFRREL VHKDLAARNC LVSAQRQVKV SALGLSKDV
M-Mepl SLKMTFLGRA VHRALSARSV LVNSHLVCKV ARLGHSPQG
H-Rorl QOWMEFQQEA VHKDLAARNI LIGEQLHVKI SDLGLSREI
H-Erb3 QSFQAVTDEM VHRNLAARNV LLKSPSQVQV ADFGVADLL
CONS E D DFG
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Figura 1.6. (pagina anterior) Seqiiéncies dels dominis III, VIb i VII d’alguns receptors quinasa on
es poden observar canvis en residus aminoacidics essencials per l'activitat quinasa. H-Ryk:
Human-receptor-like tyrosine kinase (P34925). H-Cck4: Human-Colon Carcinoma Kinase-4
(AAA87565). M-Mepl: Mouse-Murine eph-family protein (AAB51430). H-Rorl: Human-receptor
tyrosine Kinase-like orphan receptorl (XP_046818). H-ErbB3 (P21860).

Un dels casos més ben estudiats és el de la familia de receptors del factor de creixement de
I’epidermis (EGFR) formada per quatre membres: EGFR (ErbB1), ErbB2, ErbB3 i ErbB4.
La regulaci6 de I’activacié dels receptors ErbB és molt complexa. El receptor EGFR
s’uneix a una gran varietat de lligands com el EGF, el TGFa. (transforming growth factor),
I’amphiregulina (AR), I"HB-EGF (heparina-binding EGF-like growth factor), la
betacellulina (BTC) i I’epiregulina (Higashiyama et al., 1991; Marquart et al. 1984; Savage
et al., 1972; Shing et al., 1993; Shoyab et al., 1989; Toyoda et al., 1995). Per altra banda,
no s’ha identificat cap lligand pel receptor ErbB2. Els altres dos membres de la familia,
ErbB3 i ErbB4, s’uneixen a heregulines (HRGs) (Carraway er al.,, 1994; Plowman et al.,
1993a, 1993b). Aquests polipeptids, també coneguts com neuregulines (Neu), soén
glicoproteines que contenen dominis d’immunoglobulines i EGF-like. Hi ha almenys 12
isoformes diferents de HRG que provenen de splicing alternatiu d’un unic gen (Holmes et
al, 1992; Falls et al., 1993; Marchioni et al., 1993; Wen et al., 1992). El reconeixement del
lligand indueix a la formacié d’homodimers o heterodimers dels diferents receptors ErbBs.
S’han descrit fins a deu combinacions diferents d’homo i heterodimers d’ErbBs, les quals
no sén igualment favorables (Pinkas-Kramarski et al., 1996). El receptor ErbB2 s’ha
proposat com la parella heterodimérica més estable (Graus-Porta et al, 1997). En
experiments de co-expressié es pot veure com la baixa afinitat que presenta el receptor
ErbB3 per HRG es veu incrementada quan es co-expressa amb ErbB2 (Sliwkowski et al.,
1994). L’existéncia d’aquest heterodimer és molt interessant, ja que el receptor ErbB3
presenta un domini quinasa no catalitic. La manca d’activitat del domini quinasa d’ErbB3
s’ha demostrat en varis sistemes com per exemple en cel.lules d’insecte (Guy et al., 1994) i
en analisis bioquimiques amb el domini quinasa purificat (Sierke ef al.,, 1997). L’analisi de

la seqiiéncia aminoacidica del domini quinasa mostra la substitucié de quatre residus
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aminoacidics conservats en totes les tirosines quinasa (Hanks et al., 1988). En la figura 1.7

es mostra un d’aquests canvis aminoacidics.

ErbB3 MVHRNLAARN
ErbBl LVHRDLAARN

ErbB2 LVHRDLAARN
ErbB4 LVHRDLAARN Figura 1.7. Substitucio en el subdomini VI del domini catalitic

D d’ErbB3 de !'acid aspartic essencial per [’activitat quinasa per

VIb una asparagina.

Tot i que ErbB3 no té activitat catalitica, no només participa en la transduccié del senyal
interaccionant amb altres membres de la seva familia formant heterodimers, sin6 que t€ una
funcié imprescindible. Embrions de ratolins knock-out per ErbB3 presenten severes
neuropaties letals (Riethmacher er al, 1997). Analisis evolutives del receptor ErbB3
mostren la conservacid del seu domini quinasa defectiu, suggerint que aquest domini
quinasa t¢ una funcié independent de I’activitat catalitica (Stein et al, 2000). Aquesta
funcié podria ser la interacci6 amb altres membres de la familia de receptors i altres
proteines. ErbB3 presenta una cua C-terminal més llarga amb més residus tirosina
susceptibles de ser fosforilats (Waterman ez al., 1999). S’ha pogut comprovar que aquests
residus es fosforilen en 1’heterodimer ErbB2-ErbB3. Per altra banda, un cop fosforilat, s’ha
proposat que el domini C-terminal d’ErbB3 pot interaccionar amb altres proteines

intracel.lulars.

Un altre exemple de receptor atipic on s’ha estudiat el mecanisme d’acci6 és el receptor H-
Ryk. Els canvis aminoacidics més importants que conté H-Ryk sén en el subdomini I i en el
triplet DFG del subdomini VII (DNA en H-Ryk) on s’ha demostrat que els residus de
fenilalanina i glicina d’aquest motiu DFG son essencials per I’activitat catalitica dels RTK
(Katso et al., 1999). Per tal d’estudiar ’efecte d’aquestes substitucions es van realitzar
receptors quimerics on el domini extracel.lular de H-Ryk era substituit pel del receptor
TrkA (Human nerve growth factor [NGF] receptor) (Katso et al., 1999). Aquesta

aproximacié permet 1’analisi molecular de receptors de lligand desconegut. Els resultats
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d’aquest estudi van mostrar com tot i ser cataliticament inactiu, 1’estimulacié del lligand del
receptor quiméric provoca I’activacié de la via MAPK. Aquests resultats impliquen que el
receptor podria transduir el senyal a través de proteines auxiliars per mecanismes encara no

caracteritzats.

1.3 La transduccié del senyal, la via de les MAPKSs.

Un cop el senyal s’ha unit a un receptor, cal que s’activi una via de transducci6 especifica
per tal que els gens diana que representen la resposta cel.lular al senyal extracel.lular
puguin activar-se.

La via de transducci6 de senyal de les MAPKSs (Mitogen-Activated Protein Kinase) és el
mecanisme més estes i conservat de la regulacié cel.lular eucariota (Kyriakis et al., 2001).
Totes les cél.lules eucariotes tenen multiples vies de MAPK que els permeten respondre a
molts estimuls extracel.lulars com factors hormonals i de creixement, citoquines i estressos
ambientals com el xoc osmotic o les radiacions ionitzades a través de diversos receptors
(Whitmarsh et al., 1995). Una de les grans families de receptors que activa la via MAPK és
la familia Ras formada per proteines GTPases monomériques ancorades a membrana, tot i
que també alguns receptors quinasa son capagos d’activar MAPKSs.

Totes les vies de MAPK presenten tres passos claus per a la transducci6 del senyal (figura
1.8). L’activaci6 d’una proteina MAPK per la fosforilaci6 de residus treonina i tirosina és
catalitzada per la familia de proteines quinases MAPK kinases (MAPKK) també
anomenada MAPK/ERK kinases (MEK) que, a la vegada, esta regulada per una fosforilacio
serina/treonina catalitzada per la familia de proteines quinases MAPK-Kinase-Kinase
(MAP3Ks) (Herskowitz, 1995; Kyriakis et al, 1996). Aquestes dues fosforilacions
seqiiencials tenen lloc en residus conservats del subdomini VIII del domini quinasa.
L’elevada diversitat de proteines amb activitat MAP3K reflecteix la varietat d’estimuls que
poden ser transduits per aquesta via. Conseqlientment, les proteines MAPK tenen una gran
especificitat de substrat podent regular un ampli rang de processos cel.lulars com
I’organitzacié del citoesquelet, ’homeodstasi de metabolits, el creixement cel.lular i
I’apoptosi (Kyriakis et al, 1996). Mentre que es coneix amb detall els components
moleculars que regulen el triple modul de quinases, els mecanismes pels quals les proteines

MAP3K reben la informaci6 dels receptors sén molt menys coneguts. En I’apartat 1.3.1 es

10



Introduccid

descriurd una familia de proteines MAPKinasa identificada recentment que suposadament

actua com a reguladora de la cascada MAPK.

Unié de la proteina activadora (GTPase,
proteina adaptadora...), translocacié a
membrana, oligomeritzaci¢ i fosforilacié

MAP3K / MAP3K
) )

—'j
activa

Ser Ser/Thr
élé Figura 1.8. Esquema general de la via MAPK, la

MAPK MAPK L . G
-——’ senyalitzacid es dona per una fosforilacio seqiiencial

Py Tg lineal d’un modul triple de quinases que consisteix

/ en MAP Kinase Kinase Kinase (MAP3K), MAP

Prolferacis, apoptosi desenvolupament, kinase Kinase (MAP2K) i MAPK. Adaptat de
morogénesi, cicle celular, reparacio Kyriakis et al. (2001).

En els sistemes animals s’han definit tres families de MAPKs: ERKs (Extracellular signal-
regulated kinase), INKs (cJun NH;-terminal kinase) també anomenades SAPK (Stress-
activated protein kinase) i p38 kinases (Abe et al., 1999). Les proteines ERKs es divideixen
alhora amb 4 subfamilies de les qual ERK1 i ERK2 s6n les més ben caracteritzades i s’han
relacionat amb processos de proliferacio, diferenciacié, control del cicle cel.lular i
supervivéncia cel.lular (Ligterink i Hirt, 2001). La familia SAPK/JNK pot ser activada per
diferents tipus d’estrés com un xoc de calor, I’estrés hiperosmotic i la irradiaci6
ultravioleta. D’altra banda, les MAPK de la familia p38 també s’activen per determinats
estressos cel.lulars i per citoquines (Ligterink i Hirt, 2001).

El control dels diversos processos cel.lulars en resposta al conjunt d’estimuls extracel.lulars
per les MAPKs implica una especificitat de I’activacié de les MAPKs (Chang i Karin,
2001). En termes generals, s’han descrit alguns mecanismes basics per assegurar una
activitat especifica MAPK. Un d’aquests mecanismes es basa en I’organitzacid dels

components de la cascada MAPK gracies a proteines que fan una funcié de sosteniment

11
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(scaffold). Un exemple d’aquest mecanisme és la proteina JIP1 de mamifers que organitza
INK1/2, MKK7 i la MAP3K MLKI1 en una estructura especifica de senyalitzaci6 (figura
1.9a). Un segon mecanisme es base en la interaccid fisica entre els diferents membres de la
cascada per la seva activitat. Cada interaccid és inhibida per ’activacié de la quinasa que es
troba més avall de la via (figura 1.9b). Mentre que el primer mecanisme descrit incrementa
Iespecificitat a expenses de I’amplificacié del senyal, la interaccié seqiiencial provoca una
amplificacié de senyal alhora que manté I’especificitat. Un tercer mecanisme més complex
es basa en la capacitat de les MAPKs de regular indirectament I’expressio dels lligands i els

inhibidors dels receptors de membrana (figura 1.9c).

Stimulus

Response

Figura 1.9. Mecanismes d’activacié MAPKs. a: Modul de senyalitzacio especific de JIPI. b:
Interaccié especifica i seqiiencial entre membres MAPKs. MEKKI interacciona amb MKK4
inactiva formant el complex MEKKI-MKK4. MEKK]I fosforila i activa MKK4 dissociant el
complex. MKK4 activa és capag d’interaccionar amb JNK, que és activat i alliberat podent
Josforilar altres efectors com a resposta de la via. ¢: Patré especific espaial d’activacié MAPK dels

bucles autocrins positius i negatius en odcits de Drosophila. De Chang i Karin (2001).

En mamifers els components de les vies MAPK (MAP3K, MAP2K i MAPK) estan ben
caracteritzats aixi com els diferents mecanismes d’activacié (com s’ha vist en la figura 1.9).

Malgrat tot, el pas de més amunt de la via, I’activaci6 i fosforilaci6 de MAP3K és un dels

12



Introduccio

punts menys coneguts. En el segiient apartat es descriu una familia de proteines, les Ste20,

que s’han identificat en els darrers anys amb una suposada funcié MAP4K.

1.3.1 El grup de quinases Ste20 com a reguladors de la cascada de MAP
Kinasa.

La proteina Ste20p fou descrita per primera vegada com una proteina quinasa involucrada
en la via de transduccié de creuament cel.lular en Saccharomyces cerevisiae (Wu et al.,
1995). Aquesta via (figura 1.10) s’inicia per la uni6 de la feromona peptidica al seu
receptor que activa una proteina G heterotrimérica permetent ’activacié de la via de
MAPK Stellp (MAP3K), Ste7p (MAP2K) i Fus3p i Ksslp (MAPKs) (Gustin et al., 1998).
Recentment s’ha descrit la fosforilaci6 directa de la MAP3K Stel 1p per la proteina Ste20p,
demostrant que Ste20 actua com una MAP4K (Wu et al., 1995; Drogen et al., 2000).

Pheromone
et

Pheromone, .~/
receptor

Figura 1.10. L activitat MAP4K de la proteina
Ste20 de S. cerevisiae. La unio de la feromona
activa el receptor triméric de proteina G
provocant lintercanvi de GTP i alliberant les
subunitats GB i Gy. Seguidament, G recluta la
proteina de sosteniment Ste5 i la proteina Ste20,
activada per la unié de Cdc42. Ste20 forforila la
MAP3K Stell que seqiiencialment fosforila Ste7
i Fus3. De Dan et al. (2001).

En els darrers anys s’han identificat proteines similars a Ste20 en humans (fins a 30
proteines), en Drosophila, en Caenorhabditis elegans i en d’altres organismes. Les
proteines de la familia Ste20 estan formades per dues regions: un domini quinasa i un

domini no catalitic regulador. El domini quinasa esta format pels 11 subdominis conservats
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de les proteines quinasa (Hanks er al., 1995). En el subdomini VIII les proteines Ste20

contenen un peptid especific i conservat (v/iGTPyWMAPEu) que és el responsable del

reconeixement del substrat. Segons la posicié del domini quinasa, les proteines Ste20 es

classifiquen en dues families:

- la familia PAK (p21-Activated Kinase) que presenta el domini quinasa en la part C-

terminal i conté motius CRIB en la regi6 reguladora.

- la familia GCK (Germinal Center Kinase) que tenen el domini quinasa a la regié N-

teminal i mostren una elevada diversitat estructural en la regid no catalitica.

Segons una analisi filogenética realitzada per Dan i col.laboradors (2001), les families PAK

i GCK es poden dividir en dos i vuit subfamilies respectivament (figura 1.11).
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Aquesta familia proteica s’ha descrit molt recentment i el mecanisme d’acci6 a través del
qual poden activar proteines MAP3K roman encara molt desconegut. A continuacié
s’expliquen els dos models activacio que s’han establert fins ara per proteines de la familia

GCK.

1.3.2. Mecanisme d’accié de proteines GCKs de mamifers.

La capacitat de fosforilar proteines MAP3Ks, presentant una funci6 MAP4K, s’ha pogut
observar només en algunes proteines Ste20 de mamifers. En la familia PAK, s’ha demostrat
que la proteina PAK2 €s la responsable d’activar MAP3K Raf-1 a partir de la GTPase Ras
(Sunn et al., 2000). Per altra banda, s’ha proposat que la proteina Ste20 de llevat activa el
modul Hogl de MAPK pressumiblement per fosforilacié de la MAP3K Stell (Raitt et al.,
2000). Pel que fa a les proteines de la familia GCK s’han descrit dos possibles mecanismes
d’acci6, en concret amb membres de la subfamilia GCK-I (figura 1.12).

Una de les vies estudiades €s la de la proteina HPK1 (hematopoietic progenitor kinase),
que pertany al grup GCK-I (figura 1.12A). L’inici de la via no es coneix, ja que no s’ha
identificat el receptor que regula o interacciona amb HPK1. HPK1 fosforila les proteines
MEKK1 (MAPK kinase kinasel) i MLK3 (mixed-lineage kinase 3) in vitro que activen la
via SAPK/JUNK. Tot i que el mecanisme d’activacié de HPK1 no es coneix, es proposa
que la seva autofosforilacié indueix un canvi conformacional que provoca I’accessibilitat
de HPKI1 a les proteines MAP3K (Kiefer et al. 1996). L’activacié de SAPK per la
sobreexpressié de HPK1 és inhibida per una forma dominant negativa de MEKK 1 i MLK3,
mentre que una forma quinasa deficient de HPK1 no pot activar la via SAPK (Hu et al.,
1996; Kiefer et al., 1996). Aquests fets suggereixen una via de fosforilacié seqiiencial
HPK1-MEKK1/MLK3-MKK4-SAPK (Dan et al., 2001) representada en la figura 1.12A.
Aquests estudis van ser la primera evidéncia experimental de I’existéncia d’activitat
MAP4K en cél.lules de mamifer. Només hi ha una altra proteina GCK que s’ha demostrat
que fosforili MAP3K, la GLK (GCK-like) també de la subfamilia I (Diener et al., 1997).

Altres membres de la subfamilia GCK-I transdueixen el senyal del factor de necrosis
tumoral (TNFo) a la via de SAPK per un mecanisme d’accié diferent a I’anterior (figura

1.12B). El receptor TNFRo no presenta un domini catalitic, sin6 que la uni6 del lligand
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provoca la homotrimeritzaci6 activant el reclutament dels efectors de la via de transduccié.
El trimer TNFRa interacciona amb TRADD (TNFR-associated death domain protein), que
a la vegada interacciona amb TRAF2 (Arch et al., 1998). TRAF2 forma part de la familia
de proteines TRAF caracteritzada per un domini C-terminal conservat TRAF, unes
repeticions de dits de zenc en la regid central i un domini RING a N-terminal (Kyriakis,
1999). Les proteines GCK i GCKR s’han descrit com a proteines efectores de TRAF
(Pombo et al., 1995; Shi et al., 1997; Yuasa et al., 1998). Aquestes proteines s’associen in
vivo al domini TRAF de TRAF2, on la regié no catalitica de GCK és fonamental per
aquesta unié (Yuasa et al., 1998). De fet, totes les proteines GCK que activen la via
TNFRo presenten motius conservats en les seves regions no catalitiques, suggerint que tots

ells podrien ser dianes de proteines TRAF (Kyriakis, 1999).

A Model seqiiencial de fosforilacié B Model d'interaccié

Figura 1.12. Models de transduccié del senyal de proteines GCK-I. A: Mecanisme d’accid de la
proteina HPKI que activa el seu efector MAP3K per una fosforilacié directa. B: Mecanisme
d’accio en la via de transduccié del TNFR. La proteina GCK és reclutada per TRAF2, pateix un
canvi conformacional autofosforilant-se i fent-se accessible al seu efector MAP3K, actuant

d’aquesta manera com una MAP4K. Adaptat de Dan et al. (2001).
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Sembla que ’activacié de SAPK per algunes quinases GCK-I té lloc per la interaccié amb
proteines MAP3K, i no pas per la seva fosforilaci6. En aquest sentit, c¢l.lules que
sobreexpressen GCKs activen SAPK constitutivament tant si presenten o no el domini
quinasa (Pombo et al., 1995; Yuasa et al., 1998). Aquest model d’activaci6 de MAP3K
independent del domini quinasa s’ha observat també en membres de la subfamilia IV com
NIK/HGK, TNIK i MINK (Dan et al., 2000; Fu et al., 1999; Su et al., 1997). Una possible
explicacié d’aquests fets podria trobar-se en uns estudis que demostren que proteines
MAP3K, com la MEKK1, s’activen per una autofosforilaci6 intermolecular després de la
unié amb un cofactor (Deak i Templeton, 1997). També la MAP3K MLK3 s’ativa per una
autofosforilacié intermolecular per la formacié d’homodimers (Leung et al., 1998). Aixo
indica que els mecanismes que promouen la dimeritzacio de proteines MAP3K o que
estabilitzen les estructures de MAP3K per permetre una fosforilacié intramolecular sén
importants per la seva activacié, suggerint que les proteines MAP4K podrien ser
responsables d’estabilitzar les estructures de MAP3K activades (Dan et al., 2001). El paper
del domini catalitic de les proteines MAP4K es desconeix en molts casos, perd una hipotesi
seria que la seva autofosforilacié incrementés la seva afinitat per la unié amb MAP3K (Dan
et al., 2001). De fet, I’activaci6 de SAPK més forta s’aconsegueix quan el domini no-
catalitic esta lliure. Per tant, 1’autofosforilacio de la GCK probablement canvii la
conformacié intramolecular permeten que la regié no catalitica estigui més accessible a

proteines MAP3K (Yuasa et al., 1998).
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2. La senyalitacié cel.lular en plantes.

La naturalesa séssil de les plantes fa que hagin d’apaptar-se a un gran nombre d’estimuls
externs ambientals com la temperatura, 1’atac de patogens, la preséncia o abséncia de
nutrients, les agressions fisiques, la qualitat de la llum, la manca o excés d’aigua i la
gravetat. Les plantes utilitzen una gran varietat de molécules senyal que sén reconegudes
per una amplia diversitat de receptors. Els receptors serina/treonina quinasa representen la
classe de receptors més nombrosa i diversificada en plantes. També s’han descrit altres
tipus de receptors com per exemple els fotoreceptors, com el criptocrom (Ahmad i
Cashmore, 1993) o receptors histidina quinasa relacionats amb les proteines quinasa de
procariotes, com el receptor de la llum fitocrom i el de P’etile (Fankhauser et al., 1999;
Rodriguez et al, 1999). Altres receptors descrits en plantes sén proteines canals de
membrana com per exemple EIN2, una proteina amb 12 dominis transmembrana similar als
transportadors de metall d’animals NRAMP implicada en la via de P’etile, ’acid jasmonic i
’acid absissic (Alonso et al., 1999). D’altra banda, a Arabidopsis també s’han identificat
alguns receptors units a proteines G (Plakidou-Dymoc et al., 1998).

En aquest treball ens centrarem amb la familia de receptors serina/treonina quinasa, en la

seva diversitat i les funcions en les que estan implicats.

2.1 Proteines quinasa amb dominis similars a receptors (RLK).

Els receptors quinasa de plantes, 0 RLKs (Receptor-like Kinase), presenten una estructura
transmembrana similar a la dels RTK d’animals amb un domini extracel.lular, una Gnica
regié transmembrana i un domini citoplasmatic quinasa. Mentre que en animals tots els
receptors units a enzim son tirosina quinasa, amb 1’excepcid del receptor TGFR, en plantes
tots els RLKs son serina/treonina quinasas. Segons els dominis que presenten en la regié

extracel.lular, els RLKs s’han classificat en cinc families (Walker, 1994) (figura 1.13).
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LRR-domain S-glycoprotein | ectin domain
RCC1-like domain
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: EGF
TNFR
— repeats
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Figura 1.13. Classificacié dels RLKs segons els dominis estructurals extracel lulars. S’indica el n°

de gens aproximat de cada subfamilia a Arabidopsis aixi com les funcions que es coneixen d’alguns
RLKs. De McCarty et al. (2000).

La classe més representada de RLKs és la que presenta en el domini extracel.lular
repericions riques en leucines (LRR, leucine-rich repeats), un domini tipic d’interaccié
proteina-proteina. En el genoma d’Arabidopsis inicialment es van identificar 170 gens
d’aquesta classe, com s’indica en la figura 1.13, tot i que en estudis posteriors se n’han
detectat fins a 200. Algunes d’aquestes proteines RLKs amb funcié coneguda es
presentaran en més detall en apartats posteriors.

Un altre tipus de RLK s6n els receptors que presenten un domini extracel.lular similar a les
glicoproteines del locus S de Brassica, implicades en mecanismes d’autoincompatibilitat
(Nasrallah et al., 1993). Aquest mecanisme es presenta més endavant en 1’apartat 2.3.1.

En la classe EGF s’hi inclouen aquells receptors que contenen en el domini extracel.lular
repeticions similars a les del receptor del factor de creixement epidermal (EGFR). Aquest
grup esta representat per la familia d’Arabidopsis WAKSs (wall associated serine-threonine

kinases) (He et al., 1996).
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Un altre grup de RLKSs es defineix per la preséncia d’un domini tipus TNFR-like que conté
dues regions conservades: un domini ric en cisteines similar a la del receptor del factor de
necrosis tumoral de mamifers (TNFR) i una regié que conté 7 copies d’uns 39 aminoacids
que estan relacionats amb proteines GTPases RCC1 eucariotiques (Renault et al., 1998).
Aquesta classe es va identificar per I’aillament i analisis del gen CRINKLY4 (CR4) de blat
de moro (Becraft et al., 1996). A Arabidopsis hi ha almenys cinc gens relacionats de funcié
desconeguda.

La classe de receptors lectin-like esta representada per receptors quinasa que contenen un
domini extracel.lular similar a les lectines d’algunes lleguminoses i que podrien tenir algun
paper en la transduccié de senyal per oligosacarids (Hervé et al., 1996).

A Arabidopsis s’ha descrit un unic receptor que no presenta cap dels dominis descrits en les
cinc families descrites. Es tracta d’un receptor del tipus PRS, PRSK (pathogenesis-related 5
kinase) (Wang et al, 1996) que estd format per un domini extracel.lular similar a les
proteines PR5 que s’acumulen en I’espai extracel.lular en preséncia de microorganismes
patogens. Els inductors de les proteines PRS no tenen cap efecte en I’expressié de PRSK
(Wang et al., 1996), per tant, tot i les semblances estructurals, no esta clara la relacié6 amb

proteines PRS.

A partir de crivellats de llibreries de diferents teixits, sota diferents estressos o entre
diferents espécies, de ’analisi de mutants o mitjangant la técnica de PCR s’han clonat molts
RLKSs en els darrers anys. Si bé els RLKs que s’han clonat a partir d’un mutant es pot
hipotetitzar sobre la via on actuen, de la gran majoria de RLKs clonats no se’n coneix la
funcio, ni els lligands, ni els efectors. En la taula 1.1 es mostren els RLKs clonats fins al

moment en les diferents especies vegetals.
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Taula 1.1. Taula dels RLKs clonats en plantes on s'especifica la classe de receptor i la funcié que

duen a terme en els casos que es coneix.

espécie classe funcio bibliografia
CLAVATA 1 |Arabidopsis thaliana |23 LRR |desenvolupament |Clark et al.,
(CLV1) meristems 1997
CLAVATA 2 |Arabidopsis thaliana |LRR desenvolupament |Kayes and
(CLV2) meristems Clark, 1998
ERECTA Arabidopsis thaliana | LRR formaci6 d’organs | Torii et al., 1996
(morfogénesi)
FLS2 Arabidopsis thaliana {LRR percepcio flagelina | Gomez-Gomez
et al., 2000
Crinkly4 (CR4) | Zea mays EGF desenvolupament | Becraft e al.,
fulla 1996
Brassinosteroid | Arabidopsis, 25 LRR |senyalitzacié Lietal., 1997
1 (BR1) tomaquet i pésol Brassinosteroids
OsBRI1 Oryza sativa LRR senyalitzacio Sharma et al.,
Brassinosteroids 2001
SRK Brassica S-domain | Resposta SI Stein et al., 1991
HAESA Arabidopsis thaliana |21 LRR | Abscisi6 floral Jinn et al., 2000
(RLKS)
Xa21 Oryza sativa 22 LRR |resisténcia a Song et al., 1995
patogens
LRK10 Blat domini-S |resisténcia Feuillet et al.,
1997
SERK1-5 Arabidopsis thaliana |5 LRR desenvolupament | Hecht et al.,
embrid 2001
Dc¢SERK Daucus carota 5 LRR desconeguda Schmidt et al.,
1997
ZmSERK Zea mays S5LRR desconeguda Baudino et al.,
2001
PRK1 Petunia inflata 5LRR |desenvolupament |Mu et al, 1994
del pol.len
LePRK1i2 |Lycopersicon 6i5 desenvolupament | Muschietti ez al.,
esculentum LRR post-polinitzacid 1998
RLK1i4 Zea mays S-domain | desconeguda Walker i Zhang,
1990
RLK3 Arabidopsis thaliana | CX3CXX | desconeguda Czenic et al.,
CXp* 1999
TMK1 Arabidopsis thaliana |13 LRR |desconeguda Chang et al.,
1992
OsTMK Oryza sativa LRR desconeguda van der Knaap et
al., 1999
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NtTMK1 Nicotiana tabacum |11 LRR |desconeguda Cho i Pai, 2000
TMKLI1 Arabidopsis thaliana |7 LRR  |desconeguda Valon et al.,
1993
SARK Phaseolus vulgaris  |3.5 LRR |senescéncia Hajouj et al.,
2000
WAK 1-5 Arabidopsis thaliana |EGF elongaci6 cel.lular |He et al., 1996
LLRPK Arabidopsis thaliana |leucin-  |possible funcié en |Deken i
zipper recepci6 de la llum | Kaldenhoff,
1997
RPK1 Arabidopsis thaliana |5 LRR (s’indueix amb Hong et al.,
diferents estressos) {1997
CrRLK1 Catharanthus roseus |descone- |desconeguda Schulze-Muth et
guda al., 1997
INRPK1 Ipomoea nil 26 LRR |desconeguda Basset et al.,
2000
RFK1,2i3 |Arabidopsis thaliana |13 LRR |[desconeguda Takahashi et al.,
1998
PRSK Arabidopsis thaliana |PRS desconeguda Wang et al.,
1996
RKC1 Arabidopsis thaliana |CXsCX, |desconeguda Ohtake et al.,
C* 2000
RKS1 Arabidopsis thaliana | S-domain | desconeguda Ohtake et al.,
2000
lecRK-al, 2, 3 i | Arabidopsis thaliana |lectina desconeguda Herve et al.,
4 1999
SbRLK1 Sorghum bicolor (L.) |5 LRR | desconeguda Annen i
Stockhans, 1999
LTK1,2i3 |Zeamays 8 LRR desconeguda Lietal, 1998
KIK1 Zea mays S-domain | desconeguda Braun et al.,
1997
ZmPRK1 Zea mays S-domain | desconeguda Zhang i Walker,
1993
GmRLK1, 2 i 3 | Glicine max LRR desconeguda Yamamoto i
Knap, 2001
GmCLV1A i B | Glicine max LRR desconeguda Yamamoto ef
al., 2001
ARK1 Arabidopsis thaliana | S-domain | desconeguda Tobias et al.,
1992

(*) Motiu identificat en proteines que s’indueixen sota acid salicilic (SA).
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2.2 Diversitat de RLKSs d’Arabidopsis: comparaci6 entre genomes seqiienciats.

Fa poc més d’una década que es va clonar en plantes el primer gen que codifica per un

RLK (Receptor-Like Kinase) (Walker i Zhang, 1990). Durant aquests darrers anys s’han

clonat i estudiat molts gens que codifiquen per proteines que presenten una estructura

similar a RLK. Analisis filogenetiques de totes les seqiiéncies que presenten homologia

amb RLK d’Arabidopsis apunten la xifra de 620 segons les dades més recents del genoma

complet d’Arabidopsis (Shiu i Bleecker, 2001). D’aquestes seqiiencies, 10 van mostrar més

similitud amb la familia Raf quinases i 193 no presentaven una configuraci6 de receptor per

no presentar el peptid senyal i/o la regié transmembrana. Els 417 gens restants amb

configuracid de receptors s’han classificat en 21 classes estructurals diferents (figura 1.14)

on el grup més representat és el que presenta els motius LRR amb 216 gens (Shiu i

Bleecker, 2001).
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Figura 1.14. Esquema de la
Jfamilia RLK d’Arabidopsis. La
linia grisa vertical representa
la posicié de la membrana. Les
diferents  subfamilies s ’han
assignat segons la filogénia del
domini quinasa. Les
subfamilies amb més d’un 30%
de membres estan senyalades
amb un asterisc. De Shiu i

Bleecker (2001).
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La finalitzacié de les seqiiencies dels genomes d’Escherichia coli, Synechocystis sp.,
Sacchromyces cerevisiae, C. elegans, Drosophila i Homo sapiens ha permés la realitzacio
d’estudis comparatius. 1.’esquema de la figura 1.15 mostra una comparacié de proteines
entre els diferents genomes seqiienciats fins al moment. En aquest estudi es pot observar
una evoluci6 independent de la majoria dels factors de transcripcié de plantes on només
entre el 8-23% de factors estan relacionats amb la resta de genomes eucariotics. De manera
oposada, entre el 48 i el 60% de gens involucrats en la sintesi de proteines tenen el seu
equivalent en els genomes eucariotes, reflexant una elevada conservacié. D’altra banda,
’elevada proporcid entre proteines metaboliques i energetiques d’Arabidopsis i bacterianes
reflecteixen 1’adquisicidé ancestral d’aquests gens bacterians. Finalment, és important
destacar la comparacié entre organismes eucariotes unicel.lulars i multicel.lulars que
mostra com els gens d’Arabidopsis involucrats en la comunicaci6 cel.lular i la transduccid
del senyal tenen més homolegs en eucariotes multicel.lulars que no en llevats; indicant la
necessitat d’aquest conjunt de gens per la comunicacié en organismes multicel.fulars (The

Arabidopsis Genome Initiative, 2000).

# E. coli

s Synechocystis
s S. cerevisiae
« C. elegans

® Drosophila

= Human

0.7

Figura 1.15. Comparacio proteica funcional entre els genomes totalment seqiienciats d’E. coli,
Synechocystis, S. cerevisiae, C. elegans, Drosophila i Homo sapiens amb Arabidopsis. En [’eix de

les ordenades, 0.1=10%. Adaptat d’Arabidopsis Genome Initiative, (2000).
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De fet, analisis comparatives entre Arabidopsis, C. elegans i Drosophila donen suport a la
idea de que les plantes han evolucionat les seves propies vies de transduccio del senyal
(McCarty i Chory, 2000). En aquest sentit, cap dels components majoritaris de les vies de
senyalitzaci6 de vertebrats, mosques o cucs, com Wingless/Wnt, Hedgehog, Notch/linl2,
JAK/STAT, TGF-B/SMADs, receptors tirosina quinasa/Ras o receptors esteroides
hormonals nuclears, s’han trobat a Arabidopsis. Per altra banda, els receptors lligats a
proteines G, que s6n molt abundants en els genomes de mamifers, només estan representats
amb 27 membres a Arabidopsis, segons el programa d’analisis de seqiiencies INTER-PRO
(The Arabidopsis Genome Initiative, 2000).

Per tal de comparar les proteines quinases eucariotes (tant les serina/treonina com les
tirosina quinases) amb els RLKs descrits a Arabidopsis s’han realitzat estudis filogenétics.
En aquest estudi, tant les 16 subfamilies de RTKs, les proteines Raf quinases, les
serina/treonina quinases com les RLKs formen un grup monofilétic indicant un origen
diferent per cadascun d’ells (Shiu i Bleecker, 2001). D’altra banda, per tal de determinar la
preséncia de proteines similars als RLKs en eucariotes, es va utilitzar com a model la
seqiiencia del domini quinasa de I’'RLK d’A4rabidopsis CLV1. Aquest estudi va permetre la
descripcié de 5 proteines similars a RLK: una a Drosophila (DmPelle), una a C. elegans i
tres en humans. En la taula 1.2 es mostren els ESTs de les bases de dades similars a CLV1 i
al domini quinasa de Pelle. Les 7 plantes florals, tant dicotiledonies com monocotiledonies,
presenten entre un 0,18 i el 0,6% d’ESTs que corresponen a membres de la familia
RLK/Pelle. Mentre que, per altra banda, a excepci6 dels tres ESTs de Drosophila, cap dels
altres organismes presenta proteines similars a RLKs. De fet, el baix nombre de
representants de la familia RLK/Pelle en animals comparat amb I’elevat numero
d’Arabidopsis indica que I’expansié dels RLKs en plantes va tenir lloc després de la
divergéncia dels llinatges de plantes i animals. La hipdtesi alternativa d’una important
pérdua en els animals sembla menys probable, ja que ni Porphyra ni Chlamydomonas
presenten RLKs (Shiu i Bleecker, 2001). A part, totes les plantes presenten un percentatge
similar de quinases RLK/Pelle suggerint que aquesta familia génica tenia una mida similar

abans de la diversificaci6 dels llinatges vegetals.
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Taula 1.2. ESTs homdlegs a RLK descrits en diferents organismes.
De Shiu i Bleecker (2001).

Organism Total EST=* RLK homologs %EST
Porphyra yezoensis 10,185 0 0

C. elegans 109,095 0 0

D. melanogaster 95,211 3 0.003
Chlamydomonas 55,860 0 0

reinhardtii

Marchantia polymorpha 1,307 i 0.077
Mosses 9,159 19 0.207
Ceratopteris richardii 2,838 7 0.247
Pinus taeda 21,797 100 0.459
Arabidopsis thaliana 112,467 620 0.551
Glycine max 122,843 704 0.573
Lotus japonicus 26,844 135 0.503
Lycopersicon esculentum 87,680 526 0.6
Oryza sativa 62,390 185 0.297
Triticum aestivum 44,132 178 0.403
Zea mays 73,965 135 0.183

*The searcheswere conducted based on EST available from GenBank as of Dec.
15, 2000.

Tenint en compte el model d’unié del lligand als dominis extracel.lulars dels receptors,
I’elevat nombre de gens que codifiquen per receptors quinasa del tipus LRR, CR4 i amb
dominis-S a Arabidopsis, suggereix que el potencial d’hormones peptidiques en plantes €s
molt gran. Contrariament a les hormones peptidiques animals, els suposats lligands
peptidics identificats en plantes no corresponen a families geniques suggerint que sén

altament especialitzats (McCarty i Chory, 2000).

