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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 done 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 done 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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------------------------------ Introducció

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

Totes les cè1.lules eucariotes reben constantment conjunts de senyals externs que afecten el

seu metabolisme, el seu estadi proliferatiu i el seu destí ce1.lular.Els senyals interce1.lulars

han de permetre a cada cè1.lula determinar la seva posició i el seu paper específic en cada

moment. Si bé un organisme unice1.lular està exposat a molts senyals diferents, en els

organismes multice1.lulars és, a més, necessari el desenvolupament de mecanismes de

senyalització per comunicar i coordinar el comportament de les diferents cè1.lules pel

benefici de l'organisme.

1.1 Principis generals de la senyalització cel.lular en sistemes animals. Tipus de

receptors de membrana.

Les cè1.lules dels animals superiors es comuniquen mitjançant molts tipus diferents de

molècules de senyalització com ara proteïnes, petits pèptids, aminoàcids, nucleòtids,

esteroides, derivats d'àcids grassos i, fins i tot, gasos com l'òxid nítric o el monòxid de

carboni. Aquests senyals poden trobar-se solubilitzats, units a la matriu extrace1.lular o

units a la superfície de la cè1.lulaveïna (Alberts et al., 1994).

La comunicació interce1.lularté lloc per la percepció del senyal mitjançant un receptor de la

cè1.lula diana. Cada cè1.lula està programada per respondre a una combinació específica de

molècules senyal. D'aquesta manera, la cè1.lu1arespon selectivament als diferents tipus de

senyals que rep del seu entorn segons l'especialització que ha patit durant el

desenvolupament (Alberts et al., 1994). La reacció ce1.lular davant un entorn determinat

depèn tant del conjunt de receptors que expressa la cè1.lula en aquell moment, com de la

maquinària intrace1.lular de la que disposa amb la qual la cè1.lula integra i interpreta la

informació que rep. Així doncs, una molècula senyalitzadora sovint té diferents efectes en

les cè1.lulesdiana (figura LI).

1



4 ..J.. t ..,~_·,,.,,,,,,,·t,·· ••••- .•~",,,,,~·~...,·_·,
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A) Múscul esquelètic B) Múscul de cor C) Cèl.lula secretora

CONTRACCIÓ RELAXACIÓ SECRECIÓ

Figura 1.1. Efecte d'un mateix senyal en tres tipus cel.lulars diferents. L'acetilcolina sobre

cèUules diana del múscul esquelètic provoca la contracció muscular, mentre que si és reconeguda

per receptors de cèl.lules del múscul de cor, provoca l'efecte contrari. D'altra banda, aquest

mateix receptor en cèUules secretores indueix un efecte secretor. Adaptat d'Alberts et al., (1994).

A excepció dels receptors intracel.lulars de senyals solubles, com per exemple les

hormones esteroides i tiroides, els receptors són proteïnes de membrana. S'han descrit tres

classes de receptors de membrana:

· Receptors lligats a un canal iònic: responsables de senyalitzacions ràpides sinàptiques

entre cèl.lules excitables elèctricament.

· Receptors units a una proteïna G: actuen indirectament regulant l'activitat de diferents

proteïnes dianes que poden ser enzims o canals iònics mitjançant una proteïna G. Aquest

tipus de receptors formen la família més gran de receptors de membrana.

· Receptors units a enzim: activen directament el seu domini catalític quan reben un senyal.

S'han descrit cinc classes de receptors units a enzims:

receptors guanilil-ciclases: generen directament GMP cíclic.

receptors tirosina fosfatases: eliminen el fosfat de fosfotirosines de proteïnes

específiques.

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

serina i/o treonina de proteïnes diana.

2



-----------------------------Introducció

receptors tirosina quinasa: afegeixen un grup fosfat a una tirosina de proteïnes

diana.

receptors associats a tirosina quinases: s'associen amb proteïnes que presenten

activitat tirosina quinasa.