2.3. La funcié dels RLKSs en plantes.

Hi ha molt pocs casos on es coneixi la funcié dels RLKs i aquests estan implicats en un
rang molt divers de processos de senyalitzaci6 com la via de senyalitzacid dels
brassinosteroids BRI1 (Li et al., 1997); el desenvolupament meristematic controlat per
CLV1 (Clark et al., 1997); la percepci6 de la flagelina per FLS2 (Gémez-Gémez i Boller,
2000); el control del desenvolupament de la fulla per Crinkly4 (Becraft, 1996); la regulacié
de I’abscissié per HAESA (Jinn et al., 2000); el control d’autoincompatibilitat per SRKs
(Stein et al, 1991) i la resisténcia a bacteris mitjangant Xa21 (Song et al, 1995).
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Recentment s’han pogut identificar els lligands de SRK (Schopfer er al., 1999), CLV1
(Brand et al,, 2000), BRI1 (Wang et al., 2001) i FLS2 (Goémez-Gomez et al., 2001). Aixi
com també s"han descrit algunes proteines que interaccionen in vitro amb el domini quinasa
de RLK (Stone et al., 1994; Trotouchaud et al., 1999; Bower et al., 1996; Skirpan et al.,
2001). Aquests mecanismes d’acci6 més ben estudiats s’expliquen en més detall en aquest

treball en els apartats segiients.

2.3.1 La percepcid i senyalitzacié hormonal dels Brassinosteroids.

Als sistemes animals s’han descrit dos mecanismes d’accié diferents per 1’acci6
d’hormones esteroides: la regulacié génica per receptors nuclears on les hormones entren
per difusi6 en la ceél.lula pel seu caracter hidrofobic (Beato er al, 1995) i una resposta
mitjangant la uni6 a receptors de membrana (Wehling, 1997). En plantes, no s’ha identificat
cap homoleg de receptor nuclear (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000), pero el
mecanisme a través de receptors de membrana sembla que podria estar conservat en els dos
sistemes.

Els brassinosteroids (BRs) son les hormones esteroides més representatives en els vegetals
i, com les hormones esteroides animals i humanes, deriven del colesta (Sakurai i Fujioka,
1997). Plantes mutants defectives en la via de sintesi o en la percepcié de BRs mostren un
fenotip nan, una reducci6 de la fertilitat, un retard en la senescéncia i un desenvolupament
independent de la llum (Wang er al.,, 2001). S’han descrit dos tipus de mutants BRs en
Arabidopsis, tomaquet i pésol que mostren el mateix fenotip: mutants defectius BRs que
estan afectats en algun enzim o substrat de la via de sintesi de BRs, com per exemple det2 o
dwf4, i mutants insensibles a BR anomenats bril, cbb2 o bin (Altmann, 1998). A diferéncia
dels primers, aquests tres mutants bri/ no son rescatats per ’aplicacié exodgena de BRs,
mentre que son sensibles a altres hormones com les giberalines, I’auxina i I’acid jasmonic
(Kauschmann et al., 1996). Aquests tres mutants bril, chb2 i bin al.l¢lics afecten al mateix
gen BRII, suggerint el paper especific d’aquest gen en la percepcié de BRs o en la
transduccié del senyal (Schumaker i Chory, 2000). BRI codifica per un RLK que presenta
un motiu Jeucin-zipper en el seu domini extracel.lular seguit de 25 LRR amb un domini de
70 aminoacids entre el LRR 21 i el 22, un domini transmembrana i un domini intracel.lular

serina/treonina quinasa, I’activitat quinasa del qual ha sigut demostrada (Wang et al.,
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2001). L’expressié de BRI1 és ubiqua i la proteina es localitza a la membrana (Friedrichsen
et al, 2000). L’estructura de BRI i la seva localitzacié suggereix que uneix un lligand
extracel.lular i transdueix el senyal pel domini quinasa. En la bibliografia, dos treballs
demostren la funcié receptora de BRIl pel Brassinolid (BL), el brassinosteroid
bioldgicament més actiu (He et al., 2000). He i col.laboradors (2000) han desenvolupat un
receptor quimeric amb el domini extracel.lular i el domini transmembrana de BRII fusionat
amb el domini quinasa de Xa21, un receptor d’arrds de resisténcia a patogens. L’expressié
de Xa21 inicia mort cel.lular quan s’inocula amb un fong incompatible, provoca un estrés
oxidatiu i indueix la transcripcié de gens especifics. Tots aquests efectes sén excel.lents
marcadors que mostren I’activitat de la via de senyalitzaci6 de Xa2l. Els resultats de
I’expressi6 del receptor quimeric BRI1-Xa21 van mostrar que aquest receptor era capag de
recon¢ixer BL activant tots aquests processos marcadors (He et al, 2000). A més,
mutacions en el domini extracel.lular de 70 aminoacids i en el domini quinasa van
demostrar que aquests eren imprescindibles per la transduccio del senyal, ja que mutacions
en aquestes zones redueixen molt I’activitat d’uni6 del BL. D’altra banda, la unié6 BL-BRI1
també es va poder determinar en fraccions microsomals de plantes salvatges i en plantes
que sobreexpressen BRII-GFP, demostrant que [’activitat d’unié s’incrementava
dramaticament en les fraccions de membrana de les plantes transgéniques BRI1-GFP, degut

a ’augment de llocs d’uni6 (Wang et al., 2001).

Un altre gen que podria estar involucrat en aquest mecanisme d’acci6 dels Brassinosteroids
¢és el gen BRSI (bril suppressor-Dominant) (Li et al., 2001). BRSI va ser aillat a partir
d’un mutant bril causat per actication tagging i codifica per una proteina carboxipeptidasa-
like. Mentre que la pérdua de funcié en el mutant brs/ no presenta un fenotip associat, la
seva sobreexpressié pot suprimir molts defectes del mutant bri/ suggerint que té un paper
important a I’inici de la via. La preséncia d’un péptid senyal prediu que la proteina BRS1 és
secretada extracel.lularment (Li et al., 2001).

Tot i que fins ara no s’ha descrit el possible lligand de BRII, hi ha dues hipotesis per
explicar el mecanisme d’interaccid entre BRI1 i el brassinolid. Una primera hipotesi preveu
la uni6 directa BRI1-BL, mentre la segona hipdtesi manté que aquesta unié depen de la

interaccié prévia del BL a unes proteines d’uni6 a esteroides (SBP) (Li et al., 2001). De fet,
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la carboxipeptidasa BRS1 podria estar involucrada en un processament d’aquestes
proteines SBP permetent la seva uni6é a BL (Li et al., 2001).

La via de transducci6é de BRI no es coneix encara, tot i que potser hi esta involucrada la
proteina fosfatasa 2C KAPP (kinase-associated protein phosphatase), ja que interacciona in
vitro amb BRI1 (Li i Chory, 1999). La proteina KAPP esta involucrada en altres vies de
transducci6 de plantes com la de I’acid abcissic, CLV1 i HAESA actuant com a regulador
negatiu defosforilant el seu efector (Merlot et al., 2001; Williams et al., 1997; Stone et al.,
1994).

Recentment s’ha identificat I’homoleg de BRII en arros (OsBRI1) i s’ha demostrat que es
requereix per la resposta a BR (Yamamuro et al., 2000), suggerint, doncs, que la via de
senyalitzacio dels brassinosteroids esta conservada en els vegetals.

En els sistemes animals, es coneix molt poc dels mecanismes d’uni6é d’esteroides a
receptors de membrana iniciant la transducci6 del senyal (Schmidt et al., 2000). Si es té en
compte la conservacié del enzims biosintétics dels esteroides i la funcié similar en el
creixement i diferenciacio de plantes i animals, pot ser interessant estudiar si el mecanisme
de senyalitzacié d’esteroides des de la membrana es déna tant en plantes com en animals

(Wang et al., 2001).

2.3.2 Sistema d’auto-incompatibilitat a Brassica.

Un dels mecanismes de senyalitzacié més ben estudiats en plantes és el sistema d’auto-
incompatibilitat en el génere Brassica. El sistema d’auto-incompatibilitat o SI (self-
incompatibility) és un mecanisme genétic ampliament distribuit en les plantes florals que
impedeix I’auto-fertilitzacié (De Nettancourt, 1977; Nasrallah et al., 1994). Aquesta barrera
d’auto-fertilizacié es basa en I’habilitat de les cél.lules epidermiques de I’estigma per
identificar un pol.len genéticament idéntic al seu i bloquejar especificament el
desenvolupament del tub pol.linic (Nasrallah, 2000). L’unic sistema de SI on s’han
identificat els components del pistil i del pol.len és el del geénere Brassica. L’especificitat
de la resposta SI esta determinada genéticament per uns 50 haplotips d’un dnic locus
denominat locus-S (Self-incompatibilty locus) (De Nettancourt, 1977). Aixi, per poder

germinar i fertilitzar 1’dvul, el pol.len ha de contenir un al.lel S diferent al del pistil.
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S’han identificat dues proteines polimorfiques lligades al locus S i que s’expressen
especificament en les cél.lules epidérmiques de I’estigma o cél.lules papil.lars. La proteina
SLG (S-locus glicoprotein), soluble i localitzada extracel.lularment a la paret de les
cel.lules papil.lars (Nasrallah et al,, 1987), i el receptor de membrana SRK (S-locus
Receptor Kinase) (Stein et al., 1991). El receptor SRK presenta tres dominis diferenciats:
un domini N-terminal glicosilat (domini S) molt similar a la proteina SLG, un domini
transmembrana i un domini serina/treonina quinasa, I’activitat del qual ha sigut demostrada
en cellules d’E. coli (Goring et al., 1992). Recentment, s’ha pogut demostrar que
Pespecificitat de la resposta SI en 1’estigma ve donada per la proteina SRK. Aixi, en plantes
homozigodtiques per un haplotip S transformades amb un al.lel aillat d’un altre haplotip
donen lloc a I’adquisicié de I’especificitat en 1’estigma per 1’haplotip transformat (Takasaki
et al., 2000). De fet, la polinitzacié d’aquests estigmes amb 1’haplotip del gen S transgénic
produeix un petit nimero de llavors indicant una resposta SI debil que s’inhibeix per la co-
expressio de SRK i SLG (Takasaki et al., 2000). Tot i que aquests resultats semblen indicar
que SLG induiria d’alguna manera la resposta SI, el seu paper no es coneix encara. A més,
mutants que han perdut el gen SLG presenten una fertilitzacié aparentment normal
(Nasrallah er al., 2000). D’altra banda, en mutants auto-fertilitzats on s’ha eliminat el gen
SLG, es perd la proteina SRK, tot i que els seus nivells de transcrit s’acumulen normalment
(Dixit et al., 2000). Aquests resultats en plantes homozigotiques semblen indicar que SLG
podria tenir un paper en la maduracié posttraduccional del receptor.

Recentment, s’ha pogut identificar el determinant del pol.len de la resposta SI, el gen SCR
(S-locus Cysteine-Rich) (Schopfer et al, 1999). SCR s’expressa exclusivament en les
anteres durant el desenvolupament del pol.len i codifica per una petita proteina secretada
que suposadament es localitza en I’embolcall del pol.len (Schopfer et al., 1999). SCR és
necessaria i suficient per determinar I’especificitat de SI en el pol.len, ja que una mutacid
funcional provoca la pérdua d’especificitat. El gen SCR presenta un elevat polimorfisme on
només el peptid senyal i 9 residus aminoacidics es troben conservats (Schopfer et al., 1999;
Takayama et al., 2000).

El model proposat del reconeixement pol.len-estigma en el sistema d’auto-incompatibilitat
de les plantes es presenta en la figura 1.16. El receptor quinasa SRK localitzat en la

membrana de la cél.lula papil.lar interaccionaria amb el lligand SCR que difondria per
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I’embolcall del pollen. Aquesta interaccidé podria provocar la oligomeritzacié i la
transfosforilacié del receptor amb el conseqiient reclutament de substractes citoplasmatics

(Nasrallah, 2000).

Figura 116, Model de reconeixement
pol.len-estigma en el sistema de SI Els
components del model estan sobreposats a
una micrografia electronica de la zona de
contacte entre la céllula epidérmica de
Destigma i el pol.len. Es proposa que SCR
actua de lligand del receptor SRK
provocant  linduccié  d'una via de
senyalitzacio poc coneguda. El paper de la

proteina extracel.lular SLG no es coneix

encara tot i que se I’ha relacionada amb

una induccié de la resposta SI De

Nasrallah (2000).

Pel que fa a la transduccid del senyal en la via SRK, mitjangant la tecnica del doble hibrid
s’han identificat dos tipus de proteines que interaccionen amb el domini citoplasmatic de
SRK: dues tioredoxines (Bower et al., 1996) i una proteina ARC1 (arms repeat-containing)
(Gu et al., 1998). La proteina ARC1 s’expressa especificament en I’estigma de Brassica i
interacciona només amb la forma autofosforilada del domini citoplasmatic de SRK. S’ha
demostrat que ARCI és un efector positiu de la resposta SI, ja que en plantes transgeniques
Brassica napus amb el missatger d’ARCI silenciat s’observa una clara disminuci6 parcial
de SI, donant lloc a la produccié de llavors (Stone et al., 1999).

Per altra banda, recentment s’ha demostrat la funcié de les tioredoxines en la via de
transduccié de SRK. Cabrillac i col.laboradors (2001) hipotetitzen 1’existéncia d’algun
inhibidior en els extractes cel.lulars després d’observar resultats oposats en ’activacié in
vivo 1 in vitro de SRK (in vitro SRK ¢és constitutivament actiu). S’ha demostrat que aquest

efecte inhibidor dels extractes de I’estigma esta causat per 1’activitat catalitica tioredoxina
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de les proteines THL1 i THL2 (thioredoxin-h-like). Els resultats obtinguts en aquest treball
donen suport a un model on THL1 (i THL2) interacciona amb SRK en 1’estigma i evita
Pactivacié espontanea de la via de transduccié d’auto-incompatibilitat. En aquest model, la
inhibici6 del receptor SRK per la tioredoxina deixa de tenir lloc després de
I’autopol.linitzaci6 pel lligand SCR. Es provable, doncs, que en abséncia de regulacio el

sistema SI fos actiu constitutivament (Cabrillac ef al., 2001).

En altres plantes s’han descrit proteines que presenten similitud amb SRK, com la
ZmPRK1 de blat de moro, suggerint una conservacié del mecanisme SI. Tot i aixd, aquesta
conservacié no s’ha pogut demostrar fins ara. Per altra banda, Arabidopsis també té
receptors homolegs al S-domain perd la seva funcié és desconeguda, ja que aquesta

dicotiledonia no presenta el mecanisme SI.

2.3.3 Els RLKSs en la resposta a patogens.
La resisténcia de la planta davant un patogen depen de la seva habilitat per reconeixer-lo
rapidament en el procés d’infeccié (Blumwald ef al., 1998). Les molecules que indiquen la
preséncia del patogen s’anomenen elicitors i activen receptors de la cél.lula hoste que
rapidament internalitzen el senyal per donar lloc a una resposta de defensa. Es poden
diferenciar dos tipus d’elicitors: els no-especifics, com per exemple determinats
oligosacarids bacterians o flingics, i els elicitors especifics 0 molécules codificades per un
gen d’aviruléncia (Avr) del patogen (De Wit, 1998). La resisténcia es dona pel
reconeixement especific de I’elicitor per una proteina codificada per un gen de resisténcia
(R) de la planta en una interacci6 que s’anomena gen-a-gen (Flor, 1971). Durant els darrers
anys, estudis genétics de la interaccié patogen-planta han permés la identificacié de molts
gens de resisténcia que es proposa que funcionen com a receptors d’elicitors especifics. Les
proteines codificades pels gens R, que aporten resisténcia a bacteris, virus, fongs i
nematodes, es classifiquen en quatre classes segons els seus motius estructurals:
- NB-LRR (nucleotide binding-leucine rich repeat) com per exemple RPS2
d’Arabidopsis o el gen N de tabac. Representen la familia més abundant.
- Proteines quinasa intracel.lulars com el gen de tomaquet Pto (Pseudomonas tomato

resistance).

32



Introduccid

- LRR extracel.lulars ancorats a membrana com el gen Cf9 de tomaquet.
- Receptors LRR quinasa (RLK) com per exemple el gen Xa2] d’arrds i el gen Lri0
de blat (leaf rust10).

Malgrat que hi ha nombrosos estudis en la caracteritzacié de gens de resistencia del tipus
NB-LRR, Pto i Cf-9, en aquesta introduccié als RLKs de plantes ens centrarem en els
estudis dels mecanismes d’acci6 dels gens de resisténcia que codifiquen per RLKs.

El gen d’arrds Xa21 que dona resisténcia al bacteri Xanthomonas oryzae pv. oryzae 6 fou
aillat per clonatge posicional (Song et al., 1995). Xa21 conté un péptid senyal en la regi6
N-terminal, seguit de 24 copies imperfectes del motiu LRR, un domini transmembrana i un
domini catalitic quinasa intracel.lular (Song et al., 1995). Xa21 forma part d’una familia
multigeénica en la qual s’han identificat 7 gens que s’agrupen en dues classes segons la seva
similitud de seqiiencia (Song et al.,, 1997). La classe Xa2l conté els gens Xa2l, D i F
mentre que la classe dita A2 conté els membres 41, A2, C i E. Només un membre de cada
familia codifica per un receptor quinasa, els 5 membres restants contenen alteracions que
provoquen una parada prematura de ’ORF (open reading frame) del receptor quinasa
predit. S’ha demostrat que mecanismes de transposicid, recombinacié i duplicacié
contribueixen a la diversitat genética de la familia Xa21 (Song et al., 1997).

Segons models del sistema animal, s’ha proposat que el domini LRR de Xa21 podria ser el
responsable d’interaccionar amb el suposat lligand per determinar la resposta de resisténcia
especifica (Wang et al., 1998). Donant suport a aquesta proposta, treballs amb el locus M
del 1li han demostrat que alteracions en el domini LRR juguen un paper important en
I’evolucié del gens de resisténcia i en la produccié de nous reconeixements especifics
(Anderson et al., 1997). Comparativament, les diferéncies aminoacidiques dels LRR dels
diferents membres de la familia Xa2l suggereixen que podrien estar involucrats en el
reconeixement de diferents soques. Per comprovar aquesta hipotesis, Wang i col.laboradors
(1998) van assajar I’especificitat de resisténcia de soca amb els set membres Xa21 clonats
en plantes transgéniques. Els resultats van mostrar que només dues proteines, Xa2l i
Xa21D conferien resisténcia. El gen Xa21D codifica per una suposada proteina secretora
extracel.lular que conté el péptid senyal, un domini ric en GC i dominis LRR i que ha

perdut els dominis transmembrana i quinasa per la inserci6 del retrotranspos6 Retrofit
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(Wang et al., 1998). Aquest no és I’inic mecanisme on intervé una proteina extracel.lular,
per exemple el mecanisme d’acci6 de la proteina SLG del locus-S relacionada amb la
resposta d’auto-incompatibilitat, que s’ha comentat en |’apartat anterior 3.2.2. S’ha
proposat un model per explicar com la proteina extracel.lular Xa21D pot transduir una
resposta de defensa cel.lular (figura 1.17A). Segons aquest model, en plantes transgéniques
que expressen Xa2lD, la proteina Xa21D secretada podria formar un heterodimer amb
RLK endogens que han perdut el reconeixement d’especificitat. La uni6 del lligand a
Xa21D provocaria ’activacié del domini quinasa del RLK transduint el senyal que donara
lloc a un fenotip de resisténcia (Wang et al., 1998). Per altra banda, la transduccio del
senyal per Xa21 consistiria amb la formacié d’un homodimer o un heterodimer amb un
altre RLK (figura 1.17B). En aquest cas, la uni6 del lligand provocaria la fosforilacié del

domini quinasa donant lloc al fenotip de resisténcia (Song et al., 1995).

Xa21D

P P P Defense
response responge

Figura 1.17. Sistema de senyalitzacié per Xa2l. A: plantes transgéniques que expressen Xa2lD.
Xa2lD podria formar un heterodimer amb RLKs que han perdut el reconeixement especific. La
unié del lligand a Xa21D activaria el domini quinasa del RLK tranduint el senyal. B: Xa2l podria
Sformar un homodimer (com mostra la figura) o un heterodimer amb altres RLKs. La unié del
lligand AvrXa2l al domini LRR induiria la fosforilacié del domini quinasa, donant lloc a un fenotip
de resisténcia. De Torii (2000).

Un altre mecanisme analitzat per estudiar la interaccidé patogen-planta on s’ha implicat la
participacié d’un RLK ha sigut la interaccié entre plantules d’Arabidopsis i Delicitor

flagelina (Gomez-Gomez i Boller, 2000). La flagelina és la proteina majoritaria del flagel
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bacteria i actua d’elicitora de la resposta de defensa en diferents espécies de plantes (Felix
et al., 1999). En plantules d’4rabidopsis la flagelina provoca una inhibicié del creixement i
una inducci6 de gens PR1 i PRS (Pathogenesis-Related) (Gomez-Gomez et al., 1999). Per
contra, altres flagelines amb diferents seqiiéncies aminoacidiques com les que presenten
bacteris associats a plantes com Rhizobium i Agrobacterium no indueixen cap resposta
cel.lular (Felix ef al., 1999). El gen FLS2 (flagellin sensing 2) es va aillar mitjangant un
crivellat de mutants insensibles a la flagelina que presentaven un fenotip similar al salvatge
(Gomez-Gémez et al, 2000). L’expressio ectopica del cDNA FLS2 en plantes
d’Arabidopsis dona lloc a una correlaci6 directa entre la resposta a la flagelina i els seus
nivells d’expressié mostrant un dels pocs casos de RLKs on s’ha identificat el lligand. El
gen FLS2 codifica per una proteina amb una regié extracel.lular LRR, un domini
transmembrana i un domini serina/treonina quinasa. Aquesta estructura és similar a la
proteina Xa21, suggerint un possible mecanisme comi d’interaccid i activacié de les vies

de defensa en resposta a patogens (Gémez-Gomez i Boller, 2000).

2.4 La transducci6 intracel.lular. MAPKSs en plantes.

Actualment, el coneixement de les vies de transduccié del senyal en plantes es limita en la
majoria dels casos a la identificaci6 dels receptors que perceben el senyal, els factors de
transcripcid i alguns gens diana que coordinen la resposta (McCarty i Chory, 2000). Els
components que fan de lligam entre els receptors i els gens diana responsables de la
resposta cel.lular no es coneixen. Fins ara s’han caracteritzat un nombre molt petit de
proteines que interaccionen amb el domini intracel.lular de RLKs. La proteina KAPP es va
caracteritzar en primer lloc com una proteina d’interaccié amb el receptor d’ Arabidopsis
HAESA implicat en I’abcsisi6 floral tot i que actualment se I’ha implicat amb BRIl i amb
CLVI1, com s’explicara en ’apartat 3.1.3.2. Per altra banda, com ja s’ha comentat, el
receptor SRK interacciona amb tioredoxines intracel.lulars i amb la proteina ARKI1. A
banda d’aquests exemples no se sap practicament res sobre com els RLKs transdueixen el
senyal a I’interior de la c¢l.lula.

Tot i que les cascades de MAPK so6n moduls de senyalitzacié conservats evolutivament en
eucariotes, en plantes no s’ha descrit encara cap mdodul MAPKKK-MAPKK-MAPK in

vivo. Aixi com els receptors de membrana i les vies de transduccié del senyal no semblen
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estar conservats entre plantes i mamifers, com s’ha explicat en I’apartat 2.2, la conservacié
de les proteines MAPK suggereix uns mecanismes de senyalitzacié unics en plantes per
enllagar els receptors vegetals amb les MAPKs. En plantes, estudis recents indiquen que
lactivacié de les cascades de MAPK juguen un paper molt important en les vies de
transduccié del senyal que controlen processos tant diferents com la divisié o la mort
cel.lular (Tena et al, 2001). Diferents estudis han demostrat I’activacié de MAPKs per
hormones, estressos abidtics, patogens i elicitors derivats de patogens aixi com

determinades etapes del cicle cel.lular (Hirt, 2000).

En plantes s’han descrit proteines pertanyents als tres tipus de MAPKSs que es troben en el
modul tipic de la cascada MAPK: MAP3K, MAP2K i MAPK.

S’han definit dos grups de MAP3K: les PMEKK (Plant MEKK/Ste11) i les proteines PRaf
(Plant Raf-like) (Zwerger i Hirt, 2001). Tot i que no existeix una evidéncia de la funcié
d’aquestes proteines, la seva similitud amb proteines MAP3K de llevat i mamifer i la
capacitat de complementar llevats mutants Stell i bckl (proteines MAP3K) suggereix que
tenen una funci6 MAP3K. La gran variabilitat d’aquestes proteines indica, com en els altres
sistemes, una amplia varietat de substrats especifics i mecanismes reguladors. S’han aillat
MAP3KSs a Arabidopsis (fins a 12), tomaquet, arrds i tabac i, a més, en les bases de dades
s’hi poden trobar moltes seqiiéncies relacionades.

Les proteines PMEKK presenten una estructura molt diversa on, fins i tot la posicié del
domini catalitic varia. Un dels membres més representatius d’aquesta familia €s la proteina
NPK1 (Nicotiana Protein Kinasel) de tabac que estd involucrada en la formacié de la
lamina cel.lular (cell plate) durant la mitosi (Nishihama et al., 2001) i el seu homoleg a
Arabidopsis anomenat ANPs (4rabidopsis NPKI-like protein kinase). L’estructura de la
subfamilia PRaf estd més conservada, amb un domini C-terminal catalitic i una llarga
extensié N-terminal. Un exemple d’aquest grup és el gen CTRI (constituve-triple-response)
aillat a partir de la pérdua de funcié d’un mutant que presentava una expressié constitutiva
dels gens induibles per etile (Kieber ef al.,, 1993). Analisis epistatiques han demostrat que
CTRI actua més avall en la cascada de traducci6 de ETR1 (Ethilene-resistance), un

receptor histidina quinasa (Chang et al., 1993).

36



Introduccio

Les proteines MAP2K de plantes (PMKK) s6n activades per les MAP3K per fosforilacié en
dos residus de serina i treonina en el motiu conservat S/TXXXXXS/T en plantes (Yang et
al., 2001). Estan classificades en tres subfamilies (PMKK1, PMKK2 i PMKK3) segons la
seva seqiiéncia aminoacidica. Sembla que 1’(inic substrat de les MAP2K sén les proteines
MAPKSs de plantes (Seger et al., 1992). Recentment, s’ha descrit la funci6 d’algunes
MAP2Ks. Per exemple, la proteina NtIMEK1 (Calderini et al., 2001) i la proteina SIPKK
(Liu et al.,, 2000) es van identificar en un crivellat de doble hibrid amb les proteines NtF6
(Nicotiana tabacum Fus3-like kinase) i SIPK (Salicylic-acid induced protein kinase)

podent ser les responsables d’activar-les per fosforilacié.

Per sota de les MAP2Ks, en una cascada tipica de MAPK, es troben les MAPK. A
Arabidopsis, s’han identificat una vintena de proteines MAPK que han sigut classificades
en 6 subfamilies que podrien representar sis grups funcionals diferents (Zhang i Klessing,
2001). Totes aquestes MAPK descrites en plantes fins al moment presenten homologia amb
la subfamilia ERK (extracellular signal-regulated kinase) de mamifers. Aixi doncs, mentre
que en animals aquesta subfamilia és responsable majoritariament de la transduccié de
senyals mitogéniques, en plantes, les MAPkinases tipus ERKs sembla que sén capaces de
transduir el senyal de diversos estimuls (Ligterink i Hirt, 2001). Les MAPKs més ben
caracteritzades son les d’Arabidopsis, alfals i tabac. S’han estudiat les vies de MAPK
relacionades basicament amb la resposta hormonal (com ’auxina o ’etil¢), la regulacié del
cicle cel.lular, els estressos abiodtics i la defensa de patogens. Quatre de les sis subfamilies
de MAPK estan implicades en resposta de defensa. A mesura que es va obtenint més
informacio6, augmenta la complexitat de les cascades de MAPK que ja és elevada. Mentre

que un component pot ser compartit en diferents vies, un tnic estimul pot activar varies

vies i diferents estimuls poden activar la mateixa via com es pot observar en la figura 1.18.
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Figura 1.18. Esquema de les possibles funcions de les cascades MAPK en plantes. S’agrupen en un
mateix color els components de funcié homdloga de diferents cascades MAPK. Les fletxes indiquen
activacic i les barres inhibicié. En aquest esquema es fa evident l'elevada complexitat de les

diferents vies MAPKs de plantes. De Zhang i Klessing (2001).

Diverses dades porten a resultats aparentment contradictoris en la literatura (Zhang i
Klessing, 2001). Per exemple, les proteines ANPs d’Arabidopsis son MAPKKKs de les
vies de MPK6 i MPK3 que estan involucrades en una regulacié negativa de la resposta a
auxina mentre que regulen positivament 1’activaci6é geénica per HO, (Kovtun et al., 2000;
Kovtun et al., 1998). Per altra banda, la proteina NPK1, un homoleg de ANP de tabac, és
un regulador de la formaci6é de la lamina cel.lular durant la citoquinesi (Nishihama et al.,
2001). Altres estudis relacionen les proteines MKK3 d’alfals i Ntf6 de tabac en el mateix
procés de divisi6 cel.lular que NPK1 (Bogre ef al., 1999; Caderini et al., 1998), suggerint
que NPK1 podria ser un regulador per sobre d’aquestes proteines en la cascada, tot i que
també podria ser que NPKI1 tingués varies funcions. En resum, les vies de MAPK en
plantes presenten components de senyal redundants, antagonismes entre diferents vies i

mecanismes reguladors positius i negatius. Per arribar a entendre les cascades de
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senyalitzacié de MAPK en plantes, €s crucial identificar les tres quinases de la cascada i els
seus substrats aixi com utilitzar aproximacions genétiques, protedmiques i assajos
funcionals in vivo.

Tal i com s’ha explicat en I’apartat 1.3.1 i 1.3.2, tant en llevats com en animals s’ha descrit
un grup de MAPKinases, anomenades GCK/SPS1, que en alguns casos actuen com
activadors de MAP3K podent ser considerades com MAP4K. En plantes, només s’han
identificat dues proteines a Brassica napus (BnMAP4Kal i 02) i una a Arabidopsis
anomenada SIK1 (stress-induced kinase 1) similars a la familia GCK/SPS1. No obstant, s
possible detectar seqiiéncies genomiques amb similitud amb la familia de proteines STE20.
Com s’ha dit, en mamifers s’ha demostrat que algunes d’aquestes proteines Ste20 actuen
com a MAP4K activant la cascada de les MAPK. Per altra banda, la cascada MAPK en
mamifers també pot ser activada per la proteina quinasa-like C (PKC1) i per proteines G
petites. Malgrat que s’ha observat ’activacié d’una proteina MAP3K per la proteina PKCI
de llevat i una activitat similar a PKC1 en la resposta de defensa induida per elicitors, el
gen PKC1 de plantes no s’ha pogut aillar (Xing et al., 1996). Respecte a la possible
activaci6 de les vies MAPK de plantes per proteines G, tot i que se n’han aillat algunes
(Bischoff et al., 1999), no hi ha cap evidéncia del seu paper en I’activacié de la cascada de

MAPK.

Aixi doncs, tot i que darrerament s’han identificat un gran nombre de proteines
involucrades en les cascades MAPK de plantes, cap d’aquestes vies esta totalment definida
en tots els seus pasos i sovint hi ha dades contradictories. No només no hi ha cap via
MAP3K-MAP2K-MAPK definida en plantes, sind que es coneix molt poc dels seus
activadors aixi com dels gens diana. Fins avui dia, no s’ha detectat cap substrat de MAPK.
Potser I’analisi de mutants de proteines MAPK descrites, juntament amb técniques

bioquimiques pot ajudar a entendre i a definir les cascades MAPKs de plantes.
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3. Processos de desenvolupament en plantes.

El desenvolupament és un dels processos que necessita de més controls cel.lulars i
ambientals i €s el resultat d’'una complexa regulacié fruit de la interpretacié de senyals
extracel.lulars. El desenvolupament en les plantes superiors t€ lloc en ’embriogénesi, la
formaci6 de I’embrid, i també durant tota la vida de la planta durant el desenvolupament

post-embrionari a partir dels dos meristems primaris: 1’apical i el radicular.

3.1 L’embriogénesi.

En les plantes superiors la reproduccidé sexual esta caracteritzada per un procés de doble
fertilitzacié. Una de les cel.lules espermatiques es fusiona a la céllula ou que
desenvolupara 1’embrié, mentre que una segona cél.lula espermatica es fusiona amb la
cel.lula central bi-nucleada per donar lloc al teixit de I’endosperm (Randolph, 1936). Els
programes de desenvolupament del zigot diploide i I’endosperm triploide s6n molt
divergents. Per la seva banda, la cél.lula primaria de I’endosperm es nuclearitza en un
seguit de divisions nuclears sense citoquinesi i posteriorment té lloc la cel.lularitzaci6. El
zigot, per altra banda, inicia una série de divisions cel.lulars i canvis morfologics que
donaran lloc a la formaci6 de ’embri6. Aquesta etapa de desenvolupament morfogenétic es

denomina embriogenesi.

3.1.1 L’embriogénesi en la planta model dicotiledonia Arabidopsis thaliana.

La facilitat de cultiu, el rapid cicle de vida i el seu genoma petit sén les caracteristiques
principals per les quals Arabidopsis fou escollida com a planta model. L’embriogénesi
d’Arabidopsis és un dels processos de desenvolupament més ben caracteritzats on s’han
descrit un gran nombre de mutants que han permés entendre els mecanismes de la formacio
de les plantes. Una de les caracteristiques que facilita I’estudi de la morfogénesi en
I’embrié d’Arabidopsis és el seu patrd de divisié invariable durant els primers estadis de
I’embriogenesi que permet tragar histologicament els llinatges cel.lulars (Jiirgens et al.,
1994).
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El zigot d’Arabidopsis presenta una distribucié asimétrica dels components cel.lulars, on el
nucli i la major part del citoplasma es troben a la part superior i una gran vacuola domina la
regi6 central i basal (Golderg et al., 1994). Després de la fertilitzacio, el zigot es divideix de
manera asimétrica produint una petita c¢l.lula apical i una gran cel.lula basal. Aquestes
dues cel.lules filles del zigot presenten ja una expressié geénica diferencial. Només la
cel.lula apical expressa el gen homeotic MERISTEM LAYER 1 (AtMLI), ’expressio del
qual es troba més tard delimitada en I’epidermis del primordi de I’embrié (Lu et al., 1996;
Sessions et al., 1999). La divisi6 asimétrica del zigot establint dues c¢l.lules amb diferent
desti, suggereix |’establiment de la polaritat apical-basal de I’embri6 (figura 1.19).

Aquestes dues cel.lules generaran diferents parts de 1’embri6. Mentre que la cél.lula apical
donara lloc al propi embri6 (del qual derivaran les linees cel.lulars dels cotiledons), el
meristem caulinar, ’hipocotil i part de la radicula, la cél.lula basal formara el suspensor i la
resta de la radicula (West i Harada, 1993). El suspensor fa una funci6 d’anclatge entre
’embrié i el sac embrionari fent de conducte pels nutrients que provenen de 1’esporofit
matern (Yeng et al., 1993). Més endavant, a partir de la fase de cor (observar figura 1.19),
la major part del suspensor pateix un procés de senescéncia i, per tant, no €s una part
funcional de la llavor madura. La cél.lula més apical del suspensor, la hipofisis, contribuira

a la formaci6 del meristem radicular (Goldberg et al., 1994).

La cél.lula apical es divideix durant I’embriogénesi per donar lloc a grups cel.lulars amb
destins diferents que originaran els diferents teixits de I’embri6. En I’estadi de 8 cél.lules
també s’inicia la formacio del patr6 radial on les 8 cél.lules embrionaries es divideixen
tangencialment per donar lloc a cél.lules filles externes i internes (Goldberg et al., 1994).
La primera evidéncia de diferenciacio cel.lular té lloc en I’estadi de 16 c¢l.lules, quan es fa
visible el protoderm i es forma la hipofisis en la part apical del suspensor. En aquest
periode, I’eix apical-basal de I’embri6 jove es distribueix amb tres regions: apical, central i
basal. Les regions apical i central son clons de les files superiors i inferiors de les cél.lules
embrionaries en I’estadi de 8 cél.lules. La regi6 basal correspon a descendents clonics de la
hipofisis. Cadascuna d’aquestes regions presenta un patrd de divisié cel.lular i una
expressié génica especifica indicant que cada regié es desenvolupa diferencialment. Per

exemple, les c€l.lules interiors de la regid apical en I’embri6 de 16 cél.lules expressen el
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gen homeotic WUSCHELL (WUS) que juga un paper important en el desenvolupament del
meristem apical (Mayer et al., 1998). Per altra banda, les cél.lules més internes de la regi6
central mostren una polaritat cel.lular apical-basal en la transicié de I’estadi de 16 a 32
cél.lules acumulant la proteina transportadora del fluxe d’auxina PIN-FORMED 1 (PIN1)

en la part basal de les membranes plasmatiques (Steinmann et al., 1999).
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Figura 1.19. Embriogénesi d’Arabidopsis thaliana. Representacié esquemdtica de les diferents
etapes de I’embriogénesi on s’indiquen els diferents estadis del desenvolupament de ['embrio. T,
cél.lula apical; B, céllula basal;, EP, embrio propi; S, suspensor, Pd, protoderm; Hs, hipdfisi; Pc,
procambi; Gm, teixit principal; C, cotilédon; A, eix, Sc, coberta de la llavor, En, endosperma,; SM,
meristem apical; RM, meristem radicular.

Adaptat de De Goldberg et al. (1994).
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En I’estadi d’embrié globular de I’etapa morfogenética, queden establerts els eixos radials
dels teixits diferenciats. El seguent estadi, el de transicid, es caracteritza per la formacié
incipient dels dos cotiledons que tenen una funci6 d’acumulacié de productes de reserva.
En aquest periode I’embrié passa de tenir simetria radial a presentar simetria bilateral
(figura 1.19). La segiient fase estd descrita com [’etapa de cor per la forma que pren
I’embrié amb els dos cotiledons laterals. Durant aquest estadi, el meristem radicular es
diferencia a partir de la hipdfisi i, posteriorment, el meristem apical es desenvolupa a la
regi6 situada entre els dos cotileédons. Finalment, ’embrié comenga a acumular productes

de reserva en la fase de maduraci6 i a preparar-se per la dormancia.

A nivell molecular, I’embriogénesi d’Arabidopsis estad molt ben caracteritzada per I’estudi
de mutants. Per exemple, gracies a mutants com gnom, gurke o monopteros que afecten al
patré apical-basal es coneix a nivell genétic la formaci6 de I’eix longitudinal. La descripci6
de mutants que afecten ’origen del meristem apical i a la seva organitzacié també ha
permés definir un conjunt de gens essencials durant els diferents estadis de I’embriogenési.
El meristem apical té una complexa organitzacié on les cél.lules mare es mantenen com a
centre organitzador. En aquestes cél.lules té lloc I’expressié de gens com CLVI, CLV3,
WUS, STM i ASI; alhora que té lloc I’inici dels primordis en zones especifiques. Per
exemple, I’expressié del gen REVOLUTA (REV) anuncia el lloc d’inici d’'un meristem
floral (Otsuga et al., 2001), o I’expressié I’AINTEGUMENTA (ANT) en la zona periférica
indica el lloc on s’iniciara un primordi (Elliot et al., 1996). En la figura 1.20 es pot observar
els diferents patrons d’expressio dels diferents gens involucrats en [’origen i organitzaci6

del meristem apical.
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Figura 1.20. Esquema dels diferents dominis involucrats en l'origen i organitzacic del meristem
apical primari. A: Embrié globular. El gen AtML1 s’expressa en les regions apical i central (en
groc). La fletxa indica el senyal des de la regio central situant els primordis meristemadtics. B:
Embrié en l'estadi de tramsicid. Presenta aproximadament el mateix patré d’expressio al de
l'embrié globular. C: Embrié en ['estadi de cor. L'expressio de CLVI i CLV3 es solapen en el
meristem apical. En els primordis cotiledonars, s'observen els dominis d’expressié génica adaxial
(REVY) i I’abaxial (FIL, YAB3). De Jiirgens (2001).

S’han identificat alguns gens que codifiquen per proteines RLKs implicades en
I’embriogénesi d’Arabidopsis. A continuacié es comenten els estudis realitzats amb els
gens SERK i ERECTA. El gen CLAVATA codifica per un RLK implicat també en

I’embriogénesi d’aquesta dicotiledonia s’explicara en I’apartat 3.4.1.

En I’estudi molecular del procés de I’embriogénesi cal destacar el clonatge del gen SERK,
que codifica per un RLK implicat en la formaci6é de c¢l.lules embrionaries. En un cultiu
cel.lular, només una proporcié de cél.lules somatiques poden ser induides a un canvi de
desti cap a I’embriogénesi per I’aplicacié exogena d’auxina (Schmidt et al., 1997).
Aquestes cél.lules anomenades competents donaran lloc a cél.lules embriogéniques a partir
de les quals es desenvoluparan embrions somatics (Toonen et al., 1993). La caracteritzacié
d’un gen que s’expressa en les cél.lules competents d’un cultiu cel.lular de pastanaga va
permetre la identificacié d’un nou RLK-LRR, anomenat DcSERK (Daucus carota Somatic
Embryogenesis Receptor Kinase) (Schmidt et al, 1997). Durant I’embriogeénesi zigotica,

DcSERK s’expressa a I’inici de I’embriogénesi fins a I’estadi globular (Schmidt et al,
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1997). DcSERK presenta dos motius conservats en el domini extracel.lular a part dels 5
LRR: un domini ric en prolines amb dues copies en tandem del motiu Ser-Pro-Pro (SPP) i
un domini leucin-zipper (Schmidt et al., 1997). Mitjangant un crivellat d’una llibreria de
c¢DNA amb la sonda de DcSERK es va obtenir I’homoleg en Arabidopsis (AtSERK1) (Hecht
et al.,, 2001). AtSERK conté totes les caracteristiques estructurals de DcSERK i, com
DcSERK, presenta un domini quinasa actiu serina/treonina (Shah et al., 2001a, 2001b).
AtSERK s’expressa durant [a formacid de cél.lules embriondries en cultius cel.lulars, en les
primeres etapes de I’embriogénesi fins a I’estadi de cor i s’observa una lleugera expressi6
en teixits vasculars de la planta adulta (Hecht et al., 2001). Tot i que la sobreexpressi6 de
AtSERK]I no doéna lloc a cap alteracié fenotipica, aquestes plantules tenen més eficiéncia
per a I’inici de I’embriogénesi somatica suggerint que ’augment de AtSERK és suficient
per induir ’embriogeénesi en cultiu. Hech i col.laboradors (2001) proposen, doncs, que
AtSERK podria tenir un paper en la via de senyalitzaci6é de I’embriogénesi.

Mitjancant una busqueda en les bases de dades, s’han pogut identificar 4 gens similars a
AtSERK1 (AtSERK2, AtSERK3, AtSERK4 i AtSERKS). Per altra banda s’han identificat
dos gens similars a blat de moro anomenats ZmSERK! i ZmSERK?2 (Baudino et al., 2001).
Aquests gens de blat de moro presenten les caracteristiques estructurals i gendmiques de la
familia SERK. ZmSERKI s’expressa preferentment als teixits reproductius masculins i
femenins, amb una forta expressié en microspora; mentre que ZmSERK?2 té una expressid

ubiqua (Baudino et al., 2001).

L’estudi de mutants del tipus erecta (er) va permetre clonar el gen ERECTA que codifica
un RLK-LRR (Torii et al., 1996). Mutants erecta presenten un fenotip d’inflorescéncies
compactes per una reducci6 en la llargada dels internodes i els pedicels. Les analisis del
patr6 d’expressi6 d’ERECTA mitjangant hibridacions in sifu, van mostrar una major
acumulacié d’aquest gen en el meristem apical i floral i en els primordis (Yokoyama ef al.,
1998). Mutants erecta no presenten canvis en el nombre o en la mida de les cél.lules del
mersitem floral, sind una reducci6 en la llargada dels internodes. L’internode es deriva de
les cel.lules meristematiques i se situa just a sota del meristem apical. La divisio i elongaci6
d’aquesta regid és la responsable de la llargada internodal. Aixi, ERECTA s’acumula en

cel.lules que estan predestinades a dividir-se per a desenvolupar ’internode. Tot i que la
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caracteritzacié fenotipica d’al.lels mutants suggereix un paper d’ERECTA en la regulacid
de la formacié d’organs en el mersitem apical, fins ara no s’ha estudiat el possible

mecanisme implicat en aquest procés.

3.1.2 L’embriogénesi del blat de moro.

A diferéncia dels embrions de les plantes dicotiledonies, com Arabidopsis, el blat de moro
presenta una embriogénesi més complexa que doéna lloc a la formacié d’un embrié més
gran i amb estructures de la planta adulta ja ben diferenciades podent ser considerat com
una planta en miniatura (Clark et al.,, 1991). L embrié de blat de moro presenta de 4 a 6
primordis foliars (figura 1.21) depenent del genotip abans d’entrar en I’etapa de dormancia,
aquestes fulles embriogéniques es mantenen enrotllades en el coleoptil fins que té lloc la

germinacié (Bommert i Werr, 2001).

El cicle d’embriogénesi del blat de moro té lloc durant 60 dies i es divideix en tres fases
(Abbé et al, 1954). En la primera fase s’estableix 1’asimetria apical-basal de 1’embri6
dividint-se en dos zones: el suspensor i I’embrid propi i compren del 0 al 7 DAP (days after
polinization). Durant el segon periode (7-11 DAP) apareix la simetria radial i es diferencia
I’eix embrionari, I’escutel i els meristems. En la tercera fase s’estableixen les estructures
vegetatives (figura 1.21).

A T’inici de ’embriogénesi, la divisi6 del zigot és transversal, igual que en Arabidopsis,
originant una cél.lula apical que formara ’embri6 propi i una cél.lula basal que originara el
suspensor. A diferéncia d’Arabidopsis, perod, les segiients divisions son irregulars tant en
seqiiéncia com en orientacid, pel que no €s possible seguir el desti d’un llinatge cel.lular
(Steeves et al., 1989). Als 7-8 dies després de la polinitzacid, en la fase de transicio,
I’embrid es comenga a diferenciar i apareix ’epidermis. Cap als 9-12 DAP s’estableix 1’eix
embrionari donant lloc als meristems apical i radicular. Durant la fase coleoptilar, les
cél.lules que no formen part de 1’eix embrionari es divideixen formant I’escutel i s’origina
el coleoptil (Randolph, 1936; Abbe et al, 1954). Posteriorment, I’embrié continua
desenvolupant-se en els estadis I-VI caracteritzats per I’aparicié dels respectius primordis

foliars.
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Una diferéncia significativa respecte Arabidopsis, és la important funcié de I’endosperm en
els cereals per I’emmagatzematge de proteines i midé. En el blat de moro I’endosperm no
€s un teixit transitori que desapareix en les darreres etapes de I’embriogeénesi, si no que es
manté en la llavor fins a la maduracié (Bommert i Werr, 2001). Després de la fertilitzacio,
la cél.lula triploide pateix una serie de divisions sense citoquinesi produint un gran nombre
de nuclis lliures que queden organitzats a la periféria de la cél.lula central. La
cel.lularitzacié de I’endosperm comenga en I’estadi de 1000 nuclis i Pactivitat cel.lular
continua fins als 45-55 dies després de la polinitzacio, produint un elevat augment de la

seva mida fins a més de 200 mg de pes fresc (Sheridan et al., 1987).

Les funcions i els destins de I’embrié i I’endosperm sén clarament independents. Els
programes de desenvolupament especifics de I’embri6 i 1’endosperm poden ser
conseqiiéncia de la dosi genética (triploidia de I’endosperm) o bé d’una diferent contribuci6
maternal entre la cél.lula ou o la cél.lula central (Bommert i Werr, 2001). En el blat de
moro, hi ha mutacions que afecten només al desenvolupament de 1’embri6 que s’anomenen
mutants emb (Clark et al., 1991) i d’altres que afecten tant a ’embrié com a ’endosperm,
mutants dek (defective kernel). Aquest fet, suggereix que tot i el diferent desenvolupament
que presenten I’embrid i I’endosperm hi ha processos que es troben controlats sota un

mateix tipus de mecanisme genétic (Dolfini et al., 1988; Clark et al., 1991).

Figura 1.21. (pagina segiient). Representacié esquematica del diferents estadis de
’embriogenesi del blat de moro. Per cada estadi es mostra una tall lateral (esquerra) i un
tall frontal del mateix embrio (dreta). Les fulles s’indiqguen amb niumeros seguint [’odre en

que es van formant. Cada divisio és de 0,5mm. Adaptat de Rio (1999).
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Fase de transicié Fase coleoptilar
(e 10-12 ddp) (de 12-44 ddp)

Estadi 1
(de 14-18 ddp)

Estadi IV
Estadi Il Estadi 1l
(de 18-22 ddp) {de 22-28 ddp) (de 28-37 ddp)

Simbols:

ac: apex caulinar
c: coledptil

cr: coleorriza

e: escutel

m: mesocotil

ne¢: nus coleoptilar
ne: nus escutelar

ps pc: porus coleoptilar
ps ps: primordi seminal radicular
r: primordi radicular principal
s: suspensor
Estadi VI
(deE?‘;-;O Xdp) (a parﬁr de 50 ddp) escala: cada divisi6é sén 0,5 mm

A nivell molecular s’han caracteritzat alguns gens marcadors de determinats dominis

cel.lulars (figura 1.22), tot i que el seu estudi és més complex que en el cas d’Arabidopsis a

causa de les divisions irregulars que pateix ’embri6 que fan impossible tragar el desti d’un

grup cel.lular. Per exemple el gen ZmHOX (Zea mays homeobox) és un gen marcador de

’embri6 propi que es detecta al 6 DAP (Klinge et al., 1995) el transcrit del qual és absent
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en les cél.lules del suspensor. S’han descrit també gens marcadors de I’establiment del
patr6 radial i que han ajudat a la caracteritzacié d’aquest procés. En la figura 1.22 es poden
observar diferents gens marcadors del protoderm, la capa cel.lular que donara lloc a
I’epidermis. El gen LTP2 (lipid tranfer protein 2) implicat en el transport lipidic
(Sossountzov et al., 1991) o els gens de la familia de factors de transcipcié ZmOCL (outer
cell layer) que estan relacionats amb el gen AtMLI d’Arabidopsis marcador de la capa
cel.lular epidermica.

En I’estadi de transicid es distingueixen histologicament les cél.lules que establiran 1’eix
embrionari, un conjunt de c¢l.lules riques de citoplasma a la zona adaxial de I’embri6 propi
(Bommert i Werr, 2001). En aquest grup de cél.lules apareix ’activitat del gen Knotted 1
(KNI) (Smith et al., 1995). Més tard, el mRNA de KNI es manté en el sistema vascular i en
el meristem apical, mentre que no es presenta en el meristem de la rel (figura 1.22F). El gen
KNI és un bon marcador del meristem apical. En ’estadi 1, el gen KNI no es detecta en la
capa L1, tot i que si que s’observa acumulacié de proteina KN1 en aquestes cel.lules
(Jackson et al., 1994). Estudis de microinjeccié han demostrat que tot i que la proteina KN1
és un factor de transcripcié nuclear, és transportada intercel.lularment de la capa L2 ala L1
a través dels plasmodesmes (Lucas et al., 1995). El paper del gen KNI en ’embriogenesi
del blat de moro ha estat molt ben caracteritzat, i s’en fa referéncia més endavant en

I’apartat 3.4.1.

En el blat de moro s’ha descrit el gen CRINKLY4 (CR4) que codifica per un RLK que
controla la diferenciacio cel.lular particularment en I’epidermis de la fulla i en I’aleurona, la
capa monocel.lular que envolta I’endosperm implicada en la secrecié d’enzims proteolitics
(Becraft et al., 1996). Hibridacions in situ mostren una expressié de CR4 en el meristem
apical i en els primodis foliars (Becraft et al., 2001). Llavors mutades en el gen CR4
presenten una aleurona en forma de mosaic on I’endosperm no es diferencia en aleurona,
suggerint que CR4 podria estar involucrat en la percepcid posicional que especifiqués
’entrada cap a la diferenciacio de 1’aleurona a través del desenvolupament de I’endosperm
(Becraft et al., 2000). En les fulles i altres 0gans de la tija els efectes més marcats del
mutant s’observen en 1’epidermis (Becraft et al., 1996; Jinn et al., 2000). Una analisi

genética de mosaic , €s a dir, analitzant individus formats per cél.lules mutants i salvatges,
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va mostrar que CR4 regula de manera autdonoma la morfogénesi cel.lular, implicant que la
transduccié de senyal a través de CR4 regula la diferenciacio cel.lular per la seva funcié
intracel.lular i no per la produccié de senyals intercel.lulars secundaris (Becraft et al.,

2001).

/ o
A ZmHOX
&
) ‘. ;’ ! ;
[T
proembryo transilion  coleoptitar proermbryo coleobtilar
-stage -stage -stage -stage -stage -stage
© zmoct1 ® zmoci4

transition coleoptiar
-slage ~slage

L1.stage

Figura 1.22. Expressio génica en seccions longitudinals de 'embric de blat de moro en estadi de
pro-embrid, de transcicié i coleoptilar. A: Dominis d'expressio del gen ZmHOX. B: LTP2. C:
ZmOCLI. D: ZmOCLA4. En taronja (part abaxial) es detecta una débil expressio, mentre que en la
part adaxial (en vermell) es representa una forta expressié de ZmOCL4. E: ZmOCLS. F: KN1
també en 'estadi L1.

De Bommert i Werr (2001).

3.2 Els meristems.

Com s’ha vist en ’apartat anterior, I’embriogénesi és el primer procés on té lloc el
desenvolupament i la morfogénesi dels organs de la planta. Tot i aixd, en les plantes
superiors la majoria dels organs aeris de la planta adulta aixi com les estructures de la rel es

formen durant el desenvolupament post-embrionari. Els meristems son els responsables de
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la formacié continuada de nous organs durant el desenvolupament post-embrionari. Els dos
meristems primaris es formen durant I’embriogénesi en els extrems de 1’eix embrionari i
s’anomenen meristem apical (shoot apical meristem; SAM) i meristem radicular (root
apical meristem; RAM). Mentre que el meristem apical origina les cél.lules de nous organs
com les fulles, la tija, els meristems secundaris i els florals, el meristem radicular produeix
les estructures de la rel primaria. Els meristems estan formats per dos tipus cel.lulars, les
cel.lules meristematiques centrals que romanen indiferenciades i les cél.lules de la periferia
que es diferenciaran donant lloc als nous organs. La funcid basica dels meristems és la de
mantenir una poblacié de cel.lules mare en la zona central i la iniciaci6 reiterativa de nous
organs. En aquest treball ens centrarem en I’estructura i el manteniment del SAM, ja que a

nivell molecular és un dels mecanismes de senyalitzacié més ben conegut en plantes.

3.2.1 El meristem apical.

El meristem apical és una estructura altament ordenada que esta organitzada en dos tipus de
dominis solapats: capes i zones (Laufs ef al., 1998).

En les angiospermes, les cél.lules més externes del meristem apical es divideixen sempre
perpendicularment a la superficie, donant lloc a una organitzacié en capes cel.lulars
(Haecker et al., 2001) (figura 1.23b):

- la capa més externa L1 (Layer 1) que forma ’epidermis del brot, les fulles i les flors es
divideix exclusivament en plans anticlinals.

- la capa L2, just per sota de L1, origina els teixits subepidérmics de la tija i els organs
laterals. Les seves divisions sén majoritariament anticlinals, tot i que també en presenta de
periclinals.

- la capa L3, on les cé¢l.lules es divideixen en tots els plans per donar lloc a la tija i als

teixits interiors dels drgans, com els teixits vasculars.

A Arabidopsis, com en moltes dicotiledonies, les capes L1 i L2 s’anomenen tinica i estan
formades cadascuna per una Unica capa de cél.lules. La capa L3 també rep el nom de
corpus i esta formada per 2-3 capes cel.lulars (Laufs ef al., 1998). Aquestes capes estan
molt ben definides i les cél.lules de cada capa tenen un origen clonal (Doerner, 1999). Tot i

aquesta aparent separacid clonal dominant en el desenvolupament, hi ha moltes evidéncies

51



Introduccid

en plantes quimériques que mostren com el desenvolupament cel.lular té lloc d’acord amb
la seva posicid i no segons el seu origen (Haecker et al., 2001). Per exemple, si una cél.lula
de la capa L1 és desplagada a la capa subepidérmica, es desenvolupara com una cel.lula
subepidérmica (Stewart et al., 1970). Les tres capes participen en el creixement i
diferenciacié dels nous oOrgans i, per tant, han d’estar coordinades. Aquesta coordinaci
implica un intercanvi de senyals entre les cel.lules meristematiques. Estudis recents en
Arabidopsis han demostrat 1’existéncia d’un transport simplastic entre les capes de la tunica
a través de plasmodesmes (Gisel et al, 1999; Rinne et al, 1998), alhora que també es
proposa una connexi6 via plasmodesmes entre la tiinica i les cél.lules que formen part del

corpus (van der Schoot et al., 1999).

Figura 1.23. Organitzacié del meristem apical d’Arabidopsis. a) Organitzacié en zones. CZ: zona
central. RZ: zona de suport. PZ: zona periferica. b) Organitzacié en capes cellulars. L1: capa
epidermica. L2: capa subepidérmica. L3 o corpus formada per 2 o 3 capes. De Bowman and Eshed
(2000).

Segons estudis morfologics i histologics el meristem es pot dividir en tres zones (Lyndon
RF, 1998; Steeves et al., 1989) (figura 1.23a):

- La zona central (ZC), situada en el centre del meristem formada per les cél.lules mare que
presenten una taxa de divisié baixa. Son cél.lules més grans, amb un nucli prominent i més
vacuolades que la resta. Aquestes cél.lules donen lloc a dos tipus de cél.lules, aquelles que
renoven la poblacié de cél.lules indiferenciades i que mantenen la zona central i les que es
diferencien en diferents tipus cel.lulars. Les cél.lules de la zona central o pluripotents poden

ser substituides per cél.lules veines suggerint que no sén permanents (Ruth et al., 1985), si
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no que s’especialitzen com a cel.lules de la zona central per la posici6 que ocupen en el
meristem on reben una combinacié de senyals de les cél.lules del voltant (Haecker et al.,
2001).

- La zona periferica (ZP) envolta la zona central i esta formada per cél.lules més petites que
es divideixen activament per iniciar la formacié dels organs laterals.

- La zona de suport (rib zone; RZ) es troba situada en la base del meristem apical. Aquestes

cel.lules també es divideixen activament produint la major part dels teixits de la tija.

3.2.2 Control del manteniment del meristem apical. La via de transduccié de
CLAVATA.

Una de les propietats del meristem apical és la de mantenir la seva mida constant durant
tota la vida de la planta. Les cel.lules meristematiques continuament valoren les seves
posicions relatives respecte a les altres cél.lules decidint si es diferencien o no. Per tant, les
interaccions entre les poblacions cel.lulars en els meristems sén critiques per definir quines
cel.lules es diferenciaran per formar les diferents estructures (Irish ef al., 2001). Aquest
procés de senyalitzaci6 en les cél.lules meristematiques estad molt ben caracteritzat. Mutants
d’Arabidopsis que han perdut la poblacié de cél.lules indiferenciades de la zona central o
que acumulen ectopicament céllules indiferenciades han permes la descripcié dels
reguladors de I’organogénesi. Molts d’aquests gens s’han clonat i han revelat la seva

participaci6 en una via de transducci6 del senyal, la via de CLAVATA.

La diferenciacié de les cél.lules de la zona central en el meristem apical esta regulat pels
gens CLAVATA (CLV1, CLV2 i CLV3) (Clark et al., 1993; Clark et al., 1995; Kayes et al.,
1998). Analisis genétiques mostren que les funcions d’aquests gens estan relacionades en la
mateixa via, doncs plantes mutants en qualsevol d’aquests loci acumulen progressivament
cél.lules mare indiferenciades. Els mutants clavata presenten un engrandiment dels
meristems apical i floral. El meristem de c/v/ augmenta de manera continua la seva mida
fins arribar a un volum 1000 vegades superior als meristems salvatges (Clark et al., 1997).
Aquest augment és degut a I’acumulacié continua de c¢l.lules indiferenciades (Clark et al.,
1993). En el meristem floral, I’aport continu de cél.lules meristematiques genera uns

verticilis més grans aixi com I’aparici6 de verticilis addicionals (Clark et al., 1993).

53



Introduccid

CLV1 codifica per un RLK amb un domini extracel.lular amb dominis LRR (Clark et al.,
1997). Assajos de fosforilaci6 amb el domini quinasa de CLV1, demostren I’activitat
quinasa en cél.lules d’Escherichia coli. Tot i que sembla, doncs, que CLV1 actua com un
receptor quinasa no es coneix el mecanisme pel qual CLV1 podria interaccionar amb
proteines intracel.lulars (Clark, 2001). A partir d’extractes d’Arabidopsis, CLV1 es purifica
en complexes de 185 i 450 kDa (Trotouchaud et al., 1999).

CLV2 codifica per un receptor amb un domini extracel.lular similar al de CLV1 per6 no
presenta domini intracel.lular. Analisis genétiques han demostrat que CLV2 és necessaria
per ’acumulaci6 de CLV1 (Jeong et al, 1999). Possiblement aquests dos receptors
interaccionen entre ells formant un heterodimer que podria correspondre al complex de 185
kDa, ja que CLV1 té 105 kDa i CLV2 80 kDa.

CLV3 codifica per un petit polipéptid de 96 aminoacids que conté un suposat péptid senyal
secretor (Fletcher et al., 1999) sembla estd present a la planta com un complex soluble
(Trotouchaud et al., 2000). CLV3 és necessaria per a la formacio del complex actiu de CLV
(complex de 450 KDa), doncs en abséncia de CLV3, CLV1 només es detecta en la forma
inactiva de 185 kDa (Trotouchaud et al., 1999). Estudis de sobreexpressié demostren que
CLV3 actua més amunt de la via que CLV1 (Brand et al., 2000) mentre que experiments
bioquimics in vivo i en cultius cel.lulars han demostrat que CLV3 es lliga a CLV1
(Trotouchaud et al., 2000). Tots aquests resultats suggereixen un mecanisme d’accié on el
polipéptid CLV3 indueixi la formaci6é i activacié de I’heterodimer CLVI1-CLV2 per
transduir el senyal a I’interior de les cél.lules (figura 1.24).

Respecte al complex de 450 kDa s’ha demostrat que depén de I’activitat quinasa de CLV1,
ja que en plantes on s’ha mutat el domini quinasa s’observa una disminuci6 o desaparicio
(segons el percentatge de la pérdua de funcié quinasa) d’aquest complex. Algunes proteines
intracel.lulars de la via de transducci6 de clavata han sigut identificades. La proteina KAPP
(Kinase-associated protein phosphatase) fou la primera proteina identificada capag
d’interaccionava amb CLV1 (Stone ef al., 1998; Williams et al., 1997). KAPP conté tres
dominis: una senyal d’unié tipus I, un domini d’interaccié a quinasa i un domini funcional
fosfatasa del tipus 2C. La interaccié entre KAPP i CLV1 s’ha demostrat in vivo en el
complex de 450 kDa (Trotouchaud et al., 1999). La preséncia del domini fosfatasa recolza

la hipotesi que KAPP regula negativament a CLV1, hipotesi que s’ha demostrat per estudis
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genétics (Williams et al., 1997; Stone et al, 1998). Un altre component conegut del
complex de CLV1 de 450 kDa és una proteina Rho/Rac-GTPase-related. Aquesta proteina
pertany a una familia de petites GTPases anomenada ROP de la superfamilia Ras, que
presenta similituds amb proteines animals Rho/Rac (Winge et al., 2000). La funci6 precisa
de ROP en la via de transduccié de CLV no es coneix. No obstant, estudis en sistemes
animals han demostrat que la proteina RhoA pot regular I’expressié de gens diana nuclears

a través de la cascada de MAPK (Marinissen ef al., 2001).

y
wus MAPKs?

\Jo

POL

Figura 1.24 . Model de la via de transduccié de CVLI. El model prediu que en !’heterodimer
CLVI-CLV2 (a) s hi uneix un multimer CLV3 (b). Aquesta interaccié lligand-receptor provoca la
transfosforilacié del domini quinasa de CLV1 (c). Els residus fosforilats actuen com a llocs d’unié
directes o indirectes d’efectors com les proteines KAPP i ROP (d). La via de transducci6 del senyal
no es coneix (MAPKs?). Al final de la via de senyalitzacid, aquest senyal inactivaria 1’expressio del

gen WUS, alhora que seria regulat negativament per POL (e). De Clark (2001).

Contrariament a la funci6 dels gens clavata, el gen WUSCHELL (WUS) es requereix per
promoure la proliferacié cel.lular en el meristem apical. Mutacions wus provoquen un
meristem diferenciat sense capacitat de profilerar (Irish et al, 2001). Els mutants wus

perden les c¢l.lules de la zona central i en el seu lloc, en el centre del meristem apical,
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s’observa una poblacié de cél.lules vacuolades i parcialment diferenciades (Laux et al.,
1996). Per tant, sembla que WUS é€s necessari pel manteniment del meristem apical. El gen
WUS codifica per un putatiu factor de transcripcié homeotic (Mayer et al., 1998).

Diferents resultats suggereixen que WUS és un dels gens diana de la via de clavata. La
primera evidéncia fou I’observacié que els efectes de la mutacié wus son epistatics dels
fenotips cvi, clv2 i clv3, indicant que la funci6 de WUS es troba més avall en la via de
transducci6 els gens de CLV (Laux et al., 1996). Més recentment, dos estudis han demostrat
la regulaci6 entre aquests dos loci.

La sobreexpressié de CLV3 provoca la pérdua d’expressié de WUS i la conseqiient perdua
de la capacitat profilerativa del meristem (Brand et al, 2000). Per altra banda, la
sobreexpressio de WUS déna lloc a una expansi6 del domini de CLV3 (Schoof et al., 2000)
provocant un engrandiment dels mutants clv indicant que la via CLV suprimeix WUS a
nivell transcripcional. Aquests resultats permeten postular un model on CLV3 i WUS
mantenen el balang dels diferents tipus cel.lulars en el meristem apical per un Joop
feedback. WUS promou la proliferacié cel.lular mantenint les cél.lules mare (i I’expressié
de CLV3) en un grup de cél.lules adjacent al seu domini d’expressid, mentre que CLV3
reprimeix I’efecte de WUS restringint la seva expressio a unes poques cél.lules ( Brand et

al., 2000; Schoof et al., 2000).

Figura 1.25. Esquema dels dominis
d’expressio dels gens CLVI1, CLV3 i WUS
en la zona central del meristem apical. De

Haecker et al. (2001).

S’ha descrit un possible mecanisme on es reflexen les relacions funcionals entre els gens
CLVI, CLV3 1 WUS i els patrons d’expressié d’aquests gens en el meristem apical. Plantes
transgéniques que expressen de manera ubiqua CLV3 donen lloc a una fenocopia del
mutant wus, demostrant que 1’activitat de CLV3 és suficient per reprimir WUS (Brand et al.,

2000). Aixo implica que la funcié de CLV3 ha de limitar la repressié de WUS. En la figura
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1.25 s’observen els dominis d’expressi6 del gens CLVI, CLV3 i WUS. WUS s’expressa en
un petit grup de cél.lules localitzades en la part central per sota de la capa L3 que s’ha
anomenat centre organitzador (OC). CLVI s’expressa en la majoria de cél.lules de la capa
L3 i CLV3 s’expressa en les capes L1 i L2. En la figura 1.26 es pot observar el model
proposat que permet explicar tant la funci6 de lligand de CLV3 com la repressié de
I’expressio WUS. CLV3 difondria de les cél.lules apicals cap a les cél.lules del domini
CLV1 donant lloc a una regulacié negativa de WUS. Hi ha d’haver, perd, una limitacié de
’expansi6é de CLV3, ja que en les cél.lules del domini WUS no es detecta senyal de CLV3.
En el desenvolupament animal hi ha varis exemples on la concentracié de receptor és
suficient per reclutar el lligand de I’espai extracel.lular, limitant d’aquesta manera la seva
difusié (Casanova et al., 1993). Aquest procés es coneix amb el nom de segrest del lligand.
Donant suport a aquest model, el 75% del total de proteina CLV3 en extractes de meristem
de col-i-flor s’ha trobat associada a CLV1 (Trotouchard et al., 2000). Per altra banda, en un
experiment on s’ha doblat el n° de copies géniques de CLV3 no ha sigut suficient per
traspassar la barrera i reprimir WUS en la zona OC (Brand et al., 2000), suggerint que el

domini d’expressié de WUS (OC) esta protegit del senyal CLV3 per un gran excés de llocs

d’unid.
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 Stemcells /,f,.m‘z:mma_ﬁ_m\
e 12
e 35350 s
. "} {«,,. MWUS ?_?)
wus :' ? 3.‘:’;
Organizing N h A A
rgenter o . iy wus

Figura 1.26. Senyalitzacié entre cél.lules meristematiques. a) L’expressic de WUS en el centre
organitzador (OC) promou un senyal, encara no identificat, que provoca [’especialitzacio de les
cél.lules superiors com cél lules mare. Les cél.lules mare retornen el senyal CLV3 restringint la
mida d’OC. b) Model de proteccic de I'OC del senyal CLV3. La unié de CLV3 (punts vermells) al

complex CLV1 (en blau} déna lloc a una repressio de WUS en la capa L3. Un excés del complex
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receptor CLVI1 preveu que CLV3 migri cap a la zona de 1’OC, permetent [’expressié de WUS en
aquesta zona.

De Haecker et al. (2001).

Un altre possible gen diana de la via de transducci6é de clavata podria ser el producte del
gen POLTERGEIST (POL). Mitjangant un crivellat d’al.lels supressors de clvl i clv3 es va
poder identificar el gen POLTERGEIST (POL) que sembla actuar com un regulador negatiu
de la via de clavata (Yu et al., 2000). Mutacions pol semidominants suprimeixen el fenotip
dels mutants clv, indicant que la funcié de POL tindria lloc més avall de la via de CLV com
un regulador negatiu. Per altra banda, les mutacions po/ i wus mostren interaccions
dominants, perd pol no presenta un fenotip per si sol, suggerint que podria actuar de manera

redundant amb WUS.

S’ha descrit un altre gen, el SHOOT MERISTEMLESS (STM) que també esta implicat en el
manteniment del meristem apical. Els mutants stm, com els wus, no presenten cél.lules
mare. Pel moment, les relacions entre els gens STM, CLV i WUS no sén clares. Els diferents
mutants stm presenten un diferent grau fenotipic segons I’alteracié de I’al.lel. Aixi, en
al.lels debils o intermitjos, una petita poblacié de cél.lules centrals meristematiques és
capa¢ de produir primordis ectdpics i posteriorment aquestes cé€l.lules desapareixen
(Endrizzi et al,, 1996). La interacci6 génica dels mutants stm amb clv divergeix a la
interaccié entre wus i clv. Els al.lels wus son epistatics per les mutacions clv, perd els
dobles mutants clv stm presenten un fenotip additiu, suggerint que aquests gens funcionen
competitivament (Clark et al, 1996; Endrizzi et al., 1996). La dificultat per entendre i
definir les inter-relacions entre STM i CLV/WUS podria estar indicant que STM podria tenir
multiples funcions (Long et al., 1998). La proteina codificada per STM €s una proteina
homedtica de la familia KNOTTED (KN1).

L’homoleg de STM en blat de moro, el gen KNOTTED (KNI) ha estat molt ben
caracteritzat (Sinha et al,, 1993). KNI s’expressa en el meristem apical i al sistema
vascular, mentre que no es detecta als organs laterals (Jackson et al., 1994). El paper de
KNI en el desenvolupament s’ha estudiat en mutants kn/. L’expressié ectdpica de KNI té

com a conseqiiéncia la formacié de meristems de manera aleatoria sobre les fulles o sobre
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el coleoptil (Sinha et al., 1993), i els mutants de pérdua de funcié no mantenen la integritat
del meristem (Kerstetter et al., 1997). En gen KNI, doncs, té la funcié de proporcionar
identitat meristematica a les c¢l.lules on s’expressa i es veu silenciat a les cél.lules
diferenciades (Kerstetter ef al., 1997; Sinha et al., 1993).

Recentment s’ha descrit el gen Brostm a Brassica oleracea, un KNOTTED-like, que
s’indueix en resposta a I’addicié de citoquines en el medi. El trasncrit Brostm es manté fins

a la formacid de novo de meristems (Teo et al., 2001).

La gran majoria de dades moleculars sobre la funcié dels meristems fan referéncia a la
planta model d’Arabidopsis, mentre que se’n sap molt poc si aquests mecanismes estan o
no conservats en altres espécies. En aquest sentit, recentment s’ha descrit un mutant en blat
de moro anomenat fasciated ear? (fea2) (Taguchi-Shiobara et al., 2001). fea? s’expressa
ampliament en teixits vegetatius immadurs i inflorescéncies, mentre que és reprimit en
teixits de fulla i no s’expressa en arrel. Durant el desenvolupament vegetatiu 1’expressio de
fea2 no mostra cap fenotip en la filotaxi o en el desenvolupament de la fulla, pel que es
desconeix la seva funcié o en quin mecanisme podria estd implicat. Per altra banda, les
plantes fea2 presenten un increment del nombre d’organs florals que és conseqiiéncia d’un
engrandiment dels meristems florals (Taguchi-Shiobara et al., 2001). Les flors masculines
presenten un increment del nimero d’estams i les femenines del nimero de carpels. Les
plantes fea2, alhora, tenen uns pedicels més llargs, fenotip que coincideix amb el dels
mutants clv2 (Kayes et al., 1998). FEA2 codifica una proteina transmembrana amb LRR
que presenta similitud de seqiiencia amb CLV2. Aquestes dades suggereixen, doncs, que la
via de transduccié de CLAVATA d’Arabidopsis podria estar funcionalment conservada en
les espécies monocotiledonies. Recolzant aquesta hipotesi, en arrds s’ha identificat un gen
relacionat a CLVI, OsLRKI (Kim et al, 2000). Plantes antisentit pel gen OsLRKI

desenvolupen un increment en el nimero d’organs florals, tot i que la mida dels meristems

no ha estat mesurada. No s’ha pogut identificat un fenotip clar del meristem de la
inflorescéncia en I'expressi6 de l'antisense de OsLRKI, el que podria suggerir un
funcionament diferents al de CLVI. Tot i aix0, no estd clar si aquestes plantes perden

totalment la funcid del gen OsLRK] i, per tant, I'aillament del mutant nul és necessari per

arribar a una conclusio i poder determinar la funci6 de CLV1 en les monocotiledonies.
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Durant els darrers anys al laboratori s’estd portant a terme un projecte per a caracteritzar
gens que s’expressen en les primeres etapes de I’embriogenesi del blat de moro. Per aillar
gens d’expressié diferencial en aquesta etapa es van seguir diverses aproximacions. Una
d’elles fou I’estudi de mutants Dek per la insercié de 1’element Ac, mitjangant la qual es
van obtenir els mutant Lachrima i Longcell, que s’estan caracteritzant en el laboratori
(Stiefel et al., 1999; Graciano et al., submitted). Una altra aproximacié fou un crivellat
diferencial de fulla i embrid, a partir del qual es va obtenir un conjunt de gens d’expressiod
preferent a I’embrid. Entre ells, es va clonar un clon parcial amb similitud a proteines RLK
(Receptor Like-Kinase) del tipus LRR (Leucine-rich repeat) (Roca, 1998; Rio, 1999).
Posteriorment aquest clon es va anomenar MARK per Maize Atypical Receptor Kinase. En
la figura 2.1 es presenta la seqiiéncia de completa de la protetna MARK. La proteina conté
un possible domini extracel.lular, amb sis repeticions riques en leucina (LRR), un domini
transmembrana (TM) i un possible domini intracel.lular que presenta els 11 subdominis

conservats de les serina/treonina quinases (KD).