Aquests dos últims grups són els receptors units a enzim més nombrosos en sistemes

animals i on s'ha estudiat més detalladament el mecanisme d'acció mitjançant el qual

transdueixen el senyal a l'interior de la cèl.lula.

1.2 El mecanisme d'acció 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 migració, el metabolisme, la

proliferació i la diferenciació (Schlessinger, 2000). Catalitzen la transferència d'un fosfat y

de l'A TP a grups hidroxils de tirosines de proteïnes diana (Hunter, 1998). L'estructura dels

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

i una regió extracel.lular que generalment està glicosilada i presenta varis dominis segons

les característiques estructurals dels quals es classifiquen en diferents famílies (figura 1.2).
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kinase
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-' -----'
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CYTOSOL membrane
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Figura 1.2. Família

de receptors RTK de

mamífers.

D 'AIberts et al.,

(1994).
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S'ha establert un mecanisme general per a l'activació dels receptors tirosina quinasa on la

unió d'un lligand específic provoca la dimerització del receptor (van der Geer et al., 1994).

Aquesta dimerització dóna lloc a l'autofosforilació del receptor, que normalment té lloc per

un mecanisme intermolecular (Ullrich et al., 1990; Schlessinger, 1997).

Tot i que tots els RTK són activats per dimerització, diferents lligands utilitzen diferents

estratègies per induir la dimerització del receptor. Molts lligands són molècules dimèriques

que contenen dos epítops idèntics d'unió a receptor com per exemple el factor de

creixement de plaquetes (PDGF) que és un dímer unit per ponts disulfur o el factor de

cèl.lules mare (SCF; stem cell factor) que forma un dímer per unions no covalents (Heldin,

1995). D'altres, com la hormona de creixement (GH) o la eritropoietina (EPO) són

citoquines bivalents i uneixen simultàniament dues molècules de receptors (Kossiakoff et

al., 1998). Una altra estratègia més complexa és la utilitzada per la família de factors de

creixement fibroblàstics (FGF) formada per 21 factors de creixement (Marski et al., 1998)

on l'activació del receptor FGFR requereix la cooperació d'una molècula accessòria de

proteoglican sulfat heparina (HSPG) (Yayon et al., 1991).

La dimerització pot tenir lloc entre dos receptors idèntics (homodimerització) o entre

diferents receptors de la mateixa família (heterodimerització). Sembla ser que la

dimerització per si sola és capaç d'activar la majoria de receptors. Així, mutacions en els

receptors del EGF o de la EPO que estabilitzen la forma dimèrica del receptor en absència

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

La dimerització ve seguida de l'autofosforilació dels receptors on una molècula de receptor

fosforila l'altra (Ullrich et al., 1990). No es coneix, pel moment, com s'inicia

l'autofosforilació. Una hipòtesi seria que el receptor monomèric tingués una activitat

quinasa basal suficient per fosforilar i activar el receptor del dímer que, seguidament,

podria fosforilar de manera recíproca. Una altra alternativa podria ser que la interacció dels

dominis catalítics intracel.lulars induís un canvi conformacional que permetés un increment

de l'activitat quinasa (Heldin, 1995).

L'autofosforilació té lloc en dues classes principals de residus de tirosina: residus tirosina

conservats del domini quinasa i seqüències reguladores susceptibles d'autofosforilació. La
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fosforilació d'aquestes regions no catalítiques té una funció important com a lloc d'unió de

molècules per la transducció del senyal que contenen dominis SH2 (Src-homology 2) o

dominis PTB (phosphotyrosine binding). Per exemple, el receptor PDFG~ (figura 1.3)

presenta nou llocs d'autofosforilació en el domini intracel.lular, un d'ells és important per

l'activitat catalítica, mentre que la resta són capaços d'interaccionar amb, com a mínim,

vuit molècules diferents implicades en la transducció del senyal (Heldin, 1995).