1 MRSPPPPPWR AGRLHSPLPM LLLFVAALAA RAGADDLASD
41 ARALLAFRDA VGRRLTWNAS DVAGACSWTG VSCENGRVAV

81 LRLPGATLSG AVPAGTLGN LTALHTLSLRL NGLSGALPAD

121 LASARALRNV FLNGNRLSG GFPQAILALPA LVRLSLGGND - LRR
161 LSGPIPAELG SLTHLRVLLL ENNRFSGEIS. DVKLPPLOOF

201 NVSFNOLNGS IPASLRS

218 QPR SAFLGTGLCG GPLGPCPGEV
241 SPSPAPAGQT PSLTPVPSSG GGNGSGSGSG GTIGGNGGES
281 GHKNKKLSGG AIA

294 GIAIGSA LGAGLLLFLL VCLC ™

315 RRSGGT Figura 2.1  Seqiiéncia

321 RTRSLEMPPP EAPAAAAAAG GRKPPEMTSG AAVAPLTTIG .
completa de la proteina
361 HPNAPIGQST SGKKLVFFGS AAAVAPFDLE DLL

394 RASAEVL axmewm M:.z GAWA(‘ MARK on es mostra el
nzsz Ismqgr:v pnmms
m

461 ggggmm nggswma stscmw WDLRSSL_& els LRR en gris, la regi

501  TTSTASEGNI xggm‘” LGKs &:szg ﬁmw
Wﬂ ] s e

541 mvc;pssss saggcgm vmsak‘vsmmmmm

581 LEI.WGKAPS QAALNDEGVD LPRWVQSVNR sgwasgmxf

221 domini extracel lular amb
transmembrana i el domini
quinasa intracel lular  en

blau.

621 ELMRHQTGEE PMAQLVLLAM DCTAQVPEAR PSHAHVVMRIf

661 EEBIKKSSVTP KIEQVDDQSS KAESEAEPTN PFAT
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En el laboratori es van realitzar assajos de fosforilacidé in vitro del domini quinasa de

MARK (MARK-KD). El resultat negatiu d’aquest assaig (veure figura 2.2A), va portar a

analitzar en detall la seqiiéncia aminoacidica de MARK-KD. Aquesta analisi va mostrar

com alguns dels aminoacids altament conservats en els dominis quinases i que es

consideren essencials per a I’activitat quinasa, es trobaven substituits. En la figura 2.2B es

poden observar aquestes substitucions en els subdominis III, VIb i VII.

ngéi
A yé$+

Figura 2.2. A: Assaig de fosforilacié. En la part superior de la
figura es presenta el gel SDS-PAGE tenyit amb Coomassie amb
els marcadors de pesos moleculars en el primer carril, el control
negatiu de la maltose-binding protein (MBP), la proteina
recombinant MBP-MARK i una proteina quinasa control. B:

Seqiiencies dels subdominis IlI, VIb i VII de diferents proteines

RLKs.
B IIT VIb VII
CLV1 RSDHGFTAEI LHRDVKSNNI LLDSDFEAHV ADFGLAKFL
SRK QGIDEFMNEV IHRDLKPGNI LLDKYMIPKI SDFGMARIF
RLKS LNRDVFAAEV VHRDVKSSNI LLDSDYGAKV ADFGIAKVG
CONS E D DFG
MARK LSEAEFERRI SHGNIKSSNV LLGKSYQARV SENGLTTLV
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Aquesta caracteristica de MARK també es troba en altres seqiiéncies tant de plantes com
d’animals. En plantes, en la base de dades existeixen varies seqiiéncies EST tant d’arros
com d’Arabidopsis amb les mateixes caracteristiques de MARK-KD, en la figura 2.3 se’n
mostren algunes d’elles. Malgrat tot, només la proteina d’Arabidopsis TMKLI1 s’ha

caracterizat com un receptor que presenta un domini quinasa atipic (Valon et al., 1993).

CONS E D DFG
MARK LSEAEFRERT SHGNIKSSNV LLGKSYQARV SENGLTTLV
0J991015 LTEPEFRDRI SHGNIKSSNV LLNKSYQARIL SDNGLSALV
0J000107 LPEPEFRERIT SHGNIKSSNV LLTKNYEARV SDHGLPTLV
AC003105 ASKKEFET(M VHGNIKASNI LLHPNQDTCV SDYGLNQLF
AB008270 VPEKEFERKL SHGNIKSSNI LLSESFEAKV SDYCLAPMI
AB018111 ASKKEFEQQM VHGDIKSSNI LLTEDLEPCL SDTSLVTLF
TMLK1 KDRSSCLPVI IHGNIRSKNV LVDDFFFARL TEFGLDKIM
IIT VIb VII

Figura 2.3 Seqiiéncies dels dominis III, VIb i VII d’ESTs de plantes i de TMKLI que

presenten substitucions en els aminoacids essencials per I’activitat quinasa.

En animals, com ja s’ha dit en la introduccié d’aquest treball, també s’han descrit dominis
quinasa amb caracteristiques similars que sén incapagos de fosforilar in vivo tot i que,
almenys en alguns casos, se sap que participen activament en la transduccié del senyal. Per
exemple, els receptors erbB3 o H-Ryk que s’ha proposat que poden participar en cascades

de transducci6 del senyal a través de la interaccid amb altres proteines.

Es per aixd que, dins de I’estudi del mecanisme d’accié de MARK en aquest treball ens
hem proposat una bisqueda de proteines que interaccionin amb MARK-KD. Aixi doncs,
’objectiu d’aquest treball és la caracteritzacié de proteines capaces d’interaccionar amb

MARK-KD.
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Amb aquesta finalitat, ens vam proposar:
» la realitzaci6 d’un crivellat de doble hibrid per tal d’obtenir cDNAs

corresponents a possibles proteines d’interaccié amb MARK-KD.

» J’analisi de la interaccido entre MARK-KD i aquestes proteines per mitja de

diferents técniques d’interaccié proteina-proteina tant in vitro com in vivo.

» [D’analisi de I’expressio dels gens corresponents a les proteines potencialment

més interessants.
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1. Crivellat de doble-hibrid i analisi dels clons obtinguts.

Amb I’objectiu de buscar proteines capaces d’interaccionar amb el domini quinasa de
MARK (MARK-KD) es va realitzar un crivellat d’una llibreria de doble hibrid de cDNA
d’embrions de blat de moro de 7 dies després de la polinitzacié (DAP), que va ser cedida
pel Dr. Werr de la Universitat de Colonia. Aquesta técnica permet 1’analisi d’interaccions
proteiques in vivo en cél.lules de llevat (Sacharomyces cerevisiae). El crivellat es va dur a
terme amb el domini quinasa d¢ MARK (MARK-KD) i va permetre la identificacié d’un

conjunt de clons que codifiquen per proteines que podrien interaccionar amb ell.

1.1 Técnica del doble-hibrid.

La técnica del doble hibrid es basa en les caracteristiques de molts factors de transcripcié
eucariotes que estan formats per dominis funcionalment independents i fisicament
separables. Un d’aquests dominis s’uneix a DNA (DNA-BD, binding domain) a una
seqiiencia especifica que en llevat s’anomena UAS (upstream activation site). Per altra
banda, I’altre domini €s un domini d’activacié (AD, activation domain) que s’uneix al
complex de la RNA polimerasa II per tal d’activar la transcripcié del gen corresponent. Cap
dels dos dominis per separat és capag d’activar la transcripcid geénica. L’activacié de la
transcripcié només tindra lloc en el cas que els dos dominis es trobin interaccionant en la
regié promotora.

S’han desenvolupat vectors d’expressio per tal de generar proteines fusionades amb aquests
dominis, d’aquesta manera, si es co-expressen aquests dos vectors en una mateixa cél.lula
de llevat es pot analitzar la interaccié de les proteines clonades per ’activacié del gen
marcador. Tanmateix, es pot realitzar un crivellat d’una llibreria de proteines (fusionada a
I’AD) per buscar proteines que interaccionin amb una proteina en concret (fusionada al
BD). En la figura 3.1 es presenta un esquema de la técnica del doble-hibrid.

S’han desenvolupat diferents sistemes per dur a terme la técnica del doble hibrid. En aquest
treball s’ha utilitzat el sistema MATCHMAKER 2 de GAL4 de la casa comercial Clontech
(#K1604-1) on el BD i AD provenen de la proteina GAL4 de llevat. Aquest sistema
MATCHMAKER 2 presenta una s€rie d’avantatges respecte al sistema MATCHMAKER:
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- per a I’expressio de les proteines hibrides amb els dominis d’unid i d’activacié s’utilitzen
vectors d’alt nivell d’expressio.
- una vegada realitzat el crivellat de doble hibrid, les cél.lules de llevat contenen el plasmid
que codifica per la proteina esquer i el plasmid que codifica per la proteina procedent de la
llibreria. Aquest sistema permet la seleccié d’aquesta ultima mitjangant 1’addicié de
cicloheximida en el medi.

la soca de llevat utilitzada en el crivellat és capag de creuwar-se amb una soca
complementaria per tal d’obtenir cél.lules diploides permetent I’analisi d’especificitat
d’interacci6 del clon obtingut amb altres proteines control.
- aquest sistema també disposa d’anticossos per detectar les proteines hibrides per western

blot, controlant aixi que la seva expressio en la soca de llevat sigui correcta.

La proteina recombinant DNA-BD/proteina esquer s'uneix al UAS de GAL1,
perd no pot activar la transcripcit sense el domini activador (AD).

DHA-BD

—l GAL1UAS Lmlnlml promoter

En abséncia de la proteina esquer, la proteina de fussié no pot unir-se
al UAS de GAL1 no podent activar la franscripcié.

Figura 3.1.
i GAL1UAS minimal promoter * [ Mcz'{m' mmbréhéﬁé'r?hééé . Esquema del sistema

MATCHMAKER
GALA4 de doble

La interaccié entre la proteina esquer i les proteines de la llibreria g .

in vivo activa la franscripci6é de gens marcadors. hibrid. Modlificat de
MATCHMAKER
GAL4 Two-Hybrid

Lisrary protwin
DNA-BD User Manual,

GAL1UAS miniwial promoter 2 {or HISH rapaffergena Clontech, Inc.
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1.2 Crivellat d’una Hlibreria de doble hibrid de cDNA d’embrié de 7 DAP amb
la proteina MARK-KD.

El domini intracel.lular de la proteina MARK es va clonar en el vector d’expressié pAS2.1
de Clontech (Genbank Accession: U30497) que conté el domini d’uni6 a DNA de la
proteina GAL4. La proteina MARK s’acumula molt a I’inici de ’embriogenesi, als 2 DAP,
i es manté fins als 40 DAP (Rio, 1999). Aixi doncs, per buscar proteines capaces
d’interaccionar amb MARK-KD, es va utilitzar una llibreria de cDNA d’embrions de blat
de moro de 7 DAP. Aquesta llibreria estava clonada en el vector pACT2 (Genbank
Accession: U29899), que conté el domini d’activacio de la transcripcio.

La soca de llevat utilitzada pel crivellat fou la Y190 que té com a gens marcadors, €l lacZ i
I’HIS3. El gen HIS3 en aquesta soca s’expressa de manera constitutiva, en abséncia
d’induccid, per la qual cosa és imprescindible afegir en el medi el compost 3-AT com a
inhibidor de la sintesi d’histidina. La concentraci6 de 3—~AT és critica, doncs cal aconseguir
la inhibici6 d’expressié enddgena del gen perd, alhora, aquesta inhibicié no ha d’afectar
I’expressio d’histidina depenent de la interacci. Per tant, cal arribar a un compromis entre
I’obtencié del creixement de colonies independent de la induccié i el creixement de

colonies que delaten una interaccio feble.

Figura 3.2. Cultius de la soca de llevat Y190
transformada amb la construccic MARK-
pAS2.1 plaquejats en plaques de medi SD-T

suplementades amb diferents molaritats de

15 mM 25 mM 3-AT.
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Aixi doncs, es va plaquejar la soca Y190 transformada amb la construcci6 MARK-
KD _pAS2.1 en plaques amb abséncia de triptofan (per a la seleccié del plasmid) i
d’histidina amb diferents molaritats de 3-AT.

En la figura 3.2 es pot observar creixement cel.lular en el medi suplementat amb 0 i 5 mM
de 3-AT, mentre que a una concentracié de 15 mM, el 3-AT inhibeix el creixement. Per
tant, donat que la concentracié minima on no es va obtenir creixement de llevats fou a 15
mM, es va decidir realitzar el crivellat amb aquesta concentraci6 de 3-AT.

Abans de realitzar la transformacié de la llibreria, es van posar a punt les condicions de
transformaci6 optimes, aconseguint una eficiéncia de 1,6:10* colonies/ug de DNA. Es van
crivellar 200.000 clons que van ser plaquejats en plaques de medi SD-Leu-Trp-His
suplementat amb 15 mM de 3-AT. Es van obtenir 200 clons positius His" els quals van ser
repicats. Posteriorment van ser analitzats pel gen marcador /acZ en un assaig de -
galactosidasa en filtre. El gen lacZ codifica per I’enzim [-galactosidasa que pot ser detectat
per diferents assajos. En aquest treball s’han realitzat assajos en filtre on X-gal es va
utilitzar com a substrat de la B-galactosidasa, la reacci6 déna un color blau. 94 dels 200
clons positius His", van resultar positius per la selecci6 B-gal.

Per tal de comprovar que no s’hagués transformat més d’un plasmid de llibreria en una
mateixa cél.lula, es van realitzar PCRs dels 94 clons. Aquestes PCRs es realitzaven a partir
de les colonies de llevat (apartat 1.1.5 del material i métodes). En cap dels clons es va
detectar més d’una banda de PCR suggerint que en cap cas s’havia introduit més d’un
plasmid.

Per altra banda, per determinar si algun clon presentava el mateix insert, els DNAs
obtinguts de ’amplificacié per PCR, que presentaven una mida d’entre 800 a 2000 pb, es
van digerir amb I’enzim de restricci6 Haelll (que té una freqiiéncia de tall elevada).
D’aquesta manera es van poder detectar 10 clons que contenien el mateix insert, reduint a

84 el nimero de clons independents.

1.3 Analisi de seqiiéncia dels clons de doble hibrid obtinguts.
Els 84 clons independents obtinguts van ser seqiienciats a partir de la PCR purificada. Les
seqiiéncies obtingudes es van analitzar comparant amb les seqiiéncies descrites en les bases

de dades mitjancant el programa BLLAST. En la taula 3.1 es poden observar les similituds
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de seqiiéncia que presenten els diferents clons. Cal esmentar que 38 clons no estan
representats en la taula ja que no presentaven una homologia significativa amb cap proteina
de la base de dades.

Taula 3.1. Taula dels clons positius obtinguts en el crivellat de doble hibrid. Els niimero dels clons

que apareixen entre paréntesi representen els clons que contenen el mateix insert.

clon homologia organisme
2 (85,82),9, |SAM descarboxilasa Zea mays
11 (20, 53), {ACCQO24575)

25, 16, 30, 32

(35, 67), 45,

47,49 (72),

55, 68, 69, 70,

93, 94

3,77 SIR2-like protein Oryza sativa
4 proteina desconeguda Arabidopsis
5,58 MAP4Kinasa (AJ009608) Brassica napus
6, 29, 37, 59, | Eukaryotic translation initiation Zea mays
76 {AJ132240)

7 (33) proteina desconeguda / NT3 Arabidopsis
8, 34 Proteina hipotética (O67576) Arabidopsis
13 (15) proteina desconeguda Arabidopsis
14 roteina desconeguda Arabidopsis
31, 38, 52, 71, | proteina desconeguda {064588) Arabidopsis
73

42, 64, 65 putativa Gamma-adaptin (AAK98709) | Oryza sativa
44 proteina desconeguda Arabidopsis
51 Putativa malonyl CoA descarboxilasa Arabidopsis
56 ABA, deshidrogenasa Medicago sativa
57 (83) Acetyl CoA Carboxylasa Zea mays
66 DNA polymerasalll Arabidopsis
81 NADPH oxidasa Oryza sativa
84 Voltage-depenent anion channel protein | Zea mays

Com s’observa en la taula, alguns dels clons codifiquen per la mateixa proteina. El fet que
en el crivellat s’obtinguint clons independents corresponents a la mateixa seqii¢ncia,
suggereix que la interaccid, almenys en llevat, és forta.

Per tant, els clons que presenten una similitud amb les proteines SAMDC, MAP4K, elF35,
una proteina hipotética (067576), una proteina de funcié desconeguda (O64588) i una
gamma-adaptina, van ser els escollits per analitzar en més detall i estudiar la seva interaccié

amb MARK-KD utilitzant altres metodologies.
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Els llevats que contenien aquests clons van ser plaquejats en medi suplementat amb
cicloheximida per eliminar el plasmid MARK-KD pAS2.1, seleccionant d’aquesta manera
el plasmid d’interés. Aquests plasmids es van obtenir per extraccié de DNA plasmidic i van
ser transformats a la soca DH5a d’Escherichia coli.

A continuacié es descriuen els clons positius obtinguts que codifiquen per les proteines
SAMDC, elF5, y-ADAPTINA, una proteina hipotética, una proteina de funcid
desconeguda. El clon que codifica per una proteina similar a BnMAP4K, s’analitza en
’apartat 2 dels resultats.

- Un elevat niimero de clons obtinguts en el crivellat codificaven per la proteina SAMDC
(S-adenosylmethionine decarboxylase) de blat de moro. En concret es van obtenir 16 clons
independents (figura 3.3) que correponien a una possible seqiiéncia proteica 100% idéntica
a la proteina SAMDC. Aquests clons es van anomenar DH-SAMDC (per doble hibrid
SAMDC).
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Figura 3.3. Esquema dels diferents clons obtinguts en el doble hibrid que codifiquen per la
proteina SAMDC de blat de moro.
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L’enzim SAMDC forma part de la via de sintesi de les poliamines. Aquests compostos,
estan implicats en processos de desenvolupament i creixement vegetal. La proteina
SAMDC de patata, per exemple, presenta uns nivells molt elevats d’expressid en teixits que
es divideixen i diferencien activament tant en teixits vegetatius com en drgans reproductors
(Mad Arif et al., 1994). El patré d’expressio de SAMDC és, doncs, coincident en alguns
teixits amb el de la proteina MARK que s’ha demostrat que en ’embrié i en teixits

meristematics estd associada a cél.lules en proliferacié i diferenciaci6 (Rio, 1999).

- La proteina elF5 (Eukaryotic translation initiation factor 5) de blat de moro del sistema
de traduccid cel.lular, fou obtinguda en el crivellat en cinc clons independents (figura 3.4).

Aquests clons s’anomenaren DH-eIF5.

1976
L elF5 (AJ132240) ]
1494
Clon n°% [
1436
Clon n°76 [ ]
1347

Clon n°29 |

1319
Clon n°37

1290
Clon n°59 ]

Figura 3.4. Esquema del 5 clons que codifiquen per diferents fragments d’'elF5 aillats del crivellat
del doble hibrid.

La proteina elF5 juga un paper essencial en la iniciaci6 de la sintesi proteica juntament amb
altres factors d’iniciaci6 i GTP (Raychaudhuri et al., 1987). Es tracta d’una proteina, doncs,
fortament expressada en cé¢l.lules que estan proliferant activament. Per tant, com en el cas
de la proteina SAMDC, el seu patrd d’expressio pot ser, almenys en part, coincident amb
MARK.

- Les seqiiéncies de cinc dels clons aillats del doble hibrid codificaven per proteines que
presentaven similitud amb una proteina de funcié desconeguda d’Arabidopsis (064588). El

clon amb el que es va seguir treballant va ser el n° 71, que es va anomenar DH 71.
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En I’alineament de la figura 3.5 es poden observar dues regions del clon DH 71 que
contenen X, ja que aquestes zones no estan acabades de seqiienciar. Quan es realitza una
busqueda en la base de dades, només dues proteines mostren una elevada similitud amb
aquest clon, i les dues sén de funcié desconeguda. La proteina AIR9 (Auxin-Induced in
Root cultures) es va aillar d’un crivellat diferencial d’una llibreria de cDNA d’arrel
d’Arabidopsis tractada amb auxina (Neuteboom L.W. et al., 1999). AIR9 és un clon parcial
que, per similitud de seqii¢ncia, correspon a la regié C-terminal de la seqiiencia deduida
NP _181015. L’auxina és una hormona vegetal implicada en molts processos diferents en

les plantes com ara la proliferacié i la diferenciacio.

DH-71 toieenenen EXLDN. . . LEFDLVARSSEVVGELLK:
NP_181015 : gnwvnxvgﬂgncsamnsncuwvccn
AIRS

DH-71 s f
NP_181015 : }
AIRS

DH-71 : SLY
NP_181015 : EVPEVDMLAFTUKAVGGDVY! \§i@ KYRGDIOYONFRAPESUDKT, SEETACH 1

AIRS P ..

Lurnpnnmrm@xmqﬂnzrﬁwmivsngqnmxzmwm ISNESUGDQRPEPLIATOCERUURYRIRE 1Y
L

DH-71 :
NP_181015 :
AIR9

GGKEGKSKIQWLRSMVGSPDLI}3IPGETGRiY|
QGGFEGKSKIQWLRQMVGSPDLI;IPGETGRéY
13GGKEGKSKIQWLRSMVGSPDLIEIPGETGR Y

'PKIEKLEIEC'(FHTDLYAV'G“Yi
éPRIEKLEIEG&GFHTNLYAVIG
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DH-71 H xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

NP_181015 : BEGHYRPRLEYPLESPLNVCSSINWNQY . LOORNPYPER
AIRY : O L I LobkDPYREE

DH-71 :
NP_181015 :
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VRGSngPFHVERFRNDQ FRIV
B (] 5
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VRGS Y} PP FHVERFRNDQ:

VDIVVQSRHLRDEIVL

DH-71 B FNSTSLNTLLR IS
NP_181015 : )yucugsipiiiffSiDT .
AIRS PBFNSTSLNSLLKTERS 144

Figura 3.5. Alineament de seqiiéncies realitzat amb el programa Clustal entre la zona C-terminal
de la proteina NP_181015 (estan representats a partir de I’ aminoadcid n° 1145), la proteina AIR9
(AF055849) i el clon DH 71.
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- Dos dels clons que es van analitzar (el DH 8 i DH 34) presentaven similitud amb proteines
d’Arabidopsis de funcidé desconeguda o similars a proteines bacterianes.

Com es pot veure en I’alineament de la figura 3.6, el clon DH 8 presenta una elevada
homologia de seqiiencia amb proteines d’ Arabidopsis de les quals no se’n sap la funcié,
excepte el factor de transcripci6 APFI implicat en la regulacié de gens del citocrom. En la
comparacio de seqiiéncies (programa BLAST) en el banc de dades s’obtenen un conjunt de
proteines bacterianes, suggerint que aquestes proteines similars d’Arabidopsis podrien

localitzar-se en plastidis.

DH-8
BAB39954
AAF98404
AAK76458
APFI
Transferas :

DH-8
BAB39954 3 A% .
AAFS98404 : Ej R; N . PTHIGDNVIIGHBAVLIGCTVED,
AAK76458  : DIGALRENIN-CUSERUHTER : A . ¥ 1apNvIIcHSAVLEGCTVED
APFI B KNPV AR SASVEGDVSTEE

Transferas : M R

DH-8
BAB39954 + El 5 DRt
AAF98404  : BT ARy PRI VWEGNPARFLRSLTDL Eid:
AAK76458 : 1Gﬁ§ATVLDGsEVEKﬁ~mvaﬁG;Lv p : vWGGNPAXFLR?VTzn
APFI : DA chGATLLDGNVVEKHHMVAAGSLV_ ; :
Tranaferas : ;

DH-8
BAB39954
AAF98404

LgNNILPDKETKRPSNVN...
AAK76458 LgENVPKAA ............
APFI Y ; %81 P DNVLPGGKPVAKVPSTQYF
Transferas : ....cseveenss DU et

Figura 3.6. Alineament del clon DH8. BAB39954: Oryza sativa similar a proteina desconeguda
d’Arabidopsis. AAF98404: proteina desconeguda (Arabidopsis). APFI: factor de transcripcio
(Arabidopsis). AAK76458: putativa ferripyochelin-binding protein (Arabidopsis). BAA93562:

Transferasa (E. coli). Realitzat amb el programa Clustal.
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- Tres clons aillats del crivellat presentaven una elevada similitud amb proteines gamma-
adaptines del tipus 1 com es pot veure en I’alineament de la figura 3.7. Aquests clons es
van anomenar DH-YADAPTINA#42, #64 i #65.

Les y-adaptines tipus 1 formen part dels complexes APl (adaptor protein). Aquests
complexes, juntament amb el complex AP2 sén components de les vesicules de clatrines
associades al TGN (TransGolgi Network) i a la membrana plasmatica respectivament. La
funcié d’aquests complexes és unir les clatrines a la membrana, seleccionar les proteines
que cal transportar i reclutar proteines que regulen la formacié de la vesicula. Sén
complexes heterotetramers amb 2 unitats grans (Y i B1 pel complex AP1 i o i B2 per AP2),
una subunitat mitjana (1) i una de petita (8). Els dos complexes tenen una estructura molt
similar, on les diferents subunitats duen a terme diferents funcions. En aquest sentit, al
domini C-terminal de la subunitat o-adaptina del complex AP2 s’hi uneixen directa o
indirectament proteines de membrana que regulen la formacié de la vesicula. En la
bibliografia s’han descrit nombroses proteines que interaccionen amb el domini C-terminal
de la o-adaptina (David ef al., 1996; Deheuvel et al., 1997; Micheva et al., 1997).
Presumiblement, la subunitat y té aquesta mateixa funcid, tot i que no ha sigut tant
estudiada. En la bibliografia s’han descrit algunes proteines que interaccionen amb la y-
adaptina, com per exemple la proteina y-Synergin (Page et al., 1999) o receptors especifics

de la membrana basolateral de cél.lules epitelials (Folsch et al., 2001).

Figura 3.7 (pagina segiient). Alineament del clon DH-YADAPTINA#65 amb el programa Clustal.
AAK98709: putativa gamma-adaptinal (Oryza sativa); BAA78745: Similar gamma-adaptina 1 d’A.
thaliana (Oryza sativa); NP_176215: putativa gamma-adaptinal (A. thaliana); CAA72902:
gamma-adaptin (Homo sapiens); CAB39730: gamma-adaptina2 (A. thaliana); 075843: gamma-

adaptina2 (Homo sapiens). Es mostra el domini C-terminal de les proteines gamma-adaptines.
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1.4 Analisi dels clons obtinguts pel sistema MATCHMACKER 3.

Amb la técnica del doble hibrid es van obtenir una série de clons que, en aquest sistema,
sén capagos d’interaccionar amb MARK-KD. Tot i que la técnica de doble hibrid és molt
potent alhora de buscar proteines d’interaccié també s’obtenen bastants falsos positius. Per
analitzar interaccions proteina-proteina existeixen altres técniques complementaries com
per exemple les técniques d’interaccié in vitro (pull-down ) o les co-immunoprecipitacions.
També en llevat s’han elaborat sistemes més selectius pel que respecte als falsos positius,
com el sistema MATCHMAKER 3.

El sistema MATCHMAKER 3 de Clontech utilitza la soca de llevat AH109 per eliminar
falsos positius, ja que presenta tres gens reporters: ADE2, HIS3 1 lacZ (o MELI) sota el
control de les seqiiencies GAL4 i TATA. El gen marcador ADE2, aporta més astringéncia a
la interaccié donat que es tracta d’una forta seleccié nutricional. (MATCHMAKER GAL4
Two-Hybrid System 3 & Libraries User Manual, PT3247-1).

Aixi doncs, es van transformar els clons obtinguts en el crivellat de doble hibrid en la soca
de llevat AH109 juntament amb la proteina MARK-KD:

DH-SAMDC #9
DH-eIF5 #6

MARK-KD pAS2.1 +| DH-yADAPTINA#45, #64 i #65 | pACT2
DH-8
DH-71

Les cél.lules de llevat transformades van ser plaquejades en medi minim de seleccié pel
creixement sense histidina i adenina (SD-LTHA, la manca de leucina i triptofan selecciona

els dos plasmids) i també es van realitzar assajos de -galactosidasa.

- Els clons DH-SAMDCH#9 i DH-eIF5#6 co-transformats amb MARK-KD no van créixer en
la soca AH109 en abséncia d’histidina i adenina. Aquest resultat sembla indicar que les

interaccions amb DH-SAMDC i DH-eIF5 podrien ser interaccions febles.
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- Daltra banda, MARK-KD co-transformada amb els clons DH 8 i DH 71 en aquesta soca,
si que mostrava creixement en un medi selectiu per I'histidina i I’adenina, com mostra la

figura 3.8.

Sh -T-L SD -T-L-His-Ade

Figura 3.8. Seleccio de creixement pels gens marcadors histidina i adenina. Els dos controls fan
referéncia a la transformacio dels dos plasmids sense insert (en la part superior de les figures) i a
la transformacié de MARK-KD pAS2.1 amb pACT?2 sense insert. Tant el clon DH 8 com el DH 71

son capagos de créixer amb preséncia del domini quinasa de MARK.

En els assajos de PB-galactosidasa (figura 3.9), es va observar un intens color blau en les
cel.lules que contenien les proteines MARK-KD i DH 71 passades les tres hores
d’incubaci6. Aixi doncs, amb aquesta aproximacio, la interacci6 de MARK-KD amb el
clon DH 71 també és positiva. Per altra banda, amb el clon DH 8 no es detecta color blau

en |assaig, indicant que aquesta interaccié sigui probablement més feble.

AD BD
MARK + 8 Figura 3.9. Assaig en filtre de B-galactosidasa de
— llevats que contenen MARK-KD + DH-8 i MARK-
W e ee @ ' w KD + DH-71.
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Els tres clons que codificaven per proteines amb elevada similitud amb y-adaptines (DH-
YADAPTINA), van créixer amb la seleccié d’histidina-adenina i en I’assaig de PB-
galactosidasa es va detectar color blau passades les tres hores d’incubaci6 a 28°C pels tres

clons com es pot observar en la figura 3.10.

A BD + His + Ade - His - Ade

MARK . 42
MARK + 64
MARK + 65
AD _ BD
5 g e
MARK + 42
MARK + 64
MARK + 65 [ )

Figura 3.10. Seleccio de creixement en abséncia d’histidina i adenina pels co-transformants
MARK-KD DH-YADAPTINA#45, #64 i #65 i assaig B-galactosidasa. Els llevats van ser plaquejats

en dilucions decreixents 1/10.

Aquests resultats indiquen que la interaccio entre els clons DH-YADAPTINA#42, #64 1 #65

amb MARK-KD és una interacci6 forta en les cél.lules de llevat.
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L.5 Estudi in vitro per pull-down de les interaccions entre MARK-KD i els clons
obtinguts del crivellat.

Una segona metodologia utilitzada per a I’estudi de les interaccions fou la técnica dels pull-
downs. Per als experiments de pull-down es clona una de les dues proteines a analitzar en
el vector pGEX. Després d’expressar en cél.lules d’E. coli (BL21) i purificar, s’obté una
proteina fusionada a la proteina GST (Glutatione S-transferasa) que pot ser retinguda en
una columna de Glutati6-Sepharosa-4B. Aquesta proteina recombinant es pot incubar amb
una segona proteina o un extracte cellular (en el nostre cas proteina MARK-KD
recombinant) per tal d’analitzar-ne la interaccio, que pot ser detectada per western blot amb
anticossos contra la segona proteina. Aixi doncs, els clons obtinguts del crivellat (DH-
SAMDCH#9, DH-elF5#6, DH8, DH71 i DH-yADAPTINA#65) analitzats en I’apartat

anterior van ser expressats i purificats com a proteines de fusié amb GST (figura 3.11).

66—

45—

29—»

Figura 3.11. Gel SDS-PAGE al 10% tenyit amb blau de Coomassie de les proteines recombinants
GST  purificades. 1: GST. 2: GST DH-eIF5#6. 3: GST DH-SAMDC#9. 4. GST ' DH-
YADAPTINA#65. 5: GST_DH 8. 6: GST DH 71.

L’assaig de pull-down realitzat amb les proteines recombinants DH-SAMDC#9 i DH-
¢lF5#6 amb MARK-KD i utilitzant la proteina GST com a control negatiu, mostra una
minima quantitat de proteina MARK-KD retinguda, com s’observa en la figura 3.12. Per
tant, la possible interaccié d’aquests clons amb MARK-KD és, probablement, una

interaccio feble.
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Figura 3.12. Immunodeteccié de 1’assaig de pull-down de les proteines recombinants GST_DH-
SAMDC#9 i GST _DH-eIF5#6 incubades amb MARK-KD i revelat amb l'anticos anti- MARK-KD
(dil 1:1000).

Els estudis de pull-down per les proteines DH-y ADAPTINA#65, DH 8 i DH 71 demostren
que, en aquestes condicions, sén capaces d’interaccionar amb MARK-KD (figura 3.13).
Cal dir, perd, que en alguns pull-downs realitzats amb el clon DH 8 no s’observava
preséncia de MARK-KD. Per tant, la possible interaccié de DH 8 amb MARK-KD seria
més feble. D’altra banda, els clons DH-y ADAPTINA i DH 71 han donat resultats positius
amb les diferents aproximacions que s’han dut a terme per confirmar aquestes interaccions,
el MATCHMACKER 3 i els pull-downs.

En I’apartat de discussié s’analitzara en més detall aquestes possibles interaccions.

Figura 3.13. Assaig de pull-down de les proteines recombinants GST DH-YADAPTINA#6S,
GST _DH 8i GST DH 71 amb MARK-KD revelat amb I'anticos anti-MARK-KD (dilucio 1:1000).
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2. Caracteritzacio de la proteina MIK.

2.1 Analisi de seqiiéncia dels clons DHS i DH5S.

L’analisi de les seqiiencies dels clons DH 5 i 58 va mostrar que es tractava de dos clons
independents (diferents en tres aminoacids) i que codificaven per la mateixa proteina. El
clon DH 5, el més llarg, codifica per un polipéptid de 144 aminoacids que presenta
similitud amb el domini C-terminal de les proteines MAP4Kal i o2 de Brassica napus

(figura 3.14).

DH5
DHSB :
BnMAP4K ;

DHS5
DH58
8nMAPAK : YMAGGSVADLLQPFTGHPLDEISIACITRDLLEAVEYLHTEGK IHRDIKAANILLSENGDVKVADFGVSAQLTRFTTISRRKTFVGTPFWMAP

DH5
DHS8
BnMAP4K ;

DHS
DHS8 :
BnMAP4K :

DH5
DH58 :
BnMAPK :

DHS X RQLBDAQSASRASSH
DHSB : ROLPDGGBASRASSH
BOMAPAK :  STSGTVVFTVRGONDDS GSPRTPRKSRLGLQERSS SASEDSIANLAEAKVALEAGFRRGNARERLGNGK FTVNKEREQAIDS St

DH5
DHS8 ¢
EnMAPYK :

DH5
DHS8 :
BnMAPK :

Figura 3.14. Alineament de seqiiéncia realitzat amb el programa Clustal dels clons DH 5, DH 58 i
BnMAP4K o2 (BnMAP4K).
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BnMAP4Kal i o2 van ser aillats d’una llibreria de cDNA d’embrions secundaris de
Brassica napus per hibridacié amb un EST d’Arabidopsis thaliana que presenta una forta
similitud de seqiiencia amb la familia de proteines GCK/SPS1 (Leprince et al.,1999). La
familia de proteines GCK/SPS1 formen part d’un grup particular de MAPK relacionades
amb la proteina Ste20 (sterile 20 protein) de llevat. Ste20p activa la MAP3K de llevat
Stell directament per fosforilacid, transduint d’aquesta manera el senyal del receptor de
feromones de creuament de les cellules de llevat (Wu et al., 1995) i es pot, doncs,
considerar com una proteina del tipus MAP4K (mitogen-activated protein kinase kinase
kinase kinase). En els darrers anys, s’han identificat un gran nombre de proteines similars a
Ste20: fins a una trentena en mamifers, en Drosophila, en Caenorhabditis elegans i en
altres organismes. Segons la seva estructura aminoacidica, la familia Ste20 s’ha classificat
en dues subfamilies: les proteines STE20/PAK (p2I-activated kinases) i la subfamilia
GCK/SPS1 (germinal center kinases). Les dues subfamilies estan formades per proteines
que contenen un domini quinasa i un domini regulador, perd, mentre que les proteines PAK
presenten el domini quinasa en la part C-terminal, les GCKs el presenten en la regié N-
terminal. Les proteines GCK presenten una elevada diversitat estructural en el domini
regulador permetent la seva classificacié en 6 subfamilies. En I’apartat 2.3 es mostra una
analisi comparativa de la seqiiéncia completa del clon DHS amb les diferents classes de
GCKs.

2.2 Analisi de la interacci6 MARK-KD i DHS.
Per tal de confirmar la interacci6 entre MARK-KD i DHS es van utilitzar diferents
aproximacions com la técnica de creuament en llevats que permet 1’analisi de I’especificitat

d’interaccid, estudis de pull-down in vitro i ’estudi de co-immunoprecipitacié in vivo.

2.2.1 Interaccié de DHS amb diferents proteines control en llevat.

La técnica de creuament permet analitzar de manera rapida el comportament del clon
obtingut en el doble hibrid amb diferents proteines control. D’aquesta manera, per
comprovar |’especificitat de la interaccio entre DH 5 i MAPK-KD, es va analitzar el

comportament de DHS amb diferents proteines control unides al plasmid pAs2.1:
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DNA-BD (Y190) AD (Y187)
MARK-KD-pAs2.1 pACT2
MARK-KD-pAs2.1 DHS5-pACT2

Lamin-pAs2.1 DH5-pACT2
CDK2-pAs2.1 DH5-pACT2
SNF1-pAs2.1 DHS5-pACT2

Com es pot observar en la figura 3.15, en la seleccio de creixement per histidina només les
cél.lules diploides que contenen les construccions MARK-KD i DH 5 sén capaces de

créixer, demostrant I’especificitat de la interaccio.

pAS2.1 pACT2 -His
-+ DH5

MARK-KD + DH5

Lamin + DH5

CDK2 + DH5

SNF1 + DH5

Figura 3.15. Seleccié de creixement amb preséncia d’histidina de diferents diploids. Només el
diploid que conté els plasmids codificants per la proteina MARK i el clon DH35 és capag de créixer

en abséncia d’histidina.

2.2.2 Estudis d’interacci6 entre MARK-KD i DHS in vitro.

La interaccié entre MARK-KD i DH5 també es va analitzar per estudis d’interaccié in vitro
amb el metode de pull-down.

Com amb la resta de clons obtinguts del crivellat analitzats en el primer apartat dels

resultats, el clon DH 5 es va clonar en el vector pGEX per obtenir la proteina recombinant
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GST-DHS per a ser incubada amb la proteina recombinant MARK-KD. El resultat fou
analitzat mitjangant un assaig western blot revelat amb 1’anticos policlonal contra MARK-
KD.

Els resultats de la figura 3.16 mostren que en aquestes condicions la proteina MARK-KD

recombinant és capa¢ d’interaccionar amb el clon DH 5.

Figura 3.16. Assaig de pull-down entre MARK-KD i
DH 5. Input: 50 ng de proteina MARK-KD recombinan.
MARK-KD —>| «il GST: control negatiu. Western blot revelat amb una
dilucio 1:1000 de I'anticos anti-MARK-KD.

Amb la técnica del pull-down també és possible acotar el domini d’interaccié entre
proteines. Per tal, doncs, de poder concretar els aminoacids implicats en la interaccié de
DHS amb MARK-KD, el clon DHS es va fraccionar en tres subclons que es van fusionar a
GST. En la figura 3.17 es mostra I’esquema dels tres clons de DHS que es van realitzar a
partir del clon GST-DHS.

1 CAGAAAGGTC ACAATTACGG GCAATTACCT GATGGGCAGT CAGCCTCTCG
51 TGCTAGTTCT GTAGCTTCAC CTGCAGTCTC ATCATTGCTA CTCCCTTCCC
101 TGAAAGAGGC TACTGGTGAC &GTTTGATC GGCCTGTTGT TCATGCCTTC

151 CTTGATTCCT TGATGGATTT AGAACGIGAT ATACCTGGAT CATGCGAAGT
201 ;(?J."GGTTGGC AGATTGCTAC ACCGGCTAGG GAGCT%G GATTCCTCAT
251 TGCAAGGTCT TCAGGAGACG GCGATGTCAA TTTTCACTAA GGAACCTGAA
301 CCTCCCTCTG AAAAAGCAGG CGACAATAAG TTAGCTAATA TGCCACCATT
351 GGCTGCTCCT ACCGTGAGCC CACTGGCAAG GTTCCTTCTC ACAAGGTGGC

401 AAAATCAAGT TTCTCAAGAT CTTAACTCTG TTHEATCCCT GCGATGCAGA
451 AAAGTGATTT CATGTTCGAT T;;GTGTATA ATTAATATTT TTCAATGTAC
501 ATAATGCAAA CTTTAGAACT TTATTTCATC CAGTCGGTCT CAACCACCTG
551 TTATTTCATT TGTTTTGTTC ATGGCGAATA CTCCCTCTGT CCCCAATTAA
601 AATTTGTTTT ACAATTAAAR AAAAAAAAAA AAAAAAAA

MIK [ 600 pb ]

al 250 pb |

b[ 330 pb ]

c L 270 pb ]
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Figura 3.17 (pégina anterior). Esquema de les construccions realitzades a partir del clon DH 5
que van ser clonades al vector pGEX. Les construccions a i b es van realitzar amb els

oligonecledtids assenyalats en el figura i un oligonucledtid a 5’ del polilinker del vector pGEX.

Aquestes tres construccions foren clonades a pGEX, expressades i purificades per a portar a

terme el pull-down.

MARK-KD=>

Figura 3.18. Assaig de pull-down de MARK-KD amb els diferents fragments del clon DHS. Revelat
amb una dilucié 1:1000 de ['anticos anti-MARK-KD.

El resultat dels pull-downs amb els tres subclons (figura 3.18) va ser negatiu, observant-se
només retenci6 de MARK-KD amb la proteina DH 5 sencera. Aquest resultat sembla

indicar que sigui necessari tot el clon DH 5 perque tingui lloc la interaccid.

Una altra de les analisis de pull-down realitzades per caracteritzar la interacci6 MARK-
KD_DHS, fou I’estudi d’un possible efecte en la interaccié per canvis aminoacidics en el
domini quinasa de MARK. Com ja s’ha descrit anteriorment, MARK-KD és atipic ja que
alguns dels aminoacids considerats clau en I’activitat quinasa es troben substituits i és
incapag de fosforilar in vitro. Ens vam plantejar si aquests canvis podien influir en la
interaccié amb el clon DHS. Al laboratori es disposava d’una série de clons de MARK-KD
on s’havia modificat la seqiiéncia per mutagénesi dirigida per tal de recuperar la seqiiéncia

consens dels subdominis VIb i VII.

VIb VIl
MARK  ASHGNLKSSN VLLGKSYQAR VSENGLTTL
D DFG
A ASHGDLKSSN VLLGKSYQAR VSENGLTTL
B ASHGNLKSSN VLLGKSYQAR VSDFGLTTL
C ASHGDLKSSN VLLGKSYQAR VSDFGLTTL
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Aquestes construccions de MARK-KD foren clonades en el vector pGEX per tal d’analitzar
la seva capacitat de retenir la proteina recombinant DHS expressada en el sistema pET28.
La proteina recombinant DH 5 també es va utilitzar per produir anticossos en conill (apartat

2.6.1).

Figura 3.19. Pull-downs entre el clon DH5 i MARK-KD i amb les construccions A, B i C on s’han
substituit residus aminoacidics del domini quinasa. S'ha revelat amb una dilucié 1:1000 de

Danticos anti-DHS.

Els resultats (figura 3.19) confirmen la interacci6 DH5-MARK-KD que ja haviem detectat
en ’experiment complementari (figura 3.16). Per altra banda, aquests resultats semblen
indicar que els canvis aminoacidics no afecten la interaccid de les dues proteines. Tot i que
la construcci6 A (on s’ha substituit 1’asparagina del subdomini VIb) sembla retenir una
mica millor la proteina recombinant DH5, cosa que podria indicar una interacci6

lleugerament més forta.

2.2.3 Analisi de la interacci6 MARK-KD i DH 5 per co-immunoprecipitacio.

La proteina sencera corresponent al clon DH 5 (que es mostra en I’apartat 2.3) es va
anomenar MIK (MARK Interacting Kinase).

Per tal de demostrar la interaccio in vivo de les proteines MARK i MIK, es va realitzar una
co-immunoprecipitacié a partir d’extractes cel.lulars d’embrions de 15 DAP. Els lisats
cel.lulars sota condicions no desnaturalitzants conserven els complexes proteics, de manera
que un anticds que immunoprecipita una proteina que forma part d’un complex proteic, pot

co-immunoprecipitar la resta de proteines del complex.
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Per a dur a terme la co-immunoprecipitacié, es va utilitzar I’anticos policlonal per a la
proteina MIK' (apartat 2.6.1) juntament amb I’anticos policlonal que es disposava en el
laboratori contra la proteina MARK-KD.

En primer lloc es va haver de comprovar que MARK s’extreia en condicions no
desnaturalitzants, ja que es tracta d’un receptor de membrana. Per tant, es va realitzar un
western blot amb el lisat de 6 embrions de blat de moro de 15 DAP i després d’una
centrifugacié la fraccié soluble i la insoluble s’immunodetectaven amb [’anticos anti-
MARK-KD. Els resultats (figura 3.20A) van mostrar que tant en la fraccio soluble com en
la insoluble s’immunodetectava proteina MARK (97 KDa). Aquests extractes també es van
revelar amb I’anticos contra la MIK, mostrant una localitzacié majoritaria en la fraccié
soluble (figura 3.20B).

Com es pot observar, I’anticos de MARK detecta, a apart de la banda d’uns 97 KDa, unes
bandes d’aproximadament 37 KDa. Un experiment de fraccionament de membranes
realitzat per Rio (1999), va determinar que tant el polipéptid de 97 KDa com el més gran
dels polipeptids de 37 KDa estan associats a la membrana, mentre que els polipeptids de
pes molecular lleugerament inferior es localitzen a la fraccio citoplasmatica. Aquestes
bandes de 37 KDa podrien correspondre a una forma processada de MARK. De fet, la mida

deduida del domini quinasa de MARK és compatible amb la mobilitat d’aquests.

A B

97
95 -

k74 <

Figura 3.20. Immunodeteccié de les proteines MARK i MIK de les extraccions que es van utilitzar
per I’analisi de co-immunoprecipitacio. Aquestes mostres foren separades en un gel SDS-PAGE al
10%, transferides a una membrana i revelades amb els corresponents anticossos diluits 1:1000. A:
MARK. B: MIK. SN: fraccié del sobrenedant. P: pellet, fraccid insoluble. C: control, extracte

proteic total.
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En I’experiment d’immunoprecipitacié (figura 3.21) es pot veure com tant ’anticds anti-
MARK-KD com ’anticos anti-DHS immunoprecipiten les proteines corresponents (carril
n° 1, figura 3.21A i B). En el carril n° 1 de la figura 4.22A es mostra també la
immunoprecipitacié d’una banda de 37 KDa. No obstant, amb cap dels dos anticossos
s’observa co-immunoprecipitacié de la possible proteina d’interaccié (carril n° 2, figura
3.21AiB).

Un dels desavantatges del métode de co-immunoprecipictacié és que no detecta
interaccions proteiques transitories, de fet, el que detecta sén complexes proteics fisioldgics
que romanen com a tals després de la solubilitzacié de la ceél.lula. Si la interaccié que

s’estudia és feble o transitoria no sera possible la seva deteccié mitjangant aquest métode.

A B
IP: MARK MIK Pre-immune C IP: MIK MARK Pre-immune C

MARK => <« 97
MI <« 95
196,
. I
MARK-KD - | <37 96,
Anti-MARK-KD ' Anti- MIK

Figura 3.21. Experiment de co-immunoprecipitacio per les proteines MIK i MARK. En la figura A
es pot observar la immunoprecipitacié de MARK (primer carril) aixi com la co-immunoprecipitacio
de la proteina MIK (segon carril). En el western de la figura B en el primer carril es detecta la
immunoprecipitacio de MIK, mentre que en el segon carril no s’observa co-immunoprecipitacié de
MARK. Es van realitzar controls amb el sérum preimmune alhora que es va afegir una mostra

d’extracte proteic total (ultim carril).

2.2.4 Co-localitzacio de MARK i MIK en un gradient de sacarosa.
Davant el resultat negatiu de la co-immunoprecipitacid, es va realitzar un gradient de

sacarosa per comprovar la co-localitzacié de les proteines MARK i MIK. Els resultats
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mostren la localitzacié de MARK (97 KDa) juntament amb la banda superior de 37 KDa en

la fracci6 de membrana (figura 3.22A carril n°2). El gradient mostra un patré per la

proteina MARK tipic de les proteines de membrana plasmatica on I’acumulaci6
s’incrementa en les fraccions més denses, mentre que el polipéptid de 37 KDa es localitza
en les dues primeres fraccions (carrils 4 i 5) del gradient indicant una localitzacié en altres
tipus de membranes intracel.lulars, D’altra banda, en la fraccié soluble es detecten dos

polipéptids de pes molecular lleugerament inferior a I’anterior de 37 KDa.

A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

e e e o ——
MARK —» ﬁ” : - ”'

HMARK-KD =B

MIK—> “w -

@)

&

[N Y

Unitats arbitraries

o r & @ ®

1 2 3 a 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17

n° fraccio

Figura 3.22. Deteccio per western blot de les fraccions obtingudes en un gradient de sacarosa.
Carril 1: extracte total. 2: sobrenedant. 3: pellet. 4-18: fraccions de sacarosa de menys a més
denses. A: immunodeteccio per MARK-KD. B: immunodeteccié per MIK. C. grafica de la mesura

de les densitats de les diferents fraccions obtingudes en el gradient.
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Respecte a la proteina MIK, els resultats mostren una localitzacié majoritaria en la fracci6
soluble (carril n°3 de la figura 3.22B). La petita proporcié de MIK que s’observa en la
fracci6 insoluble apareix en les primeres fraccions menys denses del gradient indicant una
localitzacié a membranes intracel.lulars. Aixi doncs, la proteina MIK co-localitza en la
fraccio soluble amb els polipéptids de 37 KDa que podrien correspondre a possibles formes
processades de MARK, suggerint que la interacci6 amb MIK potser té lloc en el
citoplasma.

En la grafica de la figura 3.22C es representa la densitat del gradient de les diferents
fraccions obtingudes.

En aquests moments, en el laboratori s’estan realitzant co-immunoprecipitacions amb la
fraccid6 del sobrenedant. Resultats preliminars indiquen que [’anticdos anti-MIK co-
immunoprecipita un polipéptid d’un pes molecular lleugerament inferior de 37 KDa, que
podria correpondre a la banda de menor pes molecular de 37 KDa, és a dir, a una de les

bandes solubles.

2.3 Analisi de la seqiiéncia del gen MIK.

Amb 1’objectiu d’obtenir la seqiiéncia completa de la proteina MIK, es va optar per a la
realitzacié d’un crivellat d’una llibreria de DNA genomic de blat de moro que es disposava
en el departament. Tot i que es va aconseguir un clon de 5000 parells de bases, degut a la
preseéncia de nombrosos introns, alguns de pocs nucledtids i d’altres de gran mida per la
insercié d’elements mobils, aquest clon només codificava per 431 aminoacids (figura
3.23A). Aquesta nova seqiiencia de cDNA es va utilitzar com a sonda per a realitzar un nou
crivellat del qual es va obtenir un clon de 3000 pb que tampoc no contenia la seqiiéncia
completa del gen MIK (figura 3.23A). Aixi doncs, es va decidir clonar el cDNA sencer per
la técnica de 5’-RACE. En la figura 3.23B es mostren els oligonucleodtids que es van
dissenyar per a realitzar el RACE (material i métodes, apartat 2.9). L’oligonucledtid MIK
RACEI es va dissenyar per a la sintesi de la cadena de cDNA a partir d’RNA total DNAsa
free d’embrions de 15 DAP (material i métodes apartat 2.9). D’altra banda, I’oligonucleotid
MIK RACE2 es va utilitzar per ’amplificacié per PCR juntament amb I’oligonucledtid del
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kit GeneRacer 5° Primer complementari a un oligonucledtid de RNA incorporat a I’extrem
5’ dels RNAs.

De I’amplificacié per PCR es va aconseguir un clon de 1000 pb que cobreix tota la regié N-
terminal de la proteina i dels quals 200 pb corresponen a la regié 5’ no traduida (veure
figura 3.23B). El gen conté uns 2000 pb que codifiquen per una proteina de 690
aminoacids. La proteina MIK esta formada per dos dominis: un domini quinasa N-terminal
i un domini no-catalitic C-terminal (figura 3.24). El subdomini VIII del domini quinasa
conté la seqiiencia VGTPWMAPEV, en vermell en la figura 3.23B, que és la seqiiéncia

caracteristica de les proteines Ste20.

Figura 3.23. A: Representacic parcial del gen MIK; en rectangles es mostren els exons, en
linees els exons, en gris dos retrotransposons i en ratllat els clons que provenen de cDNA. B:
Seqiiéncia completa del cDNA del gen MIK (d’uns 2300 pb) i la seva traduccié a proteina
(690 aa). En sombrejat es mostra el domini quinasa, en vermell s’assenyala la seqiiéncia
especifica de les proteines Ste20 i en blau els oligonucledtids dissenyats pel RACE. En cursiva

es mostra la seqiiéncia de I'oligonucledtid del kit comercial GenerRacer 5
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A
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EcoRV BamH| BamH1
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o L cDNA

>

B CGACTGGAGCACGAGIACACTGARA GeneRacer 5’
AAAACGACAAATCTCGCGACCTCTCGARATGAGCGETACCGGAAGCAGTATGTAGCECEAGACGAACGCCETCCTARTCCARACCCTAGA
GGCGGEAGGARGACGGCGAGCGAACGCAGCARCGATTCCTGACCTCTAATATCCTAGCACGGCEECGACCECGACCGEATCTAGGGETAA

CGAAGGATGTOEGACTCGACATCGATEGCCRCCECCATCAAGGCALGETTCAGCAGCCECEACCTCATCGECTGCAGTTCCTTCGGCGAC 90

WG g AR T M AR SRRSO E IR D L R G e D 38
GTCTATAARGGCTTTGACAAGGAACTGAATARAGAGETTGC TATAAAAGTCAT TCAT TTGGARGRAGCTGAGGATCACATTGARGACATC 180
N RS E RI D R RO LT N R VAT R KT D LR B A B DD R DL o B8

CAAAAGGAGATATCTGTTTTGTCACAATGCOBATECCCATATRTTACCGATTATTACGGCTCTTATCTTCACCAGACTAAATTGTGGATA 270
EEIER S0 Bt RS- AR SRS PR H (o S S SRR ORI ek {5 6l SEER: D O KRR Suth @ERrC JUE-- B S0 THuRy  Nks o Thnt: 0 o CR0 TS| SN SRt 1]

GTAATGGAATACATGGCTGGTGG‘ITCTGTTGCTGATCTFCTTCMGC!‘GGTCCTCCT CTGGATGARATGTCTATTGCATGCATTCTGA®. 360
VOUMIE YR ARG G R D G LR G P PR B B AT T LR 118

: Domini
GRCTTOTTACACGE RATTGACTATCTACATTCCGARGGARAAATTCACCETCATATT AAAGCGECARATATCCTCCTCACTGARRGTGGA 450 .
DL RN UL S e R R R R A AR Y R s e e gquinasa

GATGTGARGGTTECGEACTTTCCTCTTTCTECACAGCTCACTARAACAATGTCTAGGAGAAACGACATTTGTTGCAACTCCCTTTTGGATG 540
Do R VTR D R e G R ey T R T S RO R R R R N T R TR WM A7 8

4 GCACCTGAGGTTATTCARAATTCTGAAGGGTACAATGAGARGECAGATATCTGGTCTTTAGGTATCACTGCCATTGARATGGCTAARGGT 630
Boopoo® AT R8s RGO e B R AR T e @ R TR T TR e R e 208
GAACCCCCTCTEGCAGATATTCATCCCATGAGAGTTCTTTTCATCATACCTCGTGAARATCCTCCGCAGCTTGATGAGCATTTCTCGARA 720
B P orh R TR RN RN LR R T R R N R R UL DR B RI8TTRT 238
CCAATGAR TIGTCTCACTATGTI TTAAMGAAGAATCCAGCAGAGAGGCCTAGTICCARGGAGCTTCTCAAGCATCGTTTCATAARA 810 MIK RACE2
P KB BOON R SL Qe R RN R A R P SR R R L UL R BRI ORI TR 268

AATGCCCGAAAGACTCCAAAGCTTTTGGAGCGAATAAGAGAGCGGCCAAAATT TGCAIC, GGCATGGATGCCACACAAAATGGGCAA 900 MIK RACE1
N AR KTZPXKTLTELTETRTIT®RETRTPI KTPAAERKTGMDA ATG QNG Q 298

ACACATGATGAAGAGGAGGATTTTGGTACAGGCACTATCAAGGTCAATAGGACAAAAGATACAGCTCCAGCTTTGAGTCAAGGAACAGTT 990
T H D B E E D F GG T GG TTI KV NIZRTIE KDTAZPA ATULSQGT Vv 328

AGGAAATCTGCAGT CAGAGATTTTTCTGATAGATCAGAGGGCACAGGAACTGTCCGAGTTGTTTCAAGGCCTCCTCARATCGCCTCCACG 108
R K 8 A Vv RDVF S DR S EGT G TV RV YV S RP P QI A S8 T 358
AAGGATGCTAGATCTGATATGCCTAAAAGTCCAAAAGCACCAATACGCACAGC TGAT CGAGAARATCAGTGGAGGTCATCAGGGACTGGA 117(
K D @ R S D MP K S P KA UPTIU RTA ADTZ RENA GQWR®RSES G T G 388

TCTGAAGAATCTCTCTCTCTCAGAGATACTCAGAGCGGACGAGGGAGAGTAGAAAGTTCTACTGATGACAATGATCACTCTGTAAGTGGG 1260
s E E 8 L 8 L R DT QS G R G RV E S S TDUDNUDHS8 V 8 G 418

Domini

TCAGGAACTGTTGTGTTACGCTCTCCARGAGCATCTCAGTTGTACTCARCAGCTAGCAACCACAGTGCCAAGCCTCCCAGCAGATTTCC 1350

s 6 TVVLRS®PRASESG GTLYSTASsSQNESHA AGRKT?P®Ps-RrcFs 4| regulador
TCATATGAAGATATGTCTAATAGTGGGACAGTTGTTCAGACCCARARTGARGACCCGGARACTCCACGATCTTCARGGTCARGGCTGESE 144
§$ YEDHMSDNSGTVV QTOQNTEDTPETTPRSESRSRTL G 478
ATCCAAGAAAAAGCATCARATGCTCCTCTTGAGGATAGTGCCATTAACCTTGCAGAGGCARAGGCTGCTTTGCAGGCTGGGTTARGARAG 153
I Q EXKASNAPTLET DS SATINTELAEA ARKABMALGO QAGTLREK 508
GGARATGCTCGAGAAAGACCTTTTATCAACAGGCGTGARRAGGGATCACATGAGCATAGATCTTCTGGAGTAAATAGTCAAGAGGTTCAA 162
G NARERTPTFTINT RRETSKSGSHEETRSSG GV VNS QETV Q 538

AGTGAGGATGTGGACACGCAGAAAGGTCACAAATTACGGCAATTACCTGATGGGCAGTCAGCCTCTCETGCTAGTTCTGTAGCTTCACCT 171
S ED VDT Q K @ B KL R QUL P DG Q S A 8 R A S 8 V A s P 568

GCAGTCTCATCATTGCTACTCCCTTCCCTGAARAGAGGCTACTGGTGACAAGTTTGATCGA CTGCTGTTCATGCCTTCCTTGATTCCTTIG 1800
AV 8 8 L L L P 8 L KEATGDI KV FDURUPAV HATFTILDSS L 598

ATGGATTTAGAACGTGATATACCTGGATCATGCGAAGTACTGGTTGGCAGATTGCTACACCGGCTAGGGAGCTCARAGGATTCCTCATTG 189
M DL ERDTIU®P G S8 ¢C EV L V GRUL L ERULGS S8 KD 8 8 L 628
CAAGGTCTTCAGGAGACGGCGATGTCAATTTTCACTAAGGAACCTGAACCTCCCTCTGAAAAAGCAGGCGACAATAAGTTAGCTAATATG 198
Q 6 L Q ET A M S I P TI KEU?PEUPUPSEIZ KA AGDNI KTLANM 658

CCACCATTGGCTGCTCCTACCGTGAGCCCACTGGCAAGGTTCCTTCTCACAAGGTGGCARATCAAGTTTCTCAAGATCTTAACTCTGTT 2070
P P L AAPTV S PLARYTEFIULTILTRUWOQNAGQVYV S8 QDUL NS V 68

TGATCCCTGCGATGCAGAAAAGTGATTTCATGTTCCGATTCGGTGTATAATTAATATT TTTCAATGTACATAATGCAAACT TTAGAACTTT
*

ATTTCATCCAGTCGGTCTCAACCACCTGTTATTTCATTTGTTTTGTTCATGGCGAATACTCCCTCTGTCCCCAATTAAAATTTGTTTTAC
AATTAAAAAAAADARAAARAAARAAR
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2.4 Estudi de la proteina MIK.

Les proteines Ste20 es classifiquen en dues subfamilies segons la posicio del domini
quinasa (figura 3.24): les proteines anomenades STE20/PAK (p21-activated kinase) i les
GCK/SPS|1 (germinal center kinase).

STE20/PAK
(p21 -activated kinase )

NH, [JcooH

CRIB

Ste20 \ GCK/SPS1

NH B |COOH

Figura 3.24. Esquema de la classificacié de la Jamilia Ste20 amb les dues subfamilies de proteines
PAK i GCK

En la figura 3.25 es mostra un alineament de seqiiencies de la proteina MIK amb proteines
de la familia GCK. Aquest alineament mostra I’elevada identitat de seqilencia entre els
dominis quinasa (on es marquen els 11 subdominis conservats i els residus aminoacidics
invariables) i la gran diversitat de seqiiéncia del domini no-catalitic. En aquest domini

regulador es pot observar una major similitud de MIK amb les quatre GCK de plantes.

Figura 3.25. Andlisis comparativa de la sequiencia de MIK amb la de proteines GCK. S’han marcat
els 11 subdominis conservats del domini quinasa i els residus invariables amb un asterisc (*).
BnMAP4Kal: CAA08757. BnMAP4Ka2: CAA08758. AtMAP4Kal: AC 008007. AtMAP4Ka?2:
AP000413. SEVERIN: AAC24522. MASK: XP_029574. MST3: Q9Y6EO. KRS-1: NP_006272.
MST-1: CAB89421. MST4: NP_057626. SPSIp: NP 010811, GCK: NP 004570. GCKR:
NP_003609. HPK1: NP _009112. SOKI1: 000506. GLK: NP_003609.
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La familia de proteines GCK estd molt poc caracteritzada. Un estudi molt recent de les
GCK descrites de mamifer, Drosophila i C. elegans defineix sis subfamilies de GCK
segons I’estructura del domini regulador (apartat 1.3 de la introducci6). En plantes, fins al
moment, només s’han descrit dues proteines de tipus GCK en Brassica napus
(BnMAP4Kal i BnMAP4Ko2) (Leprince et al., 1999). Per altra banda, dues seqiiéncies
aminoacidiques deduides d’Arabidopsis presenten una elevada similitud amb aquestes
proteines de Brassica.

La figura 3.26 presenta un arbre filogenétic resultat de la comparacié de seqiiéncia del
domini quinasa de MIK amb diferents proteines GCK representatives de les diferents

subfamilies.

Com es pot observar en I’arbre filogenétic, la proteina MIK s’agrupa amb les quatre
proteines GCK de plantes. Aquest grup GCK de plantes, segons les andlisis realitzades,
presenta més similitud amb la subfamilia GCK-III que esta formada per les proteines

MASK, MST3, SOK1 de mamifer i la proteina SEVERIN de Dictyostelium discoideum.

Figura 3.26. Arbre filogenétic de tipus Neighbor-Joining resultat de la comparacié dels dominis
quinasa de diferents proteines de la familia Ste20. Es mostren els valors de bootstrap d'un valor
superior a 60 dels principals nodes. Es mostren les 8 diferents subfamilies de les proteines GCKs i
les dues de la subfamilia PAK. Les proteines de plantes estan escrites en verd i les bacterianes en
blau. (SEVERIN: AAC24522. BhMAP4Kal: CAA08757. BhMAP4Ka2: CAA08758. AtMAP4Kal:
AC008007. AtMAP4Ka2: AP000413. MASK: XP_029574. MST3. Q9Y6E(. KRS-1: NP_006272.
MST-1: CAB89421. SPSIp: NP _010811. GCK: NP _004570. GCKR: NP 003609. HPKI:
NP _009112. STE20: AAA35039. CLA4: NP_014101. SOKI1: 0O00506. NIK: NP_056531. GLK:
NP_003609. PAKI: AAC24716. PAK4: NP _005875. TAO1: NP_057235. SLK: NP_055535.
SPAK: XP_002444. SID: gi2370557. AtSIK1: U96613.1. Putative Ste20 Oriza sativa:
CO51634_22. Similar to BnMAP4K d’Arabidopsis: CAC01871. Putative Ste20 Arabidopsis:
T01479).
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2.5 Analisi Southern de MIK.
Per tal de determinar si el gen MIK és un gen unic en el genoma de blat de moro o hi ha

algun altre gen relacionat, es va utilitzar la técnica del Southem blot.

R R T

ot

Gt s i v

s

Figura 3.27. Analisi Southern del gen MIK. EI DNA genomic de la
varietat W64 va ser digerit amb els enzims EcoRI, BamHI i Hindlll
i hibridat amb una sonda de 1000 pb corresponent al domini C-
terminal de MIK.

El Southemn es va hibridar amb una sonda corresponent a la regié6 C-terminal de MIK (de
1000 pb) que contenia una diana de restriccié BamHI. Tal i com es pot veure en la figura
3.27, la sonda detecta una banda amb les digestions EcoRI i HindIII (d’aproximandament
8000 pb i 6000 pb respectivament) i dues bandes en el DNA genomic digerit per BamHI

(d’uns 4500 i 600 pb). Aquest resultat és compatible amb 1’existéncia d’una sola copia del

gen MIK en el genoma de blat de moro.
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2.6 Patré d’expressié de MARK i MIK durant Pembriogénesi.

L’expressié de MARK té lloc durant les primeres etapes de I’embriogénesi, amb una
expressié maxima cap als 15 DAP i decreixent posteriorment fins a desaparéixer als 40
DAP, mentre que en teixits adults com la fulla no es detecta expressio de MARK (Roca,
1998).

Per tal d’estudiar el patré d’expressio de MIK i comparar-lo amb el de MARK, es van
realitzar dos northern blots que van ser hibridats amb les dues sondes corresponents. Es

van analitzar embrions a diferents estadis de I’embriogénesi, aixi com teixit adult de fulla

jove.

llavor embrid endos

2 8 15 20 30 40 15 20 fulla

MARK

2 Kb MIK

Figura 3.28. Estudi de Iexpressic de les proteines MARK i MIK per northern blot d’embrions a
diferents dies després de la polinitzacié. En els estadis de 2 i 8 DAP es prenia la llavor sencera i a
partir de 15 DAP es separava l'embrié de | ‘endosperm, on també es va estudiar ['expressié dels

dos gens. Com a teixit de planta adulta es va analitzar Sulla jove.
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Com es pot observar en la figura 3.28, el patré d’expressié dels dos gens al llarg de
I’embriogénesi és molt similar detectant-se als 2 DAP fins als 20 DAP en embri6 i en
endosperm presentant un pic d’expressi6 en I’embri6 als 15 DAP. En teixit de fulla jove no
es detecta preséncia de RNA de cap dels dos gens. Els patrons d’expressié coincidents

suggereixen que ambdds gens es regulen de manera coordinada.

2.7 Patr6 d’acumulacié de les proteines MARK i MIK durant I’embriogénesi.
Per a P’estudi del patré d’acumulacié de la proteina MIK, es van obtenir anticossos
policlonals en conill amb els quals es van realitzar experiments de western blot i

immunolocalitzacions en teixits.

2.7.1 Obtenci6é d’un ’anticos policlonal contra la proteina MIK.

Per a ’obtencié dels anticossos, el clon DH5 obtingut en el crivellat de doble hibrid que
codifica per la regié més C-terminal del domini regulador de la proteina MIK fou clonat en
el sistema pET28 (Novagen). Aquests vectors permeten 1’expressid d’una proteina
recombinant que presenta una cua d’histidines facilitant la seva purificacié per unié a una
columna de Ni* (figura 3.29).

En la figura 3.30 es mostra el resultat de I’expressi6é de MIK-pET28 en E. coli (carril n° 2) i

la seva posterior purificaci6 en columnes de Ni* (carrils 6 i 7).

Figura 3.29. Gel d’acrilamida al 15% tenyit amb Coomassie Blue on es mostra la purificacio de la
proteina de fusic MIK-pET28. La purificacié en la columna d’histidines es va redlitzar sota
condicions desnaturalitzants (6M d’urea) degut al comportament insoluble de la proteina
recombinant. 1: pesos moleculars. 2: extracte total induit. 3, 4i 5: rentats amb Binding Buffer. 6:

Elucic amb 100 mM Imidazol. 7: Elucio amb 300 mM Imidazol.
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La proteina purificada es va utilitzar per inocular conills tal i com s’explica en ’apartat 3.6
de materials i metodes. La qualitat d’anticos obtingut es va analitzar per immunodeteccio.
Mitjangant experiments de dot blot amb diferents dilucions de proteina recombinant
incubada amb diferents dilucions del sérum es va determinar que I’anticos era capag de
reconeixer fins a 1 ng de proteina recombinant amb una dilucié 1:1000. Alhora, calia
comprovar si I’anticods era capag de reconéixer la proteina MIK extreta de teixit vegetal, per
la qual cosa es va realitzar un western blot amb extracte total d’embrions de 20 DAP. En la
figura 3.30 s’observa la immunodetecci6 en I’extracte proteic total d’embrions d’una tnica

banda que en els gels d’acrilamida es localitza a uns 95 KDa.

Figura 3.30. Immunodeteccié d’extractes totals d’embrions de 20

(«—95 DAP amb sérum policlonal contra la proteina MIK. Les mostres

s'han separat en un gel d’acrilamida al 15% i la membrana
transferida s’ha incubat amb una dilucié 1:1000 del sérum (Ab
2900). 1. proteina recombinant. 2: 30 ug d’extracte proteic total
20— W d’embrions de 20 DAP.

2.7.2 L’acumulacio de els proteines MARK i MIK coincideix en el temps durant
I’embriogénesi.

Extractes proteics totals d’embrions de diferents dies després de la polinitzaci6 es van
analitzar per immunodeteccié amb els anticossos policlonals de MARK i MIK
paral.lelament.

Com s’ha descrit en treballs anteriors, I’acumulacié de proteina MARK en forma d’un
polipeptid de 97 KDa i diversos polipéptids més petits d’aproximadament 37 KDa és
maxima en embrions de 15 DAP mentre que va disminuint progressivament al llarg de
IPembriogenesi, tot i que en la llavor de 60 DAP encara és detectable (Rio, 1999). En la
figura 3.31 s’observa aquest patro d’acumulacié, on es detecta la proteina MARK en
extractes d’embrions de 2 DAP que es manté fins als 20 DAP i a partir dels 30 DAP

comenga a disminuir. MARK s’acumula també, tot i que en menor quantitat, en el teixit de
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I’endosperm de 15 DAP. En teixit de planta adulta, hi ha una lleugera deteccié de MARK
en fulla jove. En la figura 3.31 es pot observar el patré d’acumulacié de les bandes de 37
KDa al llarg de ’embriogénesi respecte a I’acumulaci6 de la proteina MARK. La preséncia
de les dues bandes de 37 KDa té lloc sobretot en embrions de 15 i 20 DAP, mentre que no
es detecten en I’endosperm de 15 DAP. D’altra banda, en la llavor de 8 DAP
s’immunodetecta tant sols una banda de 37 KDa i en embrions de 30 i 40 DAP apareix un
patr6 de bandes diferent, de débil intensitat, detectant-se una tercera banda de major pes
molecular. Aquests resultats suggereixen que les modificacions (un processament, per
exemple) que donen lloc als diferents polipeptids de MARK, podrien estar controlats durant
I’embriogénesi. En conjunt, tenint en compte tant els polipéptids de 37 KDa com el de 97,
la major acumulacié de proteina MARK té lloc en embrions de 15 DAP coincidint amb el
patr6 d’expressié de mRNA de MARK.

L’acumulaci6 de proteina MIK es detecta en embrions a partir de 15 DAP i disminueix en
embrions de 30 DAP. En el teixit d’endosperm de 15 DAP no es detecta acumulaci6é de
MIK, com tampoc en fulla jove. El patré d’acumulacié de proteina de MIK coincideix amb
el del mRNA de MIK, indicant que no es dona un control post-transcripcional important
durant ’embriogénesi.

Aixi doncs, els resultats dels western blots mostren que existeix una coincidéncia en el
temps de ’acumulacié de les proteines MARK i MIK durant I’embriogénesi de blat de

moro.

Figura 3.31 (pagina segiient). Analisi western blot. Extractes proteics totals (30 pg) d’embrions de
diferents DAP, endosperm de 15 DAP i fulla jove. Els extractes foren separats en un gel
d’acrilamida SDS-PAGE al 10%, transferits a una membrana d’Immobilon P i revelats a una

dilucié 1:1000 pels dos anticossos.
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2.7.3 Immunolocalitzacions de les proteines MARK i MIK en embrions de blat de
moro de 1S DAP.