...•

57911-P""-sn I-p-'--:>'Src,,,,
'Bbc
{

~~

7161~p-/¡/-Grb2

HO P~PI3'qulnasa751 p'T--Rck
I

771 pL_.QAP

857 _-P

10091I-P~-. l'TP-1D1021 I··p--'~"PLC-l

Figura 1.3. El receptor PDFGf3 presenta nou llocs

d'autofosforilació en el domini intracel.lular. Un d'ells, la

tirosina 857, localitzada en el domini quinasa, és important

per l'activitat catalítica. La resta de residus fosforilats es

troben en la regió no-catalítica i són capaços d'interaccionar

amb, com a mínim, vuit molècules diferents implicades en la

transducció del senyal. De Heldin (1995).

Les proteïnes de senyalització que contenen dominis SH2 i PTB són modulars (Kuriyan et

al., 1997). Moltes d'aquestes proteïnes contenen activitats enzimàtiques i motius proteics

que els permeten la interacció amb altres proteïnes, fosfolípids o àcids nucleics

(Schlessinger, 2000). En la figura lA es representen diferents motius que participen en la

senyalització cel.lular dels RTK. Els dominis SH2 i PTB ja esmentats s'uneixen de manera

específica a motius pTyr, tot i que també s'han descrit alguns dominis PTB que s'uneixen a

seqüències peptídiques no fosforilades (Margolis, 1999).

S'han identificat altres dominis d'interacció proteics. Els dominis SH3 i WW s'uneixen

específicament a seqüències riques en prolines (Kuriyan et al., 1997). Els dominis

homòlegs Pleckstrin (PH) comprenen una gran família d'un centenar de dominis que
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s'uneixen a molècules del tipus fosfoinositides permetent l'associació a membrana (Czech,

2000). Un altre tipus de dominis, els FYVE, formen part d'una petita família de proteïnes

que s'uneixen específicament a Pdtlns(3)P (Fruman et al., 1999). Finalment els dominis

PDZ pertanyen a una gran família de proteïnes modulars independents que s'uneixen

específicament a residus hidrofòbics de la part C-terminal de proteïnes diana (Gomperts,

1996). Per altra banda, mentre que algunes proteïnes adaptadores com Grb2 o Nck només

contenen dominis SH2 i SH3 mitjançant els quals interaccionen amb proteïnes involucrades

en la transducció del senyal, altres proteïnes contenen activitats enzimàtiques addicionals

com activitat tirosina quinasa (Src, PKB), activitat tirosina fosfatasa (Shp2), activitat

fosfolipasa C (PLCy) o activitat Ras-GAP.

Així doncs, cada RTK hauria de ser considerat no només com un receptor amb activitat

quinasa sinó també com una plataforma de reconeixement i reclutament de proteïnes de

senyal específiques (Pawson et al., 1993).

Kinases
PTPases
PLCy
Ras-GAP
Rho-GRF

Figura 1.4. Les proteïnes modulars contenen diferents dominis d'interacció implicats en el control

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

La dimerització no és un mecanisme exclusiu dels RTK, també es dóna en els receptors

serina/treonina quinasa. En mamífers només s'ha descrit una família de receptors

serina/treonina, el receptor ~ del factor de creixement transformant (TGFR). Hi ha dos tipus

de receptors TGFR, el tipus I i el tipus 11,ambdós necessaris per la senyalització (Wrana et

al., 1992). El receptor de tipus 11forma un dímer en absència de lligand que té activitat

quinasa constitutiva capaç d'unir-se al lligand TGF~. Seguidament, el TGFR de tipus I

6
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s'uneix al complex i és fosforiIat en un residu serina (figura 1.5). Aquesta fosforilació

sembla ser la responsable de l'activació del receptor que activarà altres molècules de la via

de transducció del senyal.

TGF-O

11 11

o o

l
senyal

Figura 1.5. Mecanisme d'acció del receptor serina/treonina quinasa TGFR. El TGF{3 s'uneix

primer al dímer de receptors de tipus II amb activitat serina/treonina constitutiva. Aleshores, el

receptor de tipus I s'incorpora al complex i és activat per forforilació. Adaptat de Heldin (1995J.