Per tal d’estudiar en més detall en quins teixits té lloc I’acumulacié de proteina MIK aixi
com per comparar els patrons d’acumulacié6 de les proteines MARK i MIK, es van realitzar
immunolocalitzacions en embrions de blat de moro de 15 DAP. Malauradament, I’anticos
que es disposava contra la proteina MIK i que s’havia utilitzat en els westemn blots, no
semblava reconéixer la proteina nativa en teixit. Per tant, es va haver de produir un nou
anticos contra tot el domini regulador de MIK (DR-MIK). La sintesi d’aquest anticos es va
realitzar pel sistema d’expressié i purificacié PET28, de la mateixa manera que el descrit en
apartat 2.6.1, perd es va utilitzar un clon que contenia una regid més gran de I’ORF de
MIK (1000 pb) corresponent al domini regulador. De la mateixa manera, es va comprovar

la immunodeteccié de MIK en extractes proteics totals d’embrions (figura 3.32).
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97—

B
45— [— Figura 3.32. Western blot. Determinacio de la preséncia d’anticos contra el

“| domini regulador de MIK. 1: proteina recombinant pET28 DR-MIK. 2:
extracte total proteic d’embrions de 15 DAP (30ug).
L anticos anti-DR-MIK es va utilitzar a una dil.lucio 1:1000 (Ab 165).

Les immunodeteccions es van dur a terme amb un anticds secundari conjugat amb el
fluorofor cianina 3 i sobre talls d’embrions inclosos en parafina que van ser analitzats al
microscopi confocal.

Les immunolocalitzacions obtingudes en embrions tallats longitudinalment mostren una
acumulaci6 generalitzada de proteina MIK en tot I’embrié de blat de moro (figura 3.33B).
En les zones dels primordis foliars i del meristem radicular sembla que hi ha una major
acumulaci6 de proteina, aixi com en els feixos vasculars del coleoptil. L’acumulacio6 de la
proteina MARK presenta una localitzacié similar, generalitzada en tot 1’embrié i

especialment abundant en els feixos vasculars del coleoptil i de la radicula.
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Figura 3.33 (pagina anterior). Immunolocalitzacions de les proteines MIK i MARK (B i C) en
embrions de 15 DAP tallats longitudinalment. Les proteines van ser immunolocalitzades amb

dilucions 1:100, i com a control negatiu es va utilitzar el sérum preimmune (1:100), figura A.

En la figura 3.34 s’observa en més detall la major acumulaci6 tant de MIK com de MARK
en les ceél.lules que formen part dels feixos vasculars del coledptil. En aquestes imatges es
detecta també una acumulacié de MARK més important en les membranes laterals respecta
a les membranes transversals que possiblement s’han format més recentment. A més, en les
diferents immunodeteccions realitzades s’observa una certa polaritzaci6 de MARK,
acumulant-se majoritariament en les membranes inferiors. Aquesta polaritzacié en els

feixos vasculars no sembla detectar-se amb la proteina MIK.

Figura 3.34. Acumulacio de les proteines MIK i MARK en els feixos vasculars del coleoptil
d’embrions de 15 DAP. A: control negatiu amb el sérum preimmune. B: acumulacio de la proteina

MIK. C: acumulacio de la proteina MARK.

L acumulaci6 de la proteina MIK en tot el meristem apical es pot observar en el detall de la
figura 3.35A. Comparant i sobreposant la imatge d’immunolocalitzacié6 amb la imatge de
transmissié on s’observen les estructures cel lulars, la localitzacié cel.lular de la proteina
MIK sembla mostrar un patr6 citoplasmatic (figura 3.35C).

Per altra banda, I’acumulacié de proteina MARK sembla clarament associada a la
membrana plasmatica (figura 3.35D). En la figura 3.35E es pot comparar el patr6 de

MARK amb l'autoflorescéncia de la paret cellular, en color verd, cosa que permet
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comprovar que la proteina MARK estd majoritariament associada a la membrana
plasmatica.

L’acumulacié de MARK en el meristem apical té un patré molt caracteristic ja descrit per
Rio en immunolocalitzacions de meristems apicals de plantes adultes amb el metode de
peroxidasa (Rio, 1999). MARK no s’acumula en la zona central del meristem apical.
Aquesta zona esta formada per cél.lules pluripotents, indiferenciades, amb una taxa de
divisié molt baixa a partir de les quals es formen els nous organs de la planta adulta. D’altra
banda, MARK s’acumula en les cél.lules que formen part de la capa L1, formada per
céllules diferenciades epidérmicament.

Aquest patré d’acumulacié de MARK suggereix que aquest receptor quinasa podria esta
implicat en processos de proliferacio i de diferenciacio.

Aixi doncs, aquests resultats mostren una co-localitzacio de les proteines MARK 1 MIK en
els mateixos teixits embrionaris, suggerint que les proteines MARK i MIK poden estar

associades a processos proliferatius i de diferenciacié.

Figura 3.35. Immunolocalitzacions de les proteines MARK i MIK en meristems apicals d’embrions
de 15 DAP. A: acumulacio de la proteina MIK. B: imatge de transmissié del meristem apical. C:
sobreposicio de les imatges A i B. D: acumulacio de la proteina MARK. E: doble marcatge de
lautofluorescéncia de la paret cel.lular que emet al rang del verd i el marcatge de la cianina 3 que

emet al rang del vermell. F: control negatiu amb un anticos preimmune.
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4. Discussio







Discussid

L’objectiu d’aquesta tesi era estudiar la proteina MARK, un receptor de membrana que
presenta un domini quinasa atipic i en particular el seu possible mecanisme d’accid. Tot i
que ¢l domini intracel.lular de MARK, analitzat préviament per Rio (1999), conté una
estructura de serina/treonina quinasa, presenta substitucions en alguns del aminoacids
essencials per I’activitat quinasa i no té activitat catalitica in vitro. La hipdtesi que malgrat
MARK no és capag de fosforilar, podria participar en la transduccié del senyal per mitja
d’interaccions proteina-proteina ens va fer comencgar el treball per un crivellat d’una

llibreria de doble-hibrid.

Tot i que el nostre treball s’ha centrat sobretot en la caracteritzacié d’una quinasa de la
familia GCK/SPSI1, en el crivellat es van obtenir altres clons candidats per interaccionar
amb MARK.

Un conjunt de clons obtinguts en el crivellat de doble hibrid codificaven per les proteines
SAMDC i elF5 de blat de moro involucrades en la ruta de sintesi de les poliamines i en el
complex de traduccié proteic respectivament. Aquestes interaccions no han pogut ser
confirmades plenament en cél.lules de llevat ni per estudis in vitro de pull-down, cosa que
suggereix que, d’interaccionar amb MARK, aquesta interaccié podria ser feble o transitoria.
La sintesi de poliamines augmenta en teixits en proliferacié i diferenciacié (Mad Arif et al.,
1994) i, per altra banda, la traduccié proteica ha d’augmentar en teixits actius en
proliferacio (Lopez i Puigdoménech 1999). Donat que el patré d’acumulacié de MARK en
embrions de blat de moro suggereix una implicacié en el control de processos de
proliferaci6 i de diferenciacio, la interacci6 de MARK amb aquestes proteines, si es donés,
podria suggerir un mecanisme de control de la proliferacié i diferenciacié associat a
I’activacio de la sintesi de poliamines i I’increment de 1’activacio traduccional.

Altres clons obtinguts del doble-hibrid van poder ser confirmats tant en cél.lules de llevat
com en pull-downs. Aquests clons codifiquen per dues proteines amb funcié desconeguda
(DH8 i DH71) i una proteina similar a les y-adaptines.

El clon DH8 presenta una elevada similitud amb un conjunt de proteines d’Arabidopsis de
funcio desconeguda, cosa que no ens permet avangar, hores d’ara, en el significat d’aquesta

possible interaccio.
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El clon DH71, del qual es van obtenir cinc clons independents en el crivellat, presenta una
elevada similitud amb la regié C-terminal d’una proteina d’Arabidopsis de funcié
desconeguda (064588). Aquesta proteina fou parcialment clonada a partir d’un crivellat
d’una llibreria de cDNA de cultiu de rel d’Arabidopsis tractat amb auxina i fou anomenada
AIR9 (Auxin-Induced in Root cultures) (Neuteboom et al., 1999). La unica dada funcional
de AIR9 és la seva acumulacié de mRNA davant I’addicié exdgena d’auxina en cultius
d’arrel. L’auxina, juntament amb les citoquinines, es troba implicada en el control de molts
aspectes del creixement i la diferenciacié (Coenen and Lomax, 1997). L’analisi de la
seqiiencia de 064588 mitjangant el programa Smart mostra la preséncia de motius LRR
indicant un possible paper en interaccions proteiques. Malgrat tot, la manca de dades
d’aquesta proteina no ha permés estudiar el possible paper de la interaccio amb MARK-
KD. La interacci6 entre la proteina codificada per DH71 i MARK-KD podria suggerir una
relaci6 entre MARK i la via de transduccié d’auxina. Aquest aspecte no s ha estudiat en el
present treball perd que, sens dubte, seria interessant d’analitzar.

En el segiient apartat discutim la possible interaccié de MARK amb les proteines -

adaptines relacionades amb el transport de receptors de membrana.

1. Possible interacci6 de MARK amb una proteina y-adaptina.

Al crivellat de doble-hibrid de la llibreria de cDNA d’embri6 es van obtenir tres clons
independents que codifiquen per una proteina similar a les y-adaptines. Els experiments que
es van realitzar per comprovar la interaccié amb MARK-KD van confirmar in vitro aquesta
possible interaccid. Les adaptines sén subunitats dels complexes AP (adaptor proteins)
implicats en la formacié de vesicules de transport intracel.lulars i en la seleccié de les
proteines a transportar incorporant-les a les vesicules. S’han descrit 4 complexes AP en
mamifers: AP1, AP2, AP3 i AP4. Cadascun d’ells esta format per dues proteines adaptines
grans (lay, o, 6 6 la € i una B1-4 de 90 i 130 kDa respectivament), una adaptina mitjana
(u1-4, d’uns 50 kDa) i una adaptina petita (61-4 d’uns 20 kDa) (Robinson et al., 2001)
(figura 4.1).
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Figura 4.1. Representacié esquematica d’un
complex AP format per dues proteines grans: ¥,
o €0 61 By, una subunitat mitjana o i una

subunitat petita . De Boehm i Bonifacino

(2001).

Cada complex AP té una distribuci6 cel.lular especifica, aixi AP2 es localitza a la
membrana plasmatica on interacciona amb receptors provocant la endocitosi rapida cap als
endosomes, mentre que AP1, AP3 i AP4 estan involucrats en els processos de distribucio
del trans-Golgi network (TGN) i/o endosomes (figura 4.2). La formacié de vesicules a
partir dels complexes AP1 i AP2 es realitza conjuntament amb les clatrines, que estan
involucrades en la formaci6 de la vesicula unint-se a la membrana durant la endocitosi i en

el compartiment des del TGN.

Apical Plasma Membrane
Basoclateral
Plasma
. . . Membr X
Figura 4.2. Representacié esquematica de cmhrane AP-18
les vies de transport on es troben
. . Lysosome-related
involucrats els diferents complexes Aps en
mamifers. El complex AP2 esta implicat en
la  recircularitzacié  de receptors de Endoso
s
membrana a I'endosoma. El complex AP
\ . ) AP-2
esta involucrat en el transport de Stonin 2
Uendosoma al TGN i del TGN a les
membranes basolaterals. De Boehm i
Bonifacino (2001). Lysosome
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Els clons obtinguts en el crivellat de doble hibrid amb la proteina MARK-KD presentaven
una major similitud amb la regié C-terminal de les y-adaptinesl que formen part del
complex AP1. Les proteines adaptines v, o, d, € i B1-4, estan formades per tres dominis. El
domini N-terminal (d’uns 600 residus) s’ha denominat frunk i presenta una estructura
secundaria rica en o-hélix. Aquest domini esta involucrat en les interaccions amb les
subunitats mitjana i petita, aixi com en el desti d’AP1 i AP2 al TGN i a la membrana
plasmatica respectivament. Un segon domini de mida variable anomenat hinge, conté una
regio rica en residus serina, dianes potencials de fosforilaci6 (Newman et al., 1995). El
domini C-terminal anomenat ear de les adaptines estd menys conservat que el domini N-
terminal, sobretot entre les adaptines 7y, o, 0, €. Provablement aquest fet reflecteix la
diversitat funcional dels diferents complexes APs. La regio C-terminal estd implicada en el
reconeixement de proteines addicionals que ajuden a la formacié de les vesicules (o-
adaptina de I’AP2) o en la interaccié amb proteines de membrana per transportar-les des del
TGN a la membrana plasmatica (y-adaptina de I’AP1). Per tant, el fet que en el doble hibrid
s’hagi obtingut el domini C-terminal (domini ear) similar a la y-adaptina com a possible
proteina d’interaccié amb el receptor MARK, podria indicar que MARK pot ser transportat
en un complex AP1.

Totes les subunitats de AP1 s’expressen de manera ubiqua en tots els teixits i cél.lules de
mamifer analitzades a excepcié de pn1B que s’expressa exclusivament en les cel.lules
epitelials polaritzades (Ohno et al., 1999). Les cél.lules epitelials mostren una distribucié
de proteines i lipids de membrana diferencial entre la membrana apical i les membranes
basolaterals. Aquesta distribucié es deu a la capacitat que tenen aquestes cél.lules
d’emmagatzemar les proteines a la sortida de TGN en vesicules de transport destinades a la
membrana determinada, aixi com assegurar-se que la distribucié polaritzada es manté
durant I’endocitosi (Folsch et al., 2001). El complex AP1B especific de cél.lules epitelials
es diferencia inicament del AP1A expressat ubiquament pel canvi de la subunitat 1A per
la u1B. S’ha demostrat que la substitucio de les subunitats s és suficient per unir proteines
de membrana a la paret basolateral, com el receptor LDLR (low-density lipoprotein
receptor) (Folsch et al., 2001). S’ha descrit un altre receptor basolateral, el receptor de
membrana d’immunoglobulines poliméric (pIgR), que co-immunoprecipita amb la

subunitat y-adaptina en 1’acumulacié al TGN (Orzech et al., 1999). Tot i que no s’ha
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demostrat si es tracta o no del complex AP1B, és un exemple d’interaccio especifica entre
la y-adaptina i un receptor de membrana.

Aquests resultats demostren, doncs, que la funcié de la subunitat ¥ en mamifers, i en
concret el seu domini C-terminal, és la d’interaccionar amb receptors de membrana pel seu
transport a les membranes basolaterals. En plantes, tot i que els mecanismes d’endocitosi i
de compartimentalitzaci6 proteica estan molt poc estudiats, a Arabidopsis s’han identificat
proteines similars a les diferents subunitats APs (Boehm i Bonifacino, 2001). Tot i la
manca d’estudis en plantes, la similitud de seqiiéncia fa suposar uns mecanismes similars
als descrits en mamifers.

El resultat de les immunolocalitzacions realitzades amb I’anticos contra MARK-KD en talls
d’embrions de 15 DAP mostren una acumulacié de MARK a membrana plasmatica no
homogenea. MARK s’acumula majoritariament en les parets laterals alhora que es detecta
una polaritzacié en la membrana basal en les cél.lules del sistema provascular. Aquesta
distribucié de MARK es podria explicar per un transport especific a través de vesicules on
el domini intracel.lular de MARK podria interaccionar amb una proteina y-adaptina. La
confirmaci6 d’aquests resultats, aixi com I’analisi de les possibles implicacions d’aquesta

acumulaci6 de MARK en les parets laterals, queden pendents per a un treball posterior.

2. MARK interacciona amb MIK, una MAPKinasa relacionada amb la
subfamilia GCK-III.

Dos dels clons obtinguts del crivellat de la llibreria de doble hibrid de cDNA d’embrions de
7 DAP, presentaven similitud amb proteines quinasa de la familia GCK. A partir d’aquests
dos clons es va poder obtenir, posteriorment, mitjangant la técnica 5°-RACE, la seqiiéncia
completa del gen que es va anomenar MIK (per MARK Interacting Kinase).

Els experiments d’interaccié in vitro (pull-down) van confirmar la possible interaccié de
MIK amb MARK-KD.

Les proteines GCKs de mamifers estan involucrades en la transduccié del senyal en
processos cel.lulars molt diversos, des de I’estructuracié del citoesquelet o la morfogénesis

fins a I’apoptosi. La major part de GCKs regulen les vies de senyalitzacié JNK o p38
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MAPK que corresponen a families de MAPKs activades per diferents tipus d’estressos
(Dan et al., 2002). La subfamilia GCK-III de mamifers, pero, formada per les proteines
SOK1, MST3 i MASK no activen les vies de JNK o p38 MAPK (Shinkmann i Blenis,
1997). Tot i que fins ara no s’havia pogut relacionar cap GCK-III amb cap de les cascades
de MAPK conegudes, estudis molt recents semblen relacionar la proteina MASK amb una
activacid especifica de la via ERK a través de Ras/Rafl (Lin ef al., 2001).

Si bé en un principi les GCKs s’havien subclassificat en dos grups; recentment, gracies als
projectes de seqiienciacié del genoma huma, aixi com el de Drosophila i el de C. elegans,
han estat reclassificades en 8 subfamilies (Dan et al., 2001).

La seqiiéncia de la proteina MIK mostra similitud amb proteines que pertanyen a la
subfamilia GCK-III (veure ’arbre filogenétic de I’apartat 2.3 dels resultats). Aquesta
subfamilia esta representada fins al moment per les proteines de mamifer SOK1 (Sterile 20-
like oxidant stress response kinase-1), MST3 (mammalian Ste20-like kinase) i MASK
(Mst3 and SOK 1-related kinase), una proteina de Drosophila (CG5169) i una de C. elegans
(T19A5.2) predites de seqiiéncies genOmiques. La proteina anomenada SEVERIN de
Dictyostelium discoideum presenta també una elevada similitud amb les proteines GCK-IIIL.
En plantes, dues proteines descrites recentment en Brassica napus (BnMAP4Kol i o2) i
dues proteines predites d’Arabidopsis també es classifiquen en aquesta subfamilia de
proteines GCK-III. D’altra banda, en S. pombe s’ha descrit la proteina Sidl que presenta
similitud amb les proteines de la subfamilia GCK-III.

El domini quinasa de la proteina MIK esta altament relacionat amb el de proteines de la
subfamilia GCK-III, presentant uns valors d’identitat aminoacidica entre el 64 i el 88%
(taula 4.1). Pel que respecte al domini no-catalitic, els % d’identitat varien entre el 40%
amb les proteines de plantes i del 20-30% amb la resta de GCK-IIL

La subfamilia GCK-III de mamifers (MASK, SOK1 i MST3) es caracteritza per presentar
una regié C-terminal curta. Aquesta caracteristica no és general en les GCKIII de plantes,
entre elles la MIK, que presenten un domini regulador casi tres vegades més extens. Les
dues proteines de Drosophila i de C. elegans aixi com la proteina Sidl presenten una
domini C-terminal de longitud més similar a les GCK de plantes.

Una altra caracteristica de les GCKIII de mamifers és el caracter altament acidic de la regio

més cap a 5° del C-terminal (Dan et al., 2002). Aquesta caracteristica si que es conserva en
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la resta de proteines GCK-III, suggerint la implicacié d’aquesta regié en un mecanisme

d’accio comu.

Taula 4.1. Taula dels % d’identitat aminoacidica entre les diferents proteines de la subfamilia
GCK-1II i la proteina MIK. L’analisi s’ha realitzat pels dos dominis per separat, ja que la

conservacio entre el domini quinasa i el domini no-catalitic és molt diferent. Dades obtingudes amb

el programa fasta.

Domini |Domini

quinasa |regulador
BnMAP4Kal (Brassica napus) 85,5% 37,8%
BnMAP4Ka2 (Brassica napus) 88,4% 38,7%
AtMAPA4K1 (Arabidopsis thaliana) 82,7% 37,8%
AtMAP4K?2 (Arabidopsis thaliana) 86,2% 40%
MASK (Homo s. sapiens) 65,6% 31,7%
SOK1 (Homo s. sapiens) 67,6% 25%
Mst3 (Homo s. sapiens) 65,2% 21,1%
CG5169 (Drosophila melanogaster) 64,4% 21,5%
Sid1 (Schizosaccharomyces pombe) 57,8% 21,1%
SEVERIN (Dictyostelium discoideum) |64,8% 22,4%
T19A5.2 (Caenorhabditis elegans) 63,6% 21,9%

Les proteines GCK-III de mamifers MASK, MST3 i SOK1 mostren un patrd d’expressio
ubiquo en tots els teixits analitzats, a excepcidé de les isoformes Mstdb (MASK) i Mst3a
que s’expressen especificament en cervell (Qian ef al., 2001; Zhou et al., 2000). Aquesta
ubiquitat del mRNA també s’ha observat en BnMAP4K, presentant, perd, una major
expressio en oOrgans amb elevada proliferacio. En particular, durant I’embriogénesi
d’Arabidopsis, BaMAP4Kod i o2 s’expressen en I’estadi globular/cor, de torpedo i en

embrions cotiledonars (Leprince ef al., 1999).
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L’expressio de MIK, segons els estudis per northern blot sembla que €s més variable al
llarg de ’embriogeénesi de blat de moro. MIK s’expressa en llavor a partir dels 2 DAP fins
als 20 DAP i als 30 DAP ja no es detecta acumulacié de mRNA de MIK. En teixit de planta
adulta, fulla jove, no s’observa expressié de MIK. Tot i que potser hi ha una expressi6 basal
que no s’ha detectat en els experiments de northern blot, sembla que MIK no s’expressa de
manera ubiqua com la resta de proteines de la familia. La seva expressio té lloc durant el
primer estadi de ’embriogénesi del blat de moro, I’estadi morfogenétic (fins als 18-20
DAPs). En aquest estadi, s’estableix la polaritat apical-basal, el patr6 radial i ’elaboraciéd
de les diferents estructures i oOrgans. El creixement i la proliferacié sén els pincipals
processos que tenen lloc de manera simultanea en I’estadi morfogenétic (Jiirgens et al.,
1994). L’expressi6 de MIK podria relacionar-se, doncs, amb processos de proliferacié i
diferenciacié mostrant un patrd coincident amb el de MARK que, en treballs anteriors, s’ha

relacionat també amb processos de proliferacié i diferenciacié (Rio, 1999).

3. La diversitat funcional de les proteines GCK-III i el possible paper de la
proteina MIK.

Les funcions de les diferents proteines GCK-III sén molt diverses. La proteina MASK, per
exemple, s’ha relacionat amb el procés apoptotic. Cultius cel.lulars que sobre-expressen
MASK mostren canvis morfologics tipics de 1’apoptosi com per exemple la condensacio
nuclear (Dan et al., 2002). Per altra banda, estudis in vitro han demostrat que la caspasa 3
és capag de processar MASK i que aquest processament és depenent de 1’activitat quinasa
(Wolfi Green, 1999). Aquest processament podria donar-se en un motiu DESDS present en
la regi6 acidica del domini regulador de MASK que és un motiu de reconeixement per la

caspasa 3. D’aquesta manera la caspasa 3 alliberaria el domini quinasa de MASK.

Per altra banda, la proteina SEVERIN de Dictyostelium discoideum s’ha associat a
mecanismes de la reorganitzacié del citoesquelet relacionats amb la mobilitat cel.lular
(Eichinger et al., 1998). Davant d’un estimul extern, Dictyostelium €s capag de reajustar el

seu citoesquelet d’actina en segons, i la fosforilacid €s el principal candidat per aquesta
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rapida modificacié dels components del citoesquelet. La fosforilacié especifica en extractes
citosolics va permetre I’aillament de la proteina SEVERIN. La proteina SEVERIN actuaria
com una proteina de fraccionament dels filaments d’actina provocant-ne un rapid
reajustament. Es suggereix que com una possible resposta a ’estrés cel.lular tingui lloc la
fosforilacié de la SEVERIN i es doni una interaccié entre un senyal extracel.lular i la via
del citoesquelet mitjan¢ant una cascada de senyalitzaci6 encara no coneguda (Eichinger er

al., 1998).

La proteina SOK1 va ser identificada durant les primeres etapes d’anoxia quimica en
c¢l.lules humanes (Pombo ef al., 1997). En aquest periode el dany de les cel.lules és
reversible i la majoria de les cél.lules sén viables. Sembla, doncs, que I’activacié de SOK1
no €s una conseqiiéncia de la mort cel.lular. L anoxia indueix dues respostes patologiques:
la formaci6 d’espécies reactives d’oxigen i I’increment de Ca*", que provoquen formes de
necrosi cel.lular i apoptosi. Sembla ser que les dues respostes son necessaries per
I"activaci6 de SOK1. Malgrat tot, el paper fisiologic que juga SOK1 en I’andxia cel.lular no

esta gens clar.

Respecte a la proteina MST3, no s’ha identificat encara cap estimul fisiologic que I’activi.
També s’ha descrit una isoforma, MST3b, que presenta una delecid en la regiéo 5’ i

s’expressa especificament en el cervell (Zhou et al., 2000).

En plantes s’han descrit dues proteines en Brassica napus que presenten una elevada
similitud de seqiiéncia amb la proteina MIK, BaMAP4Kal i ¢2. Tot i que la funcié
d’aquestes proteines no ha sigut descrita, la seva expressio en cultius cel.lulars depenen del
cicle cel.lular i la seva expressié durant I’embriogénesi suggereix una possible implicacio

d’aquestes proteines en mecanismes de proliferacio (Leprince et al., 1999).

En resum, les diferents proteines que formen part de la subfamilia GCK-III i que presenten
similitud amb MIK estan implicades en la regulacié de processos molt diferents, cosa que
fa pensar que la similitud de seqiiéncia podria estar més relacionada en una conservacio del

mecanisme pel qual actuen que no pas amb una conservacié funcional.
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Una altra de les proteines relacionades amb MIK ¢és la proteina Sidl de
Schizosaccharomyces pombe. Tot 1 que Sidl no forma part de la subfamilia GCK-III, hi
esta filogenéticament relacionada. El gen sidl (septation initiation deficient) va ser clonat
per complementacié d’un mutant sensible a temperatura sid1-239 (Guertin et al., 2000).
Sidl esta molt ben caracteritzada i forma part de la via de senyalitzacié6 anomenada SIN
(septation initiation network) que regula I’inici de la citoquinesi al final de ’anafase,
després de la completa segregacié cromosdmica i quan els promotors de la mitosis (les
CDKs) es troben inactivats.

D’una manera similar a les c¢l.lules animals, S. pombe es divideix mitjangant la contracci6
de I’anell d’actina-miosina. El control de la formacié del septe esta dirigit per la cascada de
transduccié SIN que consisteix en una GTPasa (spgl), quatre quinases (cdc7, sidl, sid2 i
plol), un factor associat a sidl (cdc14) i dos components GAP (GTPase activating protein)
(cdc16-byrd). La inactivaci6 de la via SIN dona lloc a cél.lules plurinuclears incapaces de
formar el septe de divisi6 mentre que la hiperactivacié de SIN provoca la formaci6 de
cellules que presenten varis septes (Bardin i Amon, 2001). La GTPase spgl (de la
superfamilia Ras) actua a I’inici de la via. Una sobre-expressi6 de spgl indueix la septaci6
en qualsevol etapa del cicle cel.lular. La localitzaci6 dels diferents components de la via
SIN al llarg del cicle cel.lular es mostra en la figura 4.3. Spgl es localitza en el SPB
(Spindle pole body) que és I’equivalent als centrosomes eucaridtics, una organitzacié
estructural de microtubuls. Durant la interfase, spgl esta inactivada pels components GAP
cdc16-byrd que quan es dissocien dels SBP permeten l’activacié de spgl-GTP i el

reclutament de cdc7 en els dos SPBs.
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Figura 4.3. Localitzacio dels components de la cascada SIN durant el cicle cel.lular. sid4 i cdcll
actuen com a proteines de sosteniment per als components SIN. spgl i cdcl6-byr4 es localitzen en
un SPB. Quan cdc16-byrd es desassocia, s uneix cde7. En | ‘anafase sidl-cdcl4 s’associa al SPB i
activa sid2-mob1 que (una vegada activada) es localitza en el septe. Modificat de Bardin i Amon
(2001).

S’ha demostrat que la localitzacio de spgl, cdc7 i byr4 en els SPB depén de dos
components: sid4 i cdcl1 la funcié dels quals es creu que €s ancorar aquestes proteines
(Chang et al., 2000). Durant la separacié dels fusos mitdtics, a I’anafase, la proteina
quinasa sidl, formant un complex amb cdc14, és reclutada al SPB que conté spgl i cdc7
activades. Tot i que els nivells proteics de sid] i cdc14 no varien al llarg del cicle cel.lular,
Pactivitat quinasa de sidl si que presenta un pic d’activitat durant I’anafase/telofase
(Guerin et al., 2000). El reclutament de sidl-cdcl4 al SPB promou la inactivacié de la
CDK mitotica cdc2 bloquejant la seva elevada activitat. Finalment, la proteina sid2 amb el
seu factor mobl, que es localitza constitutivament en els SPBs durant el cicle cel.lular,
nomes quan sid2 és activada per sidl en el SPB pot ser localitzada en el pla de divisi6. De
fet, les proteines sid2 i mobl sén els tnics components de la via que es localitzen en el
septe de divisi6, donant suport a la hipotesi que aquestes proteines porten el missatge de la
citoquinesi (Bardin i Amon, 2001). Basant-se en aquests estudis de localitzaci6 (figura 4.3),
sembla que la cascada SIN té el paper de transduir el senyal per promoure el septe des del

SPB fins al lloc de divisi6. En la figura 4.4 es presenta el model de la via SIN.
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Signals?
Figura 4.4. Model de la via SIN. spgl és inhibit per
GAP (cdcl6-byrd) i és regulat per plol, segurament
a través de cdcl6-byr4. spgl-GTP activa cdc7, que
activa sidl-cdc14 que son inhibides per les proteines
CDKs i activen sid2-mobl. sid4-cdcll tenen una

T
Mitotic CDKs

funcié de sosteniment dels components de la via.
sid2-mobl activats es localitzen en el pla de divisio
per promoure la formacio del septe. La localitzacié

de clpl-flpl no es coneix.

{released) (soquestored) De Bardin i Amon (2001)

La citoquinesi de les plantes té lloc per la formacié de novo d’un compartiment membranar,
la lamina cel.lular (cell plate), que s’inicia en el pla de divisio i resulta de la fusié de
vesicules derivades de Golgi repartides per un citoesquelet molt dinadmic, el fragmoplast.
Estudis mutagénics han permés identificar mutants com el cyd en pésol o el knolle i el keule
d’Arabidopsis que presenten una citoquinesi defectiva (Assad et al., 1996; Liu et al., 1995;
Lukowitz et al, 1996). Les proteines KNOLLE i KEULE interaccionen especificament
amb vesicules de fusié durant la citoquinesi (Waizenegger et al., 2000). El fet que aquests
mutants tinguin greus defectes de desenvolupament mostra fins a quin punt el control del
desenvolupament en plantes esta lligat al control de la proliferacié cel.lular i la citoquinesi.
Pel que fa a I’inici de la formaci6 de la citoquinesi, se’n coneix molt poc. Dues proteines
MAPK de tabac i alfals, NT6 i MKK3 respectivament, sén activades en la mitosi tardana i
es localitzen en el pla mig de la separacié cromosomica durant |’anafase tardana (Calderini
etal., 1998).

Recentment, en tabac s’ha decrit una MAP3K, la proteina NPK1 (Nicotiana Protein
Kinasel) que es troba involucrada en la citoquinesi, en la formaci6 de la lamina cel.lular
(Nishihama et al., 2001). L’expressié6 de NPK! s’acumula en condicions de proliferacié

(Nakashima et al., 1998).
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Aquestes observacions suggereixen una possible im licaci6 d’almenys una via MAPK en la
p y

regulacio de la citoquinesi en les cél.lules vegetals.

Malgrat que res no permet recolzar un paper per MIK similar al de Sidl, el cert és que a
Arabidopsis 1 a B. napus s’han descrit dues proteines funcionalment homologues a la
quinasa cdc7 de S. pombe, les proteines AtMAP3Kel i BhnMAP3Kel i s’ha demostrat que
la proteina BnMAP3Kel complementa parcialment els mutants cdc7-24 (Jouannic et al,
2001). Aquesta dada i la similitud que presenten les proteines Bn MAP4Kal i o2 amb la

proteina sidl, podria suggerir una possible via de transducci6 del senyal similar al descrit

en S. pombe.

4. Activacié de les proteines GCK-IIL. Model d’interaccié MARK-MIK.

Les proteines GCK, i en particular les GCK-III, presenten una estructura en dos dominis
diferenciats, un domini N-terminal serina/treonina quinasa i un domini C-terminal de
seqiiéncia variable. La funcié del domini C-terminal de les proteines GCK-III s’ha analitzat
en les proteines MASK i SOK1. Aquestes proteines mostren uns nivells d’autofosforilacio
majors quan es troba mutat el domini C-terminal suggerint, doncs, que el domini C-
terminal té una funcid inhibidora de I’activitat quinasa (Dan ef al., 2002; Pombo e al,,
1996). Possiblement el mecanisme pel qual té lloc aquesta inhibicié estigui relacionat amb
un canvi conformacional que es pot provocar per la mutacié o la delecié del domini C-
terminal, fent més accessible el domini actiu (Creasy et al., 1996).

En el cas de la proteina MASK s’ha postulat un possible mecanisme d’activacié. Es
suggereix un mecanisme on el tall per la caspasa 3 entre els dos dominis permet
I’alliberacié del domini quinasa incrementant la seva activitat durant ’apoptosi. A més, en
la regi6 C-terminal de la proteina MASK s’ha predit una zona (dels aminoacids 359-391)
amb estructura colied-coil que esta implicada en I’auto-associacio (Wolf i Green, 1999).
Aquesta seqiiéncia peptidica es troba conservada en les proteines SOK1 i MST3. La
formacié d’homodimers en aquesta regié s’ha pogut demostrar per analisis de doble-hibrid

1 experiments in vivo. Aquests resultats suggereixen que I’activitat catalitica de MASK esta

127




Discussié-

regulada per ’auto-associacié a través del domini regualdor C-terminal. De fet, I’expressio
ubiqua de MASK en condicions fisioldgiques apunta a una regulacié negativa per evitar
una induccié d’apoptosi en condicions normals. Aixi, podriem estar davant d’un
mecanisme d’inhibicid6 de MASK mitjangant 1’associacié intermolecular on el
processament de MASK per la caspasa 3 alliberaria el domini C-terminal estimulant la
interacciéo de MASK a una cascada de senyalitzacié determinada.

Malgrat que no hagi estat demostrat, podria ser que el domini C-terminal funcionés com
inhibidor en altres proteines GCK-III. L’activaci6 podria venir pel processament del domini
inhibidor, com en el cas de MASK, o simplement per la interaccié d’aquest domini amb
una altra proteina que induis un canvi conformacional permetent 1’accessibilitat del domini
quinasa a altres proteines de la cascada de transduccio.

La interaccié de MARK amb el domini regulador de MIK
podria, doncs, activar aquesta ultima activant una cascada
de senyal intracel.lular en un model en el que una proteina
del tipus GCK-III faria de lligam directe entre un receptor
de membrana i una cascada intracel.lular de senyalitzacié
(figura 4.5). Aquest tipus de lligam entre receptors de

membrana i moduls intracel.lulars de senyalitzacié s’ha

descrit per altres proteines GCK, si bé no directament sin6

” que a través de proteines adaptadores. En la figura 4.6 es

* resumeixen els dos models de regulaci6 establerts fins ara
Figura 4.5 Model per proteines GCKs. El mecanisme proposat per algunes
d’interaccid on MIK GCKs (per exemple la proteina HPK1, una GCK-I) es
interacciona directament base en la preséncia de dominis SH3 en la seva regié no-
amb MARK-KD.

catalitica. Mitjangant aquest domini interaccionen amb
proteines adaptadores que contenen dominis SH2/SH3 que
s’uneixen a tirosines quinasa (per exemple Grb2 o Crk). Sembla ser que !’estimul
mitogénic provoca I’autofosforilaci6é del receptor tirosina quinasa que, alhora, provoca la
translocacié del complex adaptador-GCK a la membrana on GCK activa la cascada de
MAPKSs (Su et al., 1997).
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D’altra banda, alguns membres de la subfamilia GCK-I (com GCK, GCKR i GLK) tenen
un paper important en la via de senyalitzaci6 del receptor TNFR. Es tracta d’un mecanisme
diferent a I’anterior, ja que aquest receptor no presenta una activitat catalitica i transdueix el
senyal formant un homotrimer. L’homotrimer recluta la proteina TRADD que, alhora,
recluta el factor TRAF2. Aquestes proteines GCK interaccionen amb TRAF en la regié C-

terminal, permetent la transduccié del senyal (Yuasa et al., 1998).

9 - mitogen
"

SH2/8H3
adapter MAPK

Qﬁ"" / | | &;«-

Figura 4.6. Model de regulacié i funcié de les proteines GCK-I. Les GCKs son reclutades a la
membrana per receptors tirosina quinasa o per components activadors dels receptors TNF. Aquest
reclutament és seguit de [’activacié del domini quinasa de GCK. Els estimuls que recluten GCK a

la membrana podrien també reclutar les proteines MAP3K. De Kyriakis (1999).

La interacci6 directa de MARK, un receptor quinasa atipic que no té activitat catalitica,
amb MIK suggereix un mecanisme on receptors atipics podrien participar en la transduccié
del senyal activant la via de les MAPK. De fet, el receptor atipic huma H-Ryk és capag
d’activar, en resposta a un estimul extern, una via intracel.lular de MAPK (Katso er al.,
1999).

Per altra banda, els resultats del fraccionament subcel.lular d’embrions de 15 DAP mostren
que MIK ¢s una proteina majoritariament citoplasmatica, mentre que la proteina MARK,
almenys la proteina de 97KDa, és una proteina transmembrana, i només els peéptids de

37KDa reconeguts per I’anticds de MARK-KD i que podrien correspondre al domini
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quinasa de MARK processat (Rio, 1999) es troben en el citoplasma. Aixo, podria suggerir
que la proteina MIK interacciona amb MARK-KD només després de que aquest sigui
processat.

En la bibliografia hi ha exemples de receptors que es processen al rebre el senyal com per
exemple el receptor Nocth de Drosophila. Notch, implicat en el desenvolupament, és
depenent del processament induit pel lligand. La uni6 del lligand provoca un processament
en el domini transmembrana generant un fragment citoplasmatic que és dirigit a nucli per
modificar la transcripcid del gens diana (DeStrooper et al.,1999).

Una hipotesi, compatible amb els nostres resultats, podria ser que la unié d’un lligand
podria induir el processament de MARK que, un cop alliberat al medi citoplasmatic

interaccionaria amb MIK activant una cascada de senyalitzaci6 (figura 4.7).

b)

MARK

9

Figura 4.7. Model hipotétic per la interaccic MARK-MIK. D’acord amb els resultats obtinguts,
proposem un mecanisme d’accié on la unié del lligand provoqui el processament del MARK-KD

que, una vegada alliberat al citoplasma interaccionaria amb MIK.

Actualment en el laboratori s’estan realitzant experiments de co-immunoprecipitacié per tal
de comprovar la interacci6 MARK-KD amb MIK in vivo. Al mateix temps es realitzard un

experiment de cromatografia d’afinitat amb extractes d’embrions no-desnaturalitzats per tal
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de poder determinar si MARK forma part d’'un complex, aixi com detectar si MIK co-
localitza en les mateixes fraccions.

En un futur proper pretenem expressar la proteina MIK (sencera i deleccionada del seu
domini regulador) en S. pombe per tal de veure si pot interferir en la via regulada per Sid1,
cosa que ens donaria un excel.lent model per analitzar I’activitat de la proteina MIK.
L’estudi de la funci6 de les proteines MARK i MIK passa, necessariament, per ’analisi de
la sobreexpressi6 o inactivaci6 dels seus corresponents gens. L’obtencié de mutants i la
transformacié en baat de moro son, per ara, treballs relativament costosos, per aixd s’han
comengat a realitzar clonatges en vectors binaris per transformar arrds a fi d’obtenir plantes
transgeniques que sobre-expressin MARK i MIK aixi com plantes antisentit pels dos gens.
Els resultats d’aquests experiments ens indicaran si aquests dos gens estan implicats en una

mateixa via de transduccio.
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Conclusions

CONCLUSIONS

Els resultats obtinguts en aquesta memoria permeten extreure les segiient conclusions:

1.- El domini quinasa de MARK interacciona, en el sistema de doble-hibrid i en assajos de
pull-down, amb una proteina que presenta una elevada similitud de seqiiéncia amb
proteines y-adaptines i amb dues proteines similars a les proteines deduides de la base de

dades de funcié desconeguda (067576 1 064588).

2.- El domini quinasa de MARK interacciona, en cél.lules de llevat i en assajos in vitro de
pull-down, amb la regié C-terminal d’una proteina MAPKinasa que hem anomenat MIK
(MARK Interacting Kinase). La proteina MIK presenta una similitud de seqiiéncia amb

proteines de la subfamilia GCK-III.

3.- La proteina MIK és una proteina soluble d’un pes molecular aproximat d’uns 95 KDa.

4.- MIK presenta un patr6 d’expressié coincident amb el de MARK. Tant ’'mRNA com la
proteina es detecten en embrions de 2 DAP i I’expressié maxima té lloc en embrions de 15

DAP, mentre que en teixit de fulla jove no s’ha detectat mRNA de MIK.

5.- Estudis d’immunolocalitzacions al microscopi confocal en embrions de 15 DAP
mostren una localitzacio de MARK a la membrana plasmatica, mentre que MIK s’acumula

en el citoplasma de les cél.lules de I’embrio.

6.- Els resultats obtinguts en aquest treball suggereixen una interaccié de MARK amb MIK
que podria estar associada amb el control de la diferenciacié i/o proliferacié en blat de

moro.
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1. Analisi d’interaccions proteina-proteina.
1.1. La técnica del doble-hibrid.

1.1.1. Transformacié de llevats.
Per a la transformacié dels llevats es va utilitzar el metode de ’acetat de liti, un dels més

simples i reproduibles per a introduir DNA en llevats.

Protocol:

1- Inocular una colonia en 20 ml de medi ric (YPD) i incubar a 30°C o.n. amb agitacié.

2- Inocular 400 ml del mateix medi amb el cultiu de nit i incubar fins a obtenir una DOg, de 0,1.

3- Centrifugar el cultiua 1000 g 5 minuts a temperatura ambient.

4- Resuspendre les ceél.lules en 50 ml d’aigua. Tornar a centrifugar les cél.lules com en el pas
anterior.

5- Resuspendre les cél.lules en 1 ml de solucié LiAc/TE fresca i incubar SO minuts a 30°C. En
aquest pas s’aconsegueixen les cél.lules de llevat competents.

6- Preparar solucio PEG/LiAc/TE i desnaturalitzar esperma de salmé (10 pg/ug) 5 minuts a 95°C,
després mantenir en gel.

7- Preparar la mescla de DNA: 0,5 pl del clon amb la proteina esquer fusionada al vector pAS2.1
(lug/ul) + 10 pl d’esperma de salmé desnaturalitzat, barrejar.

8- Afegir 100 pl de cél.lules de llevat competents i barrejar.

9- Afegir 600 pl de solucié PEG/LiAc/TE, barrejar i incubar 30 minuts a 30°C.

10- Incubar 15 minuts a 42°C i refredar rapidament a temperatura ambient.

1'1- Centrifugar a 14000 rpm 5 segons a temperatura ambient.

12- Decantar el sobrenedant i resuspendre el pellet en 400 ul de tamp6 TE 1X.

13- Plaquejar en medi selectiu (SD).

Medis de cultiu:

YPD SD

Peptona.................. 20¢g/L Yeast nitrogen base sense aa. (amb sulfat d’amoni)....6,7g
Extracte de llevat...10 g/L AL oo 20g/Lg
Agar...ceern. 20 g/L HoyOooe e 850 ml
HyOueiee, 950 ml Dropout TOX ... 100 ml

Pels dos medis: Ajustar el pH a 5,8, autoclavar, refredar a 55°C i afegir glucosa al 2% (solucié
stock: 50 ml al 40%)).
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* mescla d’aminoacids: les concentracions de cada aminoacid s’especifiquen en els protocols de

doble-hibrid de la casa comercial Clontech.

Solucions stock:

- 50% PEG 4000 (pes molecular 3350) esterilitzat per filtracio.

- TE 10XBuffer: 0,1 M Tris-HCl, 10 mM EDTA, pH 7,5 autoclavat.

- LiAc 10X: 1 M Lithium acetate, ajustat a pH 7,5 amb acid acetic diluit i autoclavat.
- Solucié LiAc/TE 1X: cal ser fresca a partir dels stocks de TE 10X i LiAc 10X.

- Solucié PEG/LiAc/TE: 50% PEG.......... 24 ml
LiAc 10X............ 3ml
TE 10X..o.oouenne. 3 ml

1.1.2. Cotransformaci6 seqiiencial de llevats a gran escala.

Per realitzar el crivellat de doble-hibrid es va dur a terme la transformaci6 seqiiencial, ja

que I’eficiencia de transformacié és més elevada que una transformacié simultania, on

s’introdueixen els dos plasmids a la vegada.

Protocol:
1- Transformar la soca de llevat Y190 amb la construccié pAS-bait (apartat 1.1.1).
2- Plaquejar les cél.lules transformants en medi SD sense Trp.

3- Picar una colonia transformada Trp i créixer tota la nit a 30°C en medi SD —Trp.

4- Inocular 100 ml del mateix medi amb el cultiu de nit i incubar a 30°C fins a obtenir una DOy de

0,5-1 (tota la nit).

5- Inocular 1 L d’YPD amb el cultiu de 100 ml (repartit en quatre erlenmeyers d’1 L) i créixer-ho a

30°C durant unes 4-5 hores amb agitacié fins a obtenir una DOgqg de 0,4-0,5.

6- Centrifugar les cél.lules a 3000 g durant 5 minuts a temperatura ambient.

7- Decantar el sobrenedant i resuspendre les cel.lules en 600 ml d’H,O. Tornar a centrifugar les

ceél.lules com en el pas anterior.

8- Decantar el sobrenedant i resuspendre les cél.lules en 50 ml de solucié LiAc/TE 1X. Centrifugar

a 3000 g durant 5 minuts.

9- Decantar el sobrenedant i resuspendre les cél.lules en 6 ml de solucié LiAc/TE. Incubar dues

aliquotes de 2 ml a 30°C 50 minuts.
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10- Preparar la solucié PEG/LIA¢/TE i desnaturalitzar 320 ul d’esperma de salmé (10 pg/ul) 5
minuts a 95°C i mantenir en gel.

11- Preparar la barreja de DNA: dos tubs amb 50 ug del domini d’activacié (AD)/Ilibreria de cDNA
(1 pug/ul) i 150 pl d’esperma de salmo. Barrejar.

12- Afegir la mescla de DNA als 2 ml de cél.lules compentents i barrejar.

13- Afegir 12 ml de solucié PEG/LiAc/TE a cada tub i incubar a 30°C 30 minuts i amb agitacio.

14- Incubar 15 minuts a 42°C i refredar rapidament a temperatura ambient.

15- Diluiren 1 L d’YPD i incubar 1 hora i mitja a 30°C amb agitacio.

16- Centrifugar a 3000 g 5 minuts a temperatura ambient i resuspendre les cél.lules en 50 ml de
tampo TE 1X i centrifugar com en el pas anterior.

17- Decantar el sobrenedant i resuspendre el pellet en 15 mi de tamp6 TE 1X.

18- Per controlar I’eficiéncia de transformacié plaquejar 10 ul de mix (dels 15 totals) + 40 pul
d”YPD en plaques SD —Trp ~Leu (de 4 x 80 mm).

19- Plaquejar 305-310 ul de mix en plaques de 145 mm de medi SD ~Trp —Leu per a seleccionar
colonies que contenen els dos tipus de plasmids.

20- Segellar amb parafilm i incubar les plaques 3 dies a 30°C.

1.1.3. Selecci6 per histidina i assaig B-galactosidasa.

Els gens marcadors de la soca Y190 que s’indueiexen quan t¢ lloc una interacci6 proteica,
son el gen de la HISTIDINA i el LACZ.

Pel que respecte al gen HIS, per determinar la seva activacio, els llevats es plaquegen en un
medi sense histidina, seleccionant aixi els clons His'.

El gen Lacz codifica per ’enzim B-galatosidasa, la detecci6 del qual és colorimétrica. En
aquest treball es va utilitzar 1’assaig B-galatosidasa en filtre. En tots els assajos de B-
galatosidasa hi ha un pas on cal trencar les cél.lules de llevat per alliberar ’enzim per

permetre la seva quantificacio, per exemple, una immersi6 en nitrogen liquid.

Protocol:

1- Créixer les colonies a analitzar en una placa en medi SD —Leu -Trp (per a la seleccié dels dos
plasmids). Millor que les coldnies estiguin ben crescudes (1-3 mm de diametre).

2- Col.locar un filtre 0,5 um de Millipore sobre les colonies i marcar-lo asimétricament.

3- Retirar el filtre i submergir-lo en nitrogen liquid un minut.
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4- Deixar descongelar el fitre amb les colonies cap per amunt.

5- Posar el filtre en una placa de petri amb tamp6 Z + X-gal (el subtrat de la B-galatosidasa). Es
important que el filtre quedi xop de solucid procurant que no hi hagi un excés de soluci6é que ens
difondria el senyal.

6- Incubar el filtre a 28°C i observar 1’aparici6 de color blau. L’obtencié de color blau per crivellats
de llibreries es dona entre els 30 minuts i les 8 hores. Mentre que passades les 8 hores d’incubacio,

el resultat pot ser causat per un fals positiu.

1.1.4. Analisi de creuament.

La fusi6 de dues c¢l.lules de llevat formant un diploide s’utilitza com a control d’interaccio.
La fusié es realitza entre cél.lules compatibles de les soques Y190 i Y187, incubant-se
durant tota la nit a 28°C amb agitacié en medi ric YPD. El diploide es plaqueja en el medi
selectiu adequat per la seleccidé dels plasmids. Una vegada s’ha obtingut el diploide,

s’estudia la interaccid proteica per la selecci6 per histidina i ’assaig [3-galatosidasa.

1.1.5. Reaccié de PCR sobre colonies de llevat.

En la transformaci6 de llevats a vegades és probable que s’introdueixi més d’un plasmid
per cél.lula. Per tal de comprovar aquesta possibilitat es va realitzar una PCR amb els
diferents clons obtinguts en el crivellat amb dos oligonucleotids del vector pAS2.1
localitzats a banda i banda del poli-linker. Aquestes amplificacions es van comprovar en un
gel d’agarosa a 1’1%. Per altra banda és bastant probable obtenir el mateix plasmid
transformat varies vegades. Per comprovar-ho es van digerir les PCRs amb un enzim de

restriccio de tall freqiient, com ara el Hae II1.

Protocol:

1- Diluir la colonia aillada de lievat a analitzar en 100 pl de tamp6 TE o aigua.

2- Afegir boletes de vidre (Glass Beads 425-600 microns de Sigma) fins al menisc.

3- Bullir 5 minuts.

4- Vortexejar com a minim 1 minut.

5- Repetir els pasos 3 i 4 de tres a quatre vegades (per assegurar que la paret del llevat es trenca).
6- Centrifugar 1 minut a 13000 rpm.

7- Utilitzar 1 pl del sobrenedant per la PCR (no cal canviar de tub).
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Condicions de la reaccio:

Tampd de PCR 10X 10 ul

MgCl, (50mM) 3wl
Oligonucleotids pAS 2 ul(x2)
dNTPs (10 mM) 2ul

Taq polimerasa 1 pl (lunitat/ul)
H,O 70 ul

Aquesta mescla s’utilitzava per 5 mostres: 18 ul de mix amb 2 pl de DNA.
Dels 20 pl de cada mostra, 10 es separaven en un gel d’agarosa i els altres 10 es digerien amb

Haelll.

1.2. Analisi d’interaccions.

1.2.1. Métode de pull-down.

El métode de pull-down permet analitzar interaccions in vitro, incubant les dues proteines a
analitzar amb un tamp6 que afavoreix les interaccions proteiques.

En aquest treball es van utilitzar dues proteines recombinants per a realitzar els pull-downs.
Mentre que els clons obtinguts del doble hibrid es van clonar al vectot pGEX per tal
d’obtenir proteines de fusié amb GST i purificar-les en una reina de gluthatione-sepharosa,
la proteina MARK-KD clonada al vector PET28 s’havia purificat pel métode His'Tag. La
quantitat de proteina MARK-KD que s’utilitza en el pull-down sol ser 10 vegades més que
Pinput que ve determinat per la deteccid de I'anticos. En el nostre cas, en western blot
podiem detectar 5 ng de proteina recombinant MARK-KD (input), per tant el pull-down
s’incubava amb 50 ng. Finalment, es realitzava un western blot, revelant-lo amb ’anticos

contra MARK-KD per determinar si s’havia quedat retingut amb MIK o s’havia rentat.

1.2.1.1. Induccié i purificacié de proteines GST.
Les proteines a analitzar per pull-down s’expressaven com a proteines de fusié amb GST, la

qual queda retinguda en un reina de gluthatione-sepharosa permetent la seva purificacid.

Protocol:;

1- Preparar un cultiu de niten I ml de LB amb 4 ul de carbenicilina (100 ug/ml).
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2- Inocular 0,2 ml de cultiu de nit en 200 ml de LB i 0,8 m! de carbenicilina i incubar a 37°C amb
agitaci6 fins arribar a una DQg, de 0,8-1.

3- Induir I’expressi6 de proteina afegint IPTG 1mM durant tres hores. Recollir mostres de 500 i a
cada hora per controlar la sobreexpressid proteica. Les aliquotes es centrifugen 1 minut a 13000
rpm i les cél.lules es resuspenen amb 45 pl de tamp6 de carrega 2X.

4- Centrifugar el cultiu 10 minuts a 5000 rpm, eliminar el sobrenedant i resuspenendre les cél.lules
amb 10 ml de tamp6é NENT PMSF.

5- Sonicar les cél.lules assegurant que estiguin ben resuspeses.

6- Centrifugar en cérex 30 a 10000 rpm durant 15 minuts a 4°C.

7- Guardar el sobrenedant i resuspendre el pellet en 5 ml NENT 2% Sarcosyl PMSF.

8- Sonicar breument.

9- Centrifugar a 10000 rpm durant 15 minuts a 4°C i ajuntar el sobrenedant amb el del pas 7. En
aquest pas ’extracte proteic pot congelar-se a —80°C.

10- Per eliminar possibles restes cel.lulars, tornar a centrifugar 1’extracte a 10000 rpm 10 minuts a
4°C.

11- Preparar la columna de Glutathione Sepharose 4B amb 500 i de reina.

12- Equilibrar la reina amb 5 ml de tamp6 NENT PMSF.

13- Passar la mostra per la columna.

14- Rentar la columna amb 5 ml de tampd NENT PMSF, 5 ml de tamp6é NENT-0,7M NaCl PMSF i
5 ml de NENT PMSF.

15- Equilibrar la columna amb tampé D (tamp6 pull-down) amb 5 ml.

16- Afegir azida sodica i guardar la resina a 4°C.

Tampdé NENT PMSF

Tris pH8..cooveevireeneee 20mM
J\F:T©) IR 100mM
EDTA. .o 1 mM
PMSF...ccooiimcrinnnne 1 mM
NP4O0.....oeeeemrieccren 0,5%
1.2.1.2. Pull-down.

Un cop purificada una de les proteines a analitzar en la reina de gluthatione-Sepharosa, cal

equilibrar les diferents quantitats de proteines en un gel SDS-PAGE. Es important realitzar
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el pull-down amb una quantitat de proteina-GST no massa elevada per evitar que se saturi
el sistema. Aproximadament els pull-downs es realitzaven amb uns 10 ug de proteina de

fusid.

Protocol:

I- Equilibrar les proteines recombinants en GST amb tampé D afegint 400 pl de tampd i barrejant.
2- Centrifugar a 3000 rpm durant 1 minut i descartar el sobrenedant.

3- Bloquejar les proteines amb 10 ul de BSA (100 mg/ml) durant 2 hores a 4°C en una roda.

4- Centrifugar a 3000 rpm 1 minut i retirar el tampo.

5- Rentar amb 400 ul de tampé D amb 50 ug/ml de BSA durant 5 minuts a la roda.

6- Incubar les possibles proteines d’interaccié amb 450 pl de tamp6 durant 2 hores a 4°C a la roda.
La quantitat de proteina que s’afegeix és 10 vegades I’input.

7- Passades les 2 hores cal rentar I’excés de proteina no unida. Realitzar 5 rentats de 15 minuts amb
450 pl de tamp6 D.

8- Afegir 20 pl de tampé de carrega 2X, barrejar, incubar a 95°C 5 minuts i analitzar en un gel

d’acrilamida.

Tampo6 D

Hepes pH7,9........... 20 mM
Glicerol................... 20%
EDTA.....ccoeae... 0,2 mM
NaCl......ccvu....... 150 mM
NP4Q..................... 0,5%
PMSF....cccovviienn. 0,1 mM
DTT..cooovnnn, 0,5 mM

1.2.2. Immunoprecipitacio.

Els experiments de co-immunoprecipitacié permeten demostrar interaccions in vivo. Els
extractes cel.lulars es tracten en condicions no desnaturalitzants de manera que els
complexes proteics es mantinguin. D’aquesta manera si un anticos immunoprecipita una
proteina que forma part d’un complex, també co-immunoprecipita la resta de proteines del

complex.
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Protocol:

1- Extracci6 de proteines totals d’embrions de 15 DAP en morter amb nitrogen liquid.

2- Afegir 500 pl de tampd d’immunoprecipitacio.

3- Incubar 30 minuts en gel.

4- Centrifugar 5 minuts a 13000 rpm.

5- Recuperar el sobrenedant (en aquest punt, cal comprovar que s’ha extret la proteina a
immunoprecipitar, en cas que tingui una naturalesa insoluble). Per la immunoprecipitacié
normalment s’utilitza deu vegades més de sobrenedant respecte a una quantitat coneguda que
detecta la proteina en western.

6- Afegir 5-10 ul d’anticds (dilucié 1:1000). Es necessari fer controls amb el sérum pre-immune.

7- Incubar 2 hores a 4°C a la roda.

8- Afegir proteina A Sepharosa resuspesa en tampd d’immunoprecipitacié de 50-70 mg/500 ul de
tampd (20 pl proteina A/immunoprecipitacid). També s’afegeix azida sodica al 20%.

9- Incubar a la roda durant 1 hora o durant tota la nit a 4°C.

10- Rentar amb tampd d’immunoprecipitaci6 afegint 500 pl de tampé i centrifugar 1 minut a 3000
rpm i retirar el tampd. Les baixes rpm impedeixen la precipitaci6 de sals.

11- Repetir el pas anterior 4-5 vegades.

12- Resuspendre en tamp6 de carrega 2X.

13- Les mostres poden ser congelades o carregades en un gel d’acrilamida per tal de ser

immunodetectades per western blot.

Tampd d’immunoprecipitacié

Tris pHS...oovrvverrecnnn 50mM
JA\F:10) OO 150mM
EDTA...ccoiieierieeeenenne 5mM
NP40.....coreerirmrererrernens 0,5%
PMSF..oovirirrreenne 0,1mM
Aprotinina...........ce.cecn 2ug/ml
Leupeptina.................. 1png/ml

e Per realitzar una co-immunoprecipitaci, en primer lloc cal comprovar que els dos
anticossos (Ab1 i Ab2) son capagos d’immunoprecipitar. Per la co-immunoprecipitaci6 cal
revelar el western blot amb 1’anticos de la proteina que pensem que forma part del complex.
Aixi, en precipitar amb ’anticds Abl, si la proteina 2 forma part del complex podra ser

detectada en un western blot revelat amb ’Ab2.
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1.3 Gradient de sacarosa.

Per tal de determinar en quines fraccions (solubles o insolubles) es localitzaven les

proteines MARK i MIK, es va realitzar un gradient de sacarosa.

Protocol:

1- Triturar embrions de 20 DAP en morter amb nitrogen liquid.

2- Afegir 2 ml de tamp6 d’extraccio X2.

3- Centrifugar 10 minuts a 3000 rpm a 4°C.

4- Repetir el pas anterior.

5- Guardar una mostra (control 1). Passar la resta del sobrenedant a un tub nou. Ultracentrifugar a
34000 rpm durant 1 hora (rotor SW60).

6- Guardar el sobrenedant (control 2).

7- Homogeneitzar el pellet amb 0,4 ml de tampé d’extraccié 1X. Guardar una aliquota (control 3;
50 ul).

8- Realitzar el gradient amb 12 ml: 6 ml STED20 + 6 ml STED45 i afegir el pellet homogeneitzat
(0,350 ml).

9- Ultracentrifugar durant 5 hores a 28000 rpm (100000g).

10- Recollir les diferents fraccions de sacarosa (de 0,8 ml cadascuna).

11- Mesurar el gradient de densitat a ’espectrofotometre.

Tampons de gradient de sacarosa Tampé d’immunoprecipitacid
STED 20 STED45 Sacarosa.........cccceeeeuene 12%
Sacarosa............ 20%..ceiincieciienns 45% Tris pHS................. 100 mM
Tris pHS.......50 mM.......cccoueuc. 50 mM EDTA...cocetrrereenenns 10 mM
EDTA............ I MM, I mM | D1 i RO 2 mM
DTT...coovmnnene I MM, 1 mM Leupeptina......... 0,5 ug/ml
Pepstatina............. 1 pg/ml
E64.....oocovviierinns 1 pug/ml
PMSF.....coovevvnnennn 0,1 mM
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2. Analisi d’acids nucleics.

2.1 Obtencié de DNA plasmidic.

El métode utilitzat va ser el de la lisi alcalina basat en el descrit per Birnboim i Doly (1979)

i modificat posteriorment per Sambrook et al. (1989).

2.2 Preparacions de DNA a gran escala (midiprepararcions de DNA).
El kit d’extraccio utilitzat fou el de la casa comercial Qiagen, que combina la lisi alcalina i
columnes amb reina de bescanvi anionic. E1 DNA que s’obté, de gran puresa i lliure

d’activitats DNAses, pot ser utilitzat per a qualsevol tipus de reaccié enzimatica.

2.3 Extraccié de DNA gendmic.

S’ha utilitzat una modificacié del métode de Dellaporta que permet realitzar extraccions
rapides i miltiples de fins a 2 g de material sense haver de passar per una purificacié de
CsCl (Dellaporta et al. 1983). Aquest métode €s facilment adaptable a una escala inferior
permetent 1’extraccié en tubs de microcentrifuga.

Es molt important no vortexejar ni agitar vigorosament el DNA gendmic ja que es degrada

amb facilitat.

Protocol:

1- Triturar el teixit vegetal amb nitrogen liquid en un morter evitant que es descongeli. Es important
aconseguir un polsim fi, ja que el rendiment de I’obtencié de DNA esta en funci6 del grau de
disgregaci6 al que s’ha sotmes el teixit.

2- Passar el material a un tub de microcentrifuga que conté 400 pl de tampd d’extraccio.
Homogeneitzar suaument invertint el tub repetidament.

3- Afegir 500 pl de fenol/cloroform/alcohol isoamilic (25:24:1) i homogeneitzar suaument invertint
repetidament el tub.

4- Centrifugar a 13000 rpm durant 10 minuts.

5- Recollir la fase aquosa i afegir un volum de fenol/cloroform/alcohol isoamilic, barrejar
suaument.

6- Centrifugar a 13000 rpm 10 minuts.
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7- Repetir els punts 6 i 7 (si no s’aconsegueix netejar bé pot ser degut a un excés de DNA i es pot
diluir la mostra amb tamp6 d’extraccio).

8- Precipitar el DNA afegint 150 ul de NH4Ac i 900 pl d’IprOH i invertir el tub. S’ha de veure el
DNA com precipita en forma de filaments.

9- Centrifugar 15 minuts a 13000 rpm.

10- Descartar el sobrenedant i rentar el DNA amb 200 ul d’EtOH 70%.

11- Centrifugar a 13000 rpm 5 minuts, retirar el sobrenedant i deixar assecar durant 5 minuts a
temperatura ambient.

12- Resuspendre €l DNA en el volum adequat de TE. Per ajudar a resuspendre es pot escalfar a
65°C durant 10-15 minuts.

13- Afegir 3-4 ul de RNAsa 10 mg/ml per cada 100 pl i incubar 10 minuts a 37°C.

14- Guardar a 4°C. Aquest DNA es manté durant mesos.

Tampd d’extraccio

L85 PSRN ™

NaCl..coeorrevereernannee 312,5 mM
Tris-HCl pH8.............. 50 mM
EDTA pHS................. 20 mM
Sarkosyl.....c.ccceuene... 1% (W/v)

Quantificacio dels acids nucleics per espectrometria.

La concentracid del acids nucleics es determina per absorcié a diferents longituds d’ona.
Els acids nucleics tenen un maxim d’absorcié a 260 nm, mentre que les proteines el tenen a
280 nm. Per tant, el quocient de les absorcions 260/280 es pot utilitzar per a determinar la
puresa de la mostra (Gallagher, 1994).

Per altra banda, la quantitat d’acids nucleics en la mostra es calculara tenint en compte que
1 unitat de densitat Optica (DO) és igual a:

- per DNA de doble cadena 1 DO= 50 pg/ml

- per RNA 1 DO= 40 pg/ml
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2.3.1 Southern genomic.
La técnica Southern (1975) permet analitzar, per exemple, quantes copies d’un gen en
concret hi ha en el genoma mitjangant la transferéncia de DNA digerit per enzims de

restriccio i hibridat amb la sonda del gen a analitzar.

- Digesti6 genomica:

Protocol:

1- Digerir uns 15 pg de DNA genomic (apartat 2.3) amb 3 unitats d’enzim per pg de DNA durant 2
hores a 37°C (és millor fer la digesti6 en un volum final gran, de 200 pl, per exemple). Cal fer la
digestié amb dos o més enzims diferents.

2- Afegir la mateixa quantitat d’enzim i incubar 2 hores més,

3- Verificar en un gel d’agarosa la digesti6 del DNA, corrent 1/10 part de la digesti6. S’han
d’observar un escalat de bandes en tot el carril.

4- Afegir un volum de fenol/cloroform/alcohol isoamilic, vortexejar i centrifugar 5 minuts a 13000
rpm.

5- Precipitar el sobrenedant afegint 0,1 volums de NaAc 3M pH5,5 1 2,5 volums d’EtOH 100%.

6- Centrifugar 15 minuts a 13000 rpm.

7- Rentar el peliet amb 200 pl d’EtOH 70% i centrifugar 5 minuts a 13000 rpm.

8- Resuspendre en el volum adequat d’aigua per deixar a una concentraci6 de 1 pg/ul.

9- Analitzar les mostres segons la técnica Southern, segiient apartat.

* Transferéncia:
La transferéncia s’aconsegueix per capil.laritat a través d’una pila de paper absorbent
compactada per pressio. Posteriorment, el DNA s’immobilitza en la membrana de tal

manera que aquesta representa una copia exacta del patré present en el gel (Brown, 1999).

Protocol:

1- Preparar les mostres afegint una concentracid 1X final de tampé de carrega per DNA i carregar-
les en un gel d’agarosa (al 0,8% si es tracta de DNA gendmic).

2- Coérrer el gel a 70 mV si es tracta de DNA gendmic o a 100 mV en la resta dels casos.

3- Acabada ’electroforesi, fer una foto del gel amb llum UV col.locant un regla al costat de manera
que es pugui mesurar la distancia recorreguda per les mostres des del pouet.

4- Incubar el gel 5-10 minuts en solucid desnaturalitzant.
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5- Preparar una transferéncia capil-lar (veure apartat 2.5) amb solucié desnaturalitzant i transferir
durant tota la nit.

6- Desmuntar la transferéncia i rentar la membrana 5-10 minuts en SSC 2X per tal d’eliminar restes
d’agarosa.

7- Eixugar la membrana amb paper de filtre i empaquetar-la.

8- Fixar el DNA a la membrana incubant-la 2 hores a 80°C.

9- La membrana es pot mantenir en un lloc sec i net.

Solucioé desnaturalitzant SSC2X

NaOH............. 0,5M Citrat de sodi pH 7,5...ccc0ccvererenne. 30 mM

NaCl............... 1,5M NaCl.ooeoniverrirerecreiecreseee e 0,3M
Ajustar el pH a 7 amb NaOH

2.4 Extraccio de RNA.

L’extracci6 de RNA és especialment delicada ja que s’ha d’evitar qualsevol activitat
RNAsa tant enddgena com contaminant. Per aquest motiu tant els reactius com el material a
utilitzar han d’estar lliures de RNAses i el teixit ha de mantenir-se congelat fins a I’addicio
del tamp6 d’extraccio. L’as de guants és fonamental durant tot el procés. El métode utilitzat

és una modificacié del descrit per Logeman i col.laboradors (1987).

Protocol:

1- Triturar el teixit vegetal amb nitrogen liquid en un morter evitant que el material es descongeli.
Igual que en el cas del DNA és important obtenir un polsim fi.

2- Passar el material triturat a un tub de microcentrifuga que conté 400 pl de tampd d’extraccié Z6.
Vortexejar exhaustivament i congelar en nitrogen liquid.

3- Deixar descongelar la mostra a temperatura ambient (mentres tant es poden anar polvoritzant les
altres mostres).

4- Afegir 400 pl de fenol/cloroform/alcohol isoamilic (25:24:1, V/V/V) i vortexejar
exhaustivament.

5- Centrifugar a 13000 rpm durant 5 minuts a temperatura ambient i recollir la fase aquosa.

6- Repetir els punts 4 i 5 dues vegades.

7- Afegir 0,1 V d’acid acétic 1 M i vortexejar.

8- Afegir 0,7 V d’etanol, vortexejar i deixar 30 minuts a —20°C.
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9- Centrifugar a 13000 rpm durant 15 minuts a temperatura ambient.

10- Retirar el sobrenedant i rentar ’RNA amb 500 ul d’EtOH 70%.

11- Centrifugar a 13000 rpm durant 5 minuts.

12- Retirar el sobrenedant i rentar el pellet amb 1 mi de NaAc 3 M pHS5,5, per tal de dissoldre els

polisacarids. Vortexejar.

13- Centrifugar a 13000 rpm durant 5 minuts

14- Retirar el sobrenedant i rentar el peliet amb 400 pl d’EtOH 70%.

15- Vortexejar i centrifugar 5 minuts a 13000 rpm.

16- Repetir els pasos 141 15.

17- Retirar el sobrenedant i deixar assecar a temperatura ambient (5 minuts).

18- Resuspendre en el volum adequat d’H,O estéril pipetejant i escalfant a 65°C durant 10 minuts.
Una vegada ben resuspés, centrifugar 5 minuts a 13000 rpm i traspassar el sobrenedant en un
eppendorf nou per eliminar les restes no solubles que poden haver quedat a la mostra.

19- Congelar a —80°C. El RNA es pot mantenir durant anys.

Tampd d’extraccid Z6

Hidroclorur de guanidini..........cccceeennunee &M
MES PH7...cvoecireeennercnrieanieeeenene 20 mM
EDTA pHS.....oveieerececeienrernaeenns 20 mM

Just abans d’utilitzar-lo cal afegir 1% de 2-mercaptoetanol.

2.4.1 Northern blot.

* Preparacioé de les mostres.

Una vegada realitzada I’extraccié de RNA i calculada la concentracid, s’agafa la quantitat a
analitzar i es liofilitza. Es poden analitzar fins a 30 ug de RNA per carril, tot i que 10-20 pug
poden ser suficients per detectar els RNAs més abundants. Les mostres liofilitzades es
resuspenen en 15 pl de tamp6 de carrega de RNA i es carreguen en el gel electroforétic.
Alternativament, si no es vol liofilitzar la mostra, s’ha d’afegir el volum necessari de tampé

de carrega (2X) al volum de la mostra a analitzar.
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Tampé de carrega de RNA MEN 10X

Formamida desionitzada......... 60% MOPS acid pH7.............. 0,2M
MENIO0X...cooiieecemenennrenirrienns 1X NAAC..cieercrernrireeeranes 50 mM
Formaldehid..........cccccrurennnnne. 6,29% EDTA pHS..........ccc...... 10 mM
BrEtn e 0,1 ug/ml Ajustar a pH7 amb NaOH.
Blau de bromofenol.............. 0,025% Guardar a 4°C.

* Electroforesi i transferéncia de RNA.
Cal treballar sota campana de flux, ja que el formaldehid és molt toxic. Tot el material a
utilitzar en I’electroforesi cal que estigui lliure de RNAses i per aix0 cal netejar-ho bé amb

NaOH.

Protocol:

1- Fondre la quantitat necessaria d’agarosa (a 1’1%) amb aigua destil.lada i deixar atemperar.

2- Afegir el volum necessari de MEN 10X i un 6,5% de formaldehid 37%. Barrejar bé i decantar-ho
sobre el suport del gel.

3- Deixar solidificar el gel.

4- Escalfar les mostres a 65°C durant 5 minuts per desnaturalitzar-les. Fer un cop de centrifuga.

5- Carregar i correr el gel a 80 mV.

6- Preparar la transferéncia capil.lar (apartat 2.5) amb SSC 20X i transferir 24 hores.

7- Desmontar la transferéncia, marcar els pouets amb llapis i netejar la membrana amb SSC 2X.

8- Eixugar la membrana amb paper de filtre i empaquetar-la.

9- Fixar el RNA a la membrana incubant-la 2 hores a 80°C. Fer una foto de la membrana amb llum
UV col.locant un regle al costat, de manera que es pugui mesurar la distancia recorreguda per les
mostres des del pouet.

10- La membrana es pot guardar en un lloc sec i net abans d’hibridar-la amb la sonda.

2.5 Preparacié d’una transferéncia capil.lar en liquid i en sec.

Aquest protocol s’utilitza per transferir els acids nucleics (DNA o RNA) des d’un gel

d’agarosa a una membrana de nilo.
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+ Transferéncia en liquid.

Protocol:

1- Col.locar sobre una safata un suport de mida superior a la del gel que s’ha de transferir.

2- Posar dos trossos de paper Whatman 3MM d’amplada superior a la del gel que s’ha de transferir.
3- Omplir la safata amb la soluci6 de transferéncia que pertoqui i mullar els papers Whatman 3 MM
amb aquesta mateixa solucid. Vigilar que no es formin bombolles ni arrugues.

4- Col.locar el gel sobre els papers Whatman eliminant les bombolles.

5- Mullar la membrana, de la mida del gel, primer amb aigua destil.lada i després amb la solucié de
transferéncia. Posar-la sobre el gel eliminant, també, les bombolles.

6- Posar tres papers Whatman 3MM de la mida del gel mullats amb la solucié de transferéncia
sobre el gel.

7- Col.locar Parafilm al voltant del gel per assegurar que la capil.laritat passa només a través del

gel.
8- Posar papers absorbents sobre dels papers Whatman i posar un pes a sobre.

- Transferéncia en sec.
La transferéncia en sec s’utilitza quan s’ha de transferir DNA de minipreparacions o de
PCR. Dues hores son suficients per transferir tot el DNA i es pot fer per duplicat, és a dir,

transferir per les dues cares del gel.

Protocol:

1- Sobre un suport de vidre ben net posar-hi el gel a transferir préviament equilibrat en solucié
desnaturalitzant. Si es vol fer una transferéncia doble, sobre el suport de vidre es col.loquen papers
absorbents, els Whatman mullats amb solucié desnaturalitzant i seguidament la membrana també
equilibrada. Sobre la membrana s’hi posa el gel equilibrat amb solucié desnaturalitzant.

2- Mullar la membrana primer amb aigua destil.lada i després amb solucié desnaturalitzant.
Col.locar-la sobre el gel eliminant les bombolles.

3- Posar tres papers Whatman 3MM de la mida del gel mullats amb solucié de transferéncia sobre
la membrana.

4- Col.locar tires de parafilm al voltant de gel.

5- Posar papers absorbents a sobre i col.locar-hi un pes.

6- Deixar transferir durant 2 hores.
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2.6 Hibridacio d’acids nucleics.

El principi bioquimic en que es basa la técnica d’hibridaci6 d’acids nucleics és la capacitat
que té una molecula de cadena senzilla, ja sigui DNA o RNA, d’unir-se a una altra
molécula que té una seqiiencia complementaria a la primera. La sensibilitat és tan elevada
que permet la deteccié de gens de copia unica dins de genomes complexes (Brown, 1999).
Aixi doncs, el DNA o RNA una vegada immobilitzat en una membrana pot ser hibridat
amb una sonda marcada radioactivament, de tal manera que es detectaran els fragments de

seqiiéncia similar a la sonda.

2.6.1 Marcatge d’acids nucleics.

El marcatge radioactiu dels acids nucleics es va realitzar amb el métode de Random
Priming desenvolupat per Feinberg i Vogelstein (1983) que permet I’obtenci6 de fragments
de DNA marcats uniformement i amb una elevada activitat especifica (fins 3x10° cpm/ug).
El DNA es desnaturalitza i s’incuba amb una barreja d’hexanucledtids. Aquests
hexanucleotids fan d’encebadors per a 1’enzim klenow polimerasa que sintetitza la cadena
complementaria en preséncia d’un dels desoxinucleotids marcats radioactivament. El
protocol descrit a continuacié €s I’utilitzat pel kit “Random Primer DNA Labenling Kit”

(Roche), amb algunes variacions.

Protocol:
1- A 20-50 ng de DNA afegir el volum necessari d’aigua fins assolir un volum final d’11 pl.
2- Desnaturalitzar durant 5 minuts a 100°C i mantenir en gel.
3- Afegir; 1 ul dATP 0,5 mM

1 ul dGTP 0,5 mM

I ul dTTP 0,5 mM

2 ul d’hexanucleotids 10X
4- Afegir 1,5 pl de klenow (2 u/pl) a la paret de ’eppendorf i mantenir en gel. S’ha d’evitar que la
klenow comenci a sintetitzar noves cadenes abans que s’hagi incorporat el desoxinucledtid marcat.
5- Afegir 3 ul de **P-dCTP 10 puCi/ul (Amersham Pharmacia). Donar un cop de centrifuga i incubar
1 hora a 37°C.
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6- Donar un cop de centrifuga i afegir;

3 ul ’EDTA 0,5 M, pH 8 (per parar la reaccid)

3 ul de NaAc 3 M, pH5,5

3 ul d’esperma de salmé* a la paret del tub

75 ul ’EtOH 100%, fer baixar el DNA de salmé
7- Vortexejar i centrifugar 15 minuts a 13000 rpm.
8- Traspassar el sobrenedant a un altre tub i comprovar amb un comptador Geiger ’eficiéncia del
marcatge comparant les desintegracions/minut del DNA marcat i del sobrenedant. Com a minim la
incorporacio ha de ser de més del 50%.

9- Resuspendre la sonda en 150 pl d’aigua i guardar a 4°C.

* 10 mg/ml de DNA d’esperma de salmd en aigua destil.lada. Cal sonicar la solucié i
desnaturalitzar-la 10 minuts a 100°C. Pot ser emmagatzemada a —20°C. Abans d’utilitzar, pero,

es torna a desnaturalitzar 5 minuts a 100°C i es manté en gel.

2.6.2 Hibridacio i rentats.
Totes les hibridacions fetes en aquest treball s’han dut a terme a 65°C i utilitzant el métode

de I’hidrogenfosfat de sodi, descrit originalment per Church i Gilbert (1984).

Protocol:

1- Escalfar la solucié d’hibridacié a 65°C.

2- Col.locar la membrana on hi ha el DNA fixat en un cilindre o en una caixa.

3- Afegir-hi el volum de solucié d’hibridaci6 necessari perqué la membrana quedi coberta, i afegir
10 pg/ml d’esperma de salmo.

4- Incubar 1 hora a 65° C i amb agitacio.

5- Decantar la solucié i afegir nova solucié d’hibridacié a 65° C.

6- Desnaturalitzar la sonda a 100° C durant 5 minuts i afegir-la a la membrana.

7- Incubar un minim de 5 hores amb agitacié a 65° C (en general les hibridacions es feien durant
tota la nit).

8- Treure la solucié d’hibridacié amb la sonda i substituir-la amb solucié de rentat préviament
escalfada a 65°C.

9- Fer 4-5 rentats de 15 minuts a 65° C amb agitacid, fins que la solucié que canviem no canti.
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10- Exposar la membrana a un film d’autoradiografia dins d’un casset amb pantalla intensificadora

del senyal a —80° C durant el temps que calgui.

Solucié d’hibridacié. Solucid de rentat.

Tampé fosfat pH 7,2.....0,25 M Tampé fosfat pH 7,2......20 mM
SDS e 7% SDS.ccierereecreee s 1%
EDTA pHS.......ccconnene. 1 mM EDTA pH 8.t 1 mM

2.6.3. Deshibridaci6é de les membranes.
Les membranes que han estat hibridades es poden deshibridar i ser reutilitzades amb una

altra sonda.

Per a membranes amb DNA:
- Fer dos rentats de 10 minuts de solucié NaOH 0,1 M

- Fer dos rentats de 10 minuts de solucid neutralitzant.

Per a membranes amb RNA:

- Fer dos rentats de 10 minuts de solucié 0,1 % SDS bullint.
Solucié neutralitzant.

Tris-HC1 pH 7.5......... 0,5M

2.7 Clonatge.

2.7.1 Purificaci6 de fragments de DNA de gels d’agarosa.
Per a la majoria dels clonatges realitzats en aquest treball el DNA a clonar s’ha obtingut
utilitzant el Kit comercial GFX™-PCR DNA and Gel Purification Kit d’Amersham

Pharmacia Biotech.
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2.7.2 Lligacio.

La T4 lligasa uneix covalentment fragments de DNA d’extrems roms o cohesius que
tinguin ’extrem 5° fosforilat. Per evitar que la lligasa enlloc d’insertar el fragment de DNA
en el plasmid provoqui la seva recircularitzacid, cal defosforilar préviament el plasmid.
L’eficacia de la lligacié depen de la probabilitat que es trobin el plasmid i el fragment de
DNA. En general, per a un millor rendiment de la reacci6 de lligaci6, la relacié de
concentracié entre el n° de molécules de I’insert i del plasmid és de 3:1. Si bé en
construccions més complicades (extrems roms o plasmids de mida gran) €s millor que la
relacié sigui de 5:1.

La quantitat d’insert i de plasmid que s’ha d’utilitzar es pot calcular a partir de la relacié
molecular segtient:

ng insert/longitud insert = 3 (6 5) (ng plasmid/longitud plasmid)

En la reaccié de lligaci6 cal afegir el tampé de lligacié (10X) i lligasa (no més de 1 unitat
per cada 10 pl de reaccié final). En general, les lligacions s’incubaven durant tota la nit a

16°C.

2.7.3 Transformaci6 en cél.lules d’E. coli per xoc térmic.

Mitjangant la transformacié de vectors podem mantenir i amplificar DNA fora en bacteris.
Per tal que un vector pugui ser introduit en un bacteri cal manipular la seva paret cel.lular
fent-la competent. Les cél.l.ules competents s’obtenien pel métode d’incubacié amb clorur

de calci descrit per Seidman (1997).

Transformaci6 per xoc térmic:

1- Afegir a I’aliquota de cél.lules competents (200 ul) 1a lligacié i barrejar suaument.

2- Mantenir 10-15 minuts en gel. En aquest pas el DNA s’adhereix a les cél.lules.

3- Incubar 2 minuts a 42°C (o 5 minuts a 37°C), aquest xoc térmic provoca ’entrada del DNA a les
cél.lules.

4- Incubar 1 minut els tubs en gel. ‘

5- Afegir 800 pl de medi SOB i incubar 45 minuts a 37°C amb agitacié perqué es recuperin les
cél.lules.

6- Plaquejar la transformacid en plaques de medi LB complementades amb 1’antibiotic introduit pel

vector.
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7- Incubar les plaques a 37°C durant tota la nit en posici6 invertida.
8- Les colonies obtingudes poden ser amplificades i mitjangant una minipreparaci6, extreure i

analitzar el DNA d’interés.

Medi SOB
Bactotriptona.........c...cceen.e.. 20 g/l
Bacto yeast extract................ 5g/1
KCluoreercrereiereeenes 2,5 mM
NaCl.....ooverireeiieinnne 10 mM
MgSOy4..cvivvriiiinnee. 10 mM
1Y o4 O] 0 SRR 10 mM
2.7.4 Reacci6 de PCR.

La reaccid en cadena de la polimerasa (PCR) permet la sintesi de seqiiéncies especifiques
de DNA. S’utilitzen dos oligonucledtids complementaris respectivament a les dues cadenes
i que flanquegen la regié a amplificar. La reacci6 es du a terme en varis cicles de

desnaturalitzacid, anellament dels oligonucleotids i extensié mitjancant la Taq polimerasa.

Les condicions habituals de reaccié utilitzades sén les segiients:

DNA entre 101 100 ng

Tampé de PCR X

dNTPs 10 mM

MgCl, entre | mM i 5 mM (alguns tampons contenen ja el MgCl,).
oligonucleotid A 20 pmol

oligonucleotid B 20 pmol

Taq polimerasa 2,5 U

H,O fins Vfinal de 50-100 pl.
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Els programes poden ser molt variables, pero cal tenir en compte una série de parametres:

1 cicle: 1-2 minuts 94°C (per desnaturalitzar 1’acid nucleic)
30 cicles: 45s 94°C
30s temperatura d’anellament (sol ser d’uns 3-5 graus per sota de la Tm

dels oligonucledtids)

XS 72°C (cal tenir en compte que la Taq incorpora 1kb/minut)
1 cicle: 10 minuts 72°C.
Tampé de PCR
| (O] TR 500 mM
Tris-HC1 pH 8,6........ 200 mM
Tritd X-100.....coeeicnne 1%

2.8 Crivellat d’una llibreria de DNA genomic.

En aquest treball es va realitzar un crivellat d’una llibreria gendmica de blat de moro per tal
d’obtenir la seqiiencia completa d’un dels gens estudiats.

Es va utilitzar una llibreria comercial de Clontech que estava clonada en el vector EMBL3 i
la soca d’E. coli utilitzada per a la propagaci6 va ser la K803.

Pel crivellat es va utilitzar el protocol de la casa comercial Clontech.

2.9 RACE.

La técnica RACE (rapid amplification cDNA ends) es va utilitzar per aconseguir un clon
complet del gen MIK. Es va utilitzar el kit de la casa comercial Invitrogen, GeneRacer Kit.
Aquest kit es base en la incorporacio6, mitjangant una lligasa, d’un oligonucleotid de RNA a
Pextrem 5° dels mRNAs que s’utilitza de motlle per amplificar per PCR juntament amb un
oligonucleotid intern del gen problema. En aquesta metodologia hi ha un pas previ on es
descarten tots aquells RNAs no complets mitjancant una fosfotasa que elimina els fosfats
5’. D’aquesta manera, els mRNAs que presenten I’estructura del CAP, els complets, no sén
defosforilats. Seguidament, I’estructura del CAP és eliminada amb una pirofosfatasa que

incorpora un fosfat 5° lliure necessari per la lligacié de I’oligonucleotids de RNA. Amb les
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cadenes de RNA lligades a I’oligonucleotids se sintetitza la primera cadena amb I’enzim
Reverse Transcriptasa utilitzant, en el nostre cas, un oligonucleotid intern. Seguidament es
realitza la PCR amb I’oligonucledtid GeneRacer 5° Primer i un oligonucleotid més a 5 que
I’utilitzat per la primera cadena. La PCR obtinguda es va clonar en el vector pPGEM-T Easy
Vector System I (Promega).

Vam partir de RNA total (5 pug) d’embrions de 15 DAP DNAsa free.

Protocol de DNAsa free:
1- Afegir a 5 ug d’RNA:
5 ul tampé DNAsa
1 ul DNAsa-RNAsa free
1 ul RNAsina 6 RNAguard
H,O fins a 50 pl
2- Incubar 20 minuts a 37°C.
3- Afegir un volum de fenol/cloroform/alcohol isoamilic, vortexejar i centrifugar 5 minuts a 13000
rpm.
4- Precipitar el sobrenedant afegint 0,1 volums de NaAc 3M pHS5,5 i 2,5 volums d’EtOH 100%.
5- Centrifugar 15 minuts a 13000 rpm.
6- Rentar el pellet amb 200 pul d’EtOH 70% i centrifugar 5 minuts a 13000 rpm.

7- Resuspendre en H,O RNAsa free segons la concentracié final que es vulgui.
Tamp6 DNAse 10X: Tris-HCI 0,4 M pH 7,5, MgCl, 60 mM.

RNAguard™ RNAse Inhibitor Porcine (Amersham Pharmacia Biotech).
DNAsel-RNAse free (10U/ul) (Boehringer Mannheim)
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3. Analisi de proteines.

3.1 Extraccio de proteines totals.

Per tal d’extreure les proteines totals a partir de material vegetal, es va utilitzar el segiient

protocol.

Protocol:

1- Homogeneitzar les mostres en nitrogen liquid.

2- Afegir 500 pl de tampé d’extraccié i vortexejar.

3- Centrifugar 10 minuts a 4000 rpm i transferir el sobrenedant a un altre eppendorf.
4- Repetir el punt 3.

5- Congelar les mostres a —20°C.

Tampo d’extraccid

Tris-HCI pHS............. 50 mM
NaCl....covcevveeirerennnne 10 mM
SDS...iierermrerenerenienene 1%
Bmercaptoetanol.......... 5%
Guardar a 4°C.

En el moment d’utilitzar el tampé cal afegir inhibidors de proteases:

Aprotinina............. 2U/ml
Leupeptina............ 21uM
Pepstatina.......... 1,46 uM
E-64...covinrirrenas 2,8 uM
PMSF.......ccceune 100 uM

Una vegada feta 1’extraccié de proteines, per determinar la concentracié proteica de les
mostres s’utilitzava el metode Bradford (Bradford, 1976). El rang de deteccié d’aquest
métode es troba entre 1-20 pug/ml i es basa en P’extrapolacié de les nostres mostres a una

recta patr6 de concentracions proteiques conegudes.

Cal tenir en compte que alguns compostos quimics presenten incompatibilitats a 1’hora de

llegir I’absorci6 si superen uns valors maxims:
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2,5 mM EDTA, 2,475% Glicerol, 25 mM KCl, 25 mM MgCl,, 25 mM [B-Mercaptoetanol,
125 mM NaCl, 25 mM fosfatos, 0,0025% SDS i 0,0025 Triton X-100.

Donat que el tamp6 d’extracci6 contenia un 1% SDS i un 5% de B-mercaptoetanol el que es
feia era afegir a totes les mostres de la recta patré el compost (o compostos) que podien
interferir en la mesura. Aixi, si mesuravem 1 pl d’extracte total, afegiem també 1 pl de

tamp6 d’extraccio a la recta patro.

3.2 Electroforesi de proteines.

Mitjangant [’electroforesi es separen proteines segons el seu pes molecular en una matriu de
poliacrilamida. A les mostres proteiques s’hi afegeix SDS i B-mercaptoetanol (un detergent
anionic i un agent reductor) i s’escalfen per tal de desnaturalitzar les proteines. El SDS
s’uneix a les proteines rodejant-les i conferint-les-hi una carrega negativa neta proporcional
a les seves dimensions. D’aquesta manera les proteines se separen segons el seu pes
molecular en una matriu de poliacrilamida sotmesa a un camp eléctric.

En aquest treball es va utilitzar un sistema d’electroforesi discontinu que consta de dos gels,
un primer gel empaquetador on les proteines es concentren a la interfase des d’on entraran
al gel resolutiu on es separaran. El % de poliacrilamida del gel resolutiu depén de la mida
de les proteines que volem separar. Aixi, un percentatge baix afavoreix la separacié de
proteines d’alt pes molecular, mentre que un percentatge alt millorara la separaci6 de les
proteines de menor pes molecular.

En aquest treball el protocol que s’ha seguit és el del sistema Mini-PROTEAN 1I (Bio-
Rad).

Gel apilador Gel separador

Acrilamida-bisacrilamda (40%).......... 3% Acrilamida-bisacrilamida (40%).......... 10%

Tampd 10X....cvvecvvineeircereeeene 2 ml Tampd 10X......ccvevereeericecrnreerenenesneens 5ml

5 £ 2SO 5,4 ml 5 0 OO TO 10 ml

Temed (0,1%0)..cccccnvnrenreencruiinrennns 8ul Temed (0,196).....cccoveeereriercmriencrserenns 10 wl

APS 15%.ccieeiiiieeeeereeeeee 80 ul APS 15%..conreciririicrieecinrrcareiennens 80 ul
20 ml 50 ml
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Aquestes quantitats s6n per dos gels d’acrilamida. Per proteines de baix pes molecular es va
utilitzar un % elevat (del 15%) que polimeritza una matriu amb un porus petit. Per separar
proteines d’alt pes molecular, es va utilitzar un percentatge del 10%. El Temed i ’APS

sempre s’afegeixen en 1’ultim pas, ja que sén els responsables de la polimeritzacio.

Tampd 10X (gel apilador) Tampd 10X (gel separardor)
TriSuiveeceeanene 0,5M 15 o T 1,5M
SDS..veirees 0,4% SDS.ieerreerenen 0,4%

Aquests tampons no cal autoclavar-los.

Tamp9 electroforesi 10X

Glicina.......cccevuneee. 1,92 M
U ¢ L 0,25M
SDS...tvirrervererrerertaeenne 1%

no ajustar el pH, que no ha de ser superior a 8,7.

3.3 Western blot.

- Transferéncia de proteines.

La transferéncia de proteines des del gel de poliacrilamida a membranes s’ha utilitzat per a
la deteccid de proteines especifiques mitjangant anticossos. El sistema utilitzat per transferir
fou el sistema Mini-Blot Tranfer Cell (Bio-Rad). El voltatge i la durada de les
transferéncies depenen de la mida de les proteines, en el nostre cas es feien durant tota les
nit a un voltatge de 30 volts a 4°C (o en 3 hores a 80 volts).

Les membranes de nitrocellulosa van ser les Immobilon™-P Transfer Membrane
(Millipore). Aquestes membranes s6n molt hidrofobiques i per mullar-les cal primer passar-
les per metanol. Cal procurar, doncs, que no s’assequin; si aixo passa sera necessari tornar-

les a passar per metanol.

Transfer Buffer

TS eeceireccieneeenne 25 mM
Glicina.............. 40 mM
Metanol................ 20%

SDS....ovemreenne 0,05%
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- Immunodeteccio.

Aquesta técnica permet la deteccié d’antigens especifics immobilitzats a la membrana de
nitrocel.lulosa. Els antigens soén reconeguts per anticossos especifics, normalment IgGs,
que serveixen de diana per un segon anticos anti-IgG. Aquest segon anticds porta unit un
enzim capag d’excitar un compost quimic que emet luminiscéncia que pot ser detectada
mitjangant un film d’autoradiografia. S ha utilitzat el sistema de deteccié ECL (Amersham

Pharmacia Biotech).

Protocol:

1- Incubar la membrana amb PBS-Tween 0,1% * (PBS-T) amb un 10% de llet en pols a temperatura
ambient durant dues hores en agitacio6 per tal de bloquejar la membrana.

2- Rentar amb PBS-T 5 minuts en agitacié.

3- Incubar la membrana amb 1’anticods primari durant dues hores amb PBS-T amb un 2% de llet en
pols. En aquest treball els dos anticossos (t-MARK-KD i a-MIK) s’han utilitzat a una dilucid
1:1000.

4- Rentar I’excés d’anticos no unit a la membrana durant 5 minuts en agitacié amb PBS-T.

5- Incubar I’anticos secundari anti-IgG conjugat amb la peroxidasa de rave (Amersham Pharmacia)
durant 45 minuts en agitacioé a una diluci6 de 1:10000.

6- Rentar 10 minuts en agitacié amb PBS-T tres vegades.

7- Revelar la membrana mitjangant el sistema ECL (Amersham Pharmacia Biotech).

" En aquest treball, el PBS-Tween 20 al 0,1% es va suplementar amb NaCl 0,5 M per tal de fer més

restrictiu el reconeixement, doncs els anticossos utilitzats no estaven purificats.

- Una membrana pot ser reutilitzada per ser incubada amb un anticos diferent (Stripping).
Per tal de rentar la membrana cal incubar-la dues vegades amb una soluci6 de Glicina 100
mM pH 2,5 a 42°C durant 5 minuts. A continuacié es segueix el protocol descrit

anteriorment.
3.4 Expressio proteica. Sistema pET28.

L’expressi6 de proteines recombinants mitjangant el sistema pET28 és un dels més

utilitzats, doncs permet la seva inducci6 i purificacié de manera rapida i comode. En aquest
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treball aquest metode es va utilitzar per tal d’obtenir una quantitat de proteina recombinant
important per injectar en conills i obtenir anticossos contra la proteina injectada. La

proteina de fusié MIK-pET28 també es va utilitzar per a la realitzacié de pull-downs.

3.4.1 Expressi6 i induccié de proteines recombinants en el sistema pET28. Assaig de
solubilitat.

Protocol:

1- Inocular 15 pl d’un cultiu de nit en 10 ml de medi LB suplementat amb 40 pl de kanamicina (25
pg/ml).

2- Mantenir en agitaci6 a 37° C fins assolir una DOg d’entre 0,6-0,8.

3- Induir I’expressi6 de la proteina recombinant afegint IPTG 1 mM.

4- Recollir una mostra de 500 pul de cultiuales 0, 1, 2 i 3 hores d’induccié.

5- Centrifugar les mostres 2 minuts a 13000 rpm i resuspendre el pellet amb 45 pl de tampé de
mostres 2X. Aquestes mostres es poden guardar a —20° C o carregar directament en un gel
d’acrilamida després d’afegir 5 pl de B-mercaptoetanol (1/10) i escalfar 5 minuts a 100° C.

6- Després de recollir 1’tltima aliquota, centrifugar 1,5 ml de cultiu induit 1 minut a 13000 rpm per
realitzar 1’assaig de solubilitat.

7- Resuspendre el pellet amb 0,1 vol. de 50 mM Tris pH8,0 i 2 mM EDTA.

8- Afegir 100 pg/ml de lisozim, 0,1 vol. 1%Triton X-100 i incubar 15 minuts a 30° C.

9- Afegir 10 mM MgCl,, 20 ug/ml DNAsa i incubar 20 minuts a 37° C.

10- Centrifugar 15 minuts a 13000 rpm a 4° C i recuperar el sobrenedant en un tub nou on s’hi
troben les proteines solubles.

11- Resuspendre el pellet directament en 45 pl de tamp6 de carrega 2X corresponent a la fraccid de
proteines insolubles.

12- Analitzar les mostres de sobrenedant i del pellet en un gel de poliacrilamida per detectar en

quina fraccio es troba la proteina recombinant.
3.4.2 Obtenci6 de proteina recombinant a gran escala.

Per tal d’extreure gran quantitat de proteina de fusid, es va repetir 1’experiment anterior a

gran escala.
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Protocol:

1- Inocular 1 L de medi LB amb cultiu de nit (1,6 ml) suplementat amb kanamicina (25 pg/ml).

2- Incubar a 37° C amb agitaci6 fins arribar a 0.6-0,8 u.d.o. i afegir 10 ml d’IPTG (1mM).

3- Passades les tres hores d’induccid, centrifugar les cél.lules 10 minuts a 5000 rpm.

4- Al sediment de la centrifugaci6 afegir hidroclorur de guanidini solid 6M en un volum final de 30
ml

5- Afegir 15 ml de Tris-HCI 40 mM NaCl 1M a pH 7,9, agitar amb el vortex fins que es dissolgui i
enrasar amb aigua a 30 ml.

6- Afegir a la mescla lisozima 100 pg/ml i nonidet P-40 al 0,1%.

7- Sonicar I’extracte en gel fins que s’aprecii una clara disminucié de la viscositat.

8- Finalment, ultracentrifugar I’extracte durant 30 minuts a 25000 rpm a 4° C amb el rotor SW-40
(Beckman).

3.4.3 Purificacié mitjancant columna d’afinitat His-tag.

La cromatografia en la columna d’afinitat Histag es va realitzar seguint el protocol del
Sistema pET de la casa comercial Novagen.

El resultat de I’assaig de solubilitat va mostrar que la proteina s’acumulava majoritariament
en la fraccié insoluble, de manera que als tampons de la columna se’ls hi va afegir urea a
6M (seguint el protocol de Novagen). Donat que part de la proteina purificada es volia
utilitzar per analisi de pull-down, es va decidir eliminar la urea. Aixi doncs, una vegada
passada la mostra per la columna, la urea es va anar eliminant passant el tampé BB
(Binding Buffer) amb diferents molaritats decreixent d’urea. Aixi doncs, la proteina es va

eluir majoritariament en el tampé de 300 mM d’imidazol (sense urea).

3.5 Obtenci6 d’anticossos.

La producci6é d’anticossos policlonals en conill es va dur a terme per la inoculaci6 de
proteina recombinant purificada per columna d’afiniat His.Tag. Es van realitzar 3-4

inoculacions d’entre 150-200 pg de proteina purificada diluida en PBS.

3.6 Immunolocalitzacio.
Aquesta técnica té com a objectiu localitzar una proteina de manera especifica en talls fins

de teixit vegetal. Per ’obtencié d’aquests talls, cal fixar i incloure el teixit fresc. Aquestes
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seccions, s’incuben amb un anticos especific contra la proteina d’interés, amb un anticos
anti-conill (dirigit contra 1’anterior) conjugat amb un enzim i finalment s’afegeix un

substrat que precipita per accio de I’enzim i permet localitzar la proteina.

3.6.1 Fixaci6 del teixit vegetal.

La fixaci6 del teixit vegetal evita que el teixit es degradi ja que atura |’activitat enzimatica
rapidament. A més, evita ’aparicié d’artefactes per inclusidé de peptids i proteines dins i
fora de les cél.lules al mateix temps que enforteix el teixit contra els efectes que patira en
els posteriors tractaments. El material biologic cal que sigui el més fresc possible i, per
facilitar la fixacid, les dimensions de la mostra no han de ser molt grans (Langdale, 1994).

Les fixacions es realitzen en flascons de vidre de 10 ml.

Protocol:

1- Submergir el teixit en solucié fixadora durant 1 hora a temperatura ambient. Si el teixit flota, cal
fer el buit per facilitar la penetracié de la solucié.

2- Canviar la soluci6 per soluci6 fixadora fresca i mantenir a 4°C durant una setmana.

3- Decantar la solucié fixadora i submergir en EtOH 70% durant una hora.

4- Canviar per EtOH 70% fresc. Es pot guardar a 4°C indefinidament.

Solucié fixadora
EtOH/formaldehid/HAc glacial (80:3.5:5)

3.6.2 Inclusi6 en parafina.
La inclusi6 consisteix en la substituci6é de tota ’aigua que conté el teixit per una matriu
inert, el medi d’inclusié (Langdale, 1994). En aquest treball el medi d’inclusié utilitzat fou

la parafina.

Protocol:
1- Canviar ’EtOH 70% de les mostres per solucié nova i mantenir-ho una hora a temperatura

ambient.
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2- Deshidratar les mostres de 30 minuts a una hora a temperatura ambient a través de la série: EtOH
80%, 0,5% Fast Green en EtOH 90%, 2 x EtOH 100%, 25% TBA en EtOH, 50% TBA en EtOH, 2
x TBA 100%. El Fast Green s’utilitza per tenyir les mostres i fer-les aixi visibles en la parafina.
Aquesta tinci6 es pot dur a terme en qualsevol dels passos amb EtOH tot i que és recomanable fer-
ho en els primers passos per si no queda ben tenyit el primer cop.

3- Canviar el TBA per 5 ml de TBA fresc i afegir el mateix volum de parafina fosa. La parafina
solidifica immediatament, per tant, cal incubar-ho a 60°C fins que la parafina estigui fosa i agitar
vigorosament fins aconseguir una barreja homogenia.

4- Incubar a 60°C 12 hores.

5- Canviar la parafina per parafina fresca i incubar a 60°C durant 12 hores.

6- Repetir el pas n° 5.

7- Agitar el flasco per facilitar que les mostres es desenganxin del fons i decantar immediatament
sobre un suport (plaques de Petri) préviament escalfat a 60°C. Separar i orientar les mostres amb
’ajut d’unes pinces o agulla.

8- Deixar solidificar la parafina.

9- Guardar a 4°C.

3.6.3 Preparaci6 dels blocs de parafina.
En aquest pas, les mostres s’adhereixen a un suport de parafina de dimensions adients per

ser col.locat al microtom i poder-les tallar.

Protocol:

1- Tallar amb I’ajuda d’un bisturi calent un bloc de parafina on hi hagi la mostra que volem
seccionar. Donar al bloc forma trapezoidal, la cara petita de la qual serd per on es comencara a
seccionar.

2- Col.locar aquest bloc amb 1’orientacié adequada sobre un cub de parafina. Per fer-ho, fondre una
mica de parafina, posar-la sobre el cub i col.locar immediatament el bloc a sobre.

3- Assegurar-se que la cara que sera tallada quedi ben llisa.

4- Deixar refredar i guardar a 4°C fins el moment de tallar.
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3.6.4 Preparacio dels portaobjectes.

Per tal de mantenir les seccions dels teixits unides als portaobjectes durant les diferents
etapes del procés és necessari realitzar un pretactament dels portaobjectes amb poli-D-lisina
(Langdale, 1994).

Protocol:
1- Submergir els portaobjectes en poli-D-lisina 50 pg/ml dissolta en 10 mM de Tris-HCI1 pH 8,0
durant 30 minuts.

2- Deixar assecar.

3.6.5 Preparacio de les seccions.

Els blocs de parafina es tallaven al microtom a 8 um, ja que, talls més fins es trenquen amb
facilitat. Les tires de parafina tallada es col.locaven en un lloc net i sec (com per exemple
una placa de Petri estéril) mantenint la orientacié que tenien al sortir del microtom. Una

vegada obtingudes totes les seccions, es montaven en els portaobjectes tractats.

Protocol:

1- Col.locar els portaobjectes sobre una placa termostatica a 42°C.

2- Cobrir cadascun dels portaobjectes amb aigua.

3- Col.locar les tires de parafina a sobre de 1’aigua amb unes pinces mantenint la orientacidé que
tenien al sortir del microtom.

4- Retirar ’excés d’aigua.

5- Deixar assecar durant tota la nit.

6- Les seccions es poden guardar algunes setmanes en caixes amb silica gel, perd amb el temps les

seccions podrien separar-se dels portaobjectes durant les manipulacions posteriors.

3.6.6 Immunolocalitzacié en talls de parafina per fluorofors.
Les immunolocalitzacions realitzades en aquesta tesi van ser analitzades al microscopi
confocal. L’anticOs secundari utilitzat va ser el conjugat amb el fluordfor cianina 3 que

s’excita amb el laser He/Ne de 543nm.
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Protocol:

1- Desparafinar les seccions incubant 10 minuts amb xilol dues vegades.

2- Rehidratar les mostres per incubacié de 2 minuts a través de la série: 100% EtOH, 100% EtOH,
90% EtOH, 70% EtOH, 50% EtOH, 30% EtOH, aigua destil.lada (5 minuts), aigua destil.lada (5
minuts).

3- Permeabilitzar amb 0,5% de Triton X-100 en tampé durant 20 minuts.

4- Rentar les mostres amb tampé 2 vegades durant 10 minuts.

5- Bloquejar les mostres amb sérum de cabra (1/12) dissolt en tamp6 durant 1 hora.

6- Rentar amb tamp6 2 vegades durant 10 minuts.

7- Incubar les mostres amb 1’anticos primari (diluit 1:50 6 1:100) en tampé amb 0,25% Triton X-
100 durant 1 hora.

8- Rentar les mostres 2 vegades durant 10 minuts.

9- Incubaci6 amb 1’anticos secundari anti-conill conjugat amb el fluordfor cianina 3 (1:300) en
tamp6 amb 0,25% Triton X-100 durant 1 hora.

10- Rentar 2 vegades durant 10 minuts.

11- Rentar 10 minuts amb tamp6 PBS 1 amb 0,1% Tween.

12- Rentar 10 minuts amb tampé PBS 1X.

13- Montar les mostres amb Mowiol i guardar a 4°C

14- Les mostres s’analitzen al microscopi en la longitud d’ona emesa de 560-615 nm.

- Les incubacions del sérum de cabra i dels dos anticossos es realitzen amb 150 pl/portaobjecta

cubert amb un cobreobjectes procurant que no quedin bombolles.

Tampo
- PBS 1X amb 0,1% Tween

- 20 mM glicina
- 1% BSA
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3.7 Material biologic.

En aquest treball s’ha utilitzat la linia americana W64A+/+ de Zea mays.

3.7.1 Esterilitzacio6 de les llavors de blat de moro.
Per créixer llavors en cambra de germinacié €s necessari esterilitzar-les per evitar la

infeccié amb fongs.

Protocol:
1- Rentar les llavors amb 500 ml de solucié d’hipoclorit de calci a 1’1% durant 10 minuts i amb
agitacio. La soluci6 d’hipoclorit de calci s’ha de preparar amb aigua Milli-Q autoclavada.

2- Fer quatre rentats de 10 minuts amb 500 ml d’aigua Milli-Q autoclavada i amb agitacio.

3.7.2 Germinaci6.

Les llavors esterilitzades es posen a la part superior (a uns 5 cm) d’un paper de filtre mullat
amb aigua Milli-Q autoclavada i plegat per la meitat. Col.locar de 8 a 10 llavors a cada
paper, separades entre si uns 3 cm. Enrotllar el paper de manera que a cada plec hi hagi tant
sols una llavor i col.locar-ho en un vas de precipitats que conté una tercera part d’aigua.
Aquest vas de precipitats s’ha embolicat amb paper de plata per tal de no deixar passar la
llum imitant les condicions de germinacié en camp. També cal cobrir amb paper de plata la
part superior del vas on sobresurten els papers. Posar a germinar a la cambra de germinacio,
les condicions de la qual s6n 16 hores de llum a 26°C i 8 hores de foscor a 24°C. Quan

aparéixen les primeres fulles, treure el paper de plata de la part superior.
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4. Apéndix

- Soques de llevat utilitzades:
- Y190: MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, lys2-801, trp1-901, leu2-3,
112, galdA, gal80A, cyh2, LYS2::GAL1yas-HIS3ta1a-HIS3, MEL1
URA::GALIyss-GALltata-lacZ.
- Y187: MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-109, leu2-3, 112, galdA,
met’, gal80A, URA::GALyas-GALrarta-lacZ, MELI.
- AH190: MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4A, gal80A,
LYS::GALIyas-GAL11aTa-HIS3, MELI
GAL2yas-GAL21aTa-ADE2, URA3::MEL 1yas-MEL1tATA-lacZ.

- Soques bacterianes utilitzades:
- BL21 (DE3): lambda DE3 (lacl, lacUVS5-T7 gene 1, ind1, sam7, nin5), F*-,
dem, ompT, hsdS(r*- B, m”- B), gal.
- DHSa: supE44, delta lacU169 (phi 80 lacZ delta M15), hsdR17, recAl,
endAl, gyrA96, thi-1, relAl.
- K803: soca de la genoteca de blat de moro (Clontech).

- Vectors utilitzats:
- pBluescript II SK: derivat de pUC19. lacZ, ColE1 origin, Amp' (X52328).
- pPGEX-KG: lac represor, Glutathione-S-transferase, fac promoter, Amp' .
Pharmacia (U13850).
- pGEM-T: Promega (A6130), per clonatges de PCRs.
- pET28: Novagen (69258-1). Promotor T7lac, N-terminal His-Tag, Thrombin,
T7-Tag.
- pAS2.1: GAL4(y.147 DNA-BD, TRP1, Amp', CYH®2. Clontech: U30497.
- pACT2: GAL4 (765.881, LEU2, Amp', HA epitope tag. Clontech: U29899.
- bacterofag EMBL3: Clontech Laboratories Inc., vector de la genoteca

comercial.
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- Bases de dades utilitzades :
- PubMed : http://www.ncbi-nlm.nih.gov

- BLAST : http://www.ncbi.nlm.nih.eov/BLAST

- EMBL : http://www.embl-heidelberg.de

- SMART : http://smart.embl-heidelberg.de

- Programes informatics utilitzats per analisis filogenétiques.

Les seqiiéncies van ser alineades amb el programa CLUSTAL W multiple-alignment
(version 1.5; Thompson et al., 1994). Dels programes Felsestein's PHYLIP (Felsenstein
1989), es va utilitzar el programa DNADIST per a generar la matriu de distancia basada en
’algoritme Jukes-Cantor. Aquesta matriu es va utilitzar per generar un arbre del tipus

neighbor-joining. Les analisis Bootstrap es van realitzar amb els programes Seqboot and

Consense de Felsestein's PHYLIP (Felsenstein 1989).
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