1.2.1 Mecanismes d'acció de receptors atípics.

Tot i que la majoria de RTK transdueixen el senyal segons el mecanisme d'acció descrit en

l'apartat anterior. Aquests receptors atípics es caracteritzen per presentar un domini

intraceI.Iular que conté els 11 subdominis típics dels dominis quinasa amb canvis en alguns

aminoàcids conservats i invariables. Aquests residus es troben implicats en la unió de

l'ATP, el reconeixement del substrat i la transferència dels substrat (Hubbard et al., 1994).

Alguns d'aquests receptords atípics són ErbB3, H-Ryk, Cck4, H-Ror o Mec (veure figura

1.6).

H-Ryk
Cck4

M-Mepl
H-Rorl

H-Erb3
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III
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QQQLDFRREL
SLKMTFLGRA
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E
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D
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Figura 1.6. (pàgina anterior) Seqüències dels dominis III, Vlb i VII d'alguns receptors quinasa on

es poden observar canvis en residus aminoacídics essencials per i 'activitat quinasa. H-Ryk:

Human-receptor-like tyrosine kinase (P34925). H-Cck4: Human-Colon Carcinoma Kinase-4

(AAA87565). M-Mep1: Mouse-Murine eph-family protein (AAB5143 O). H-Ror1: Human-receptor

tyrosine Kinase-like orphan receptor1 (XP_046818). H-ErbB3 (P21860).

Un dels casos més ben estudiats és el de la família de receptors del factor de creixement de

l'epidermis (EGFR) formada per quatre membres: EGFR (ErbBl), ErbB2, ErbB3 i ErbB4.

La regulació de l'activació dels receptors ErbB és molt complexa. El receptor EGFR

s'uneix a una gran varietat de lligands com el EGF, el TGFa (transforming growthfactor),

l'amphiregulina (AR), l'HB-EGF (heparina-binding EGF-like growth factor), la

betacellulina (BTC) i l'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 família,

ErbB3 i ErbB4, s'uneixen a heregulines (HRGs) (Carraway et al., 1994; Plowman et al.,

1993a, 1993b). Aquests polipèptids, també coneguts com neuregulines (Neu), són

glicoproteïnes que contenen dominis d'immunoglobulines i EGF-like. Hi ha almenys 12

isoformes diferents de HRG que provenen de splicing alternatiu d'un únic gen (Holmes et

al., 1992; Falls et al., 1993; Marchioni et al., 1993; Wen et al., 1992). El reconeixement del

lligand indueix a la formació d'homodímers o heterodímers dels diferents receptors ErbBs.

S'han descrit fins a deu combinacions diferents d'homo i heterodímers d'ErbBs, les quals

no són igualment favorables (Pinkas-Kramarski et al., 1996). El receptor ErbB2 s'ha

proposat com la parella heterodimèrica més estable (Graus-Porta et al., 1997). En

experiments de ca-expressió 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'existència d'aquest heterodímer és molt interessant, ja que el receptor ErbB3

presenta un domini quinasa no catalític. La manca d'activitat del domini quinasa d'ErbB3

s'ha demostrat en varis sistemes com per exemple en cèl.lules d'insecte (Guy et al., 1994) i

en anàlisis bioquímiques amb el domini quinasa purificat (Sierke et al., 1997). L'anàlisi de

la seqüència aminoacídica del domini quinasa mostra la substitució de quatre residus
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aminoacídics conservats en totes les tirosines quinasa (Hanks et al., 1988). En la figura 1.7

es mostra un d'aquests canvis aminoacídics.

ErbB3 MVHRNLAARN

ErbBl LVHRDLAARN

ErbB2 LVHRDLAARN

ErbB4 LVHRDLAARN

D

Vlb

Figura 1.7. Substitució en el subdomini VI del domini catalític

d'ErbB3 de l'àcid aspàrtic essencial per l'activitat quinasa per

una asparagina.

Tot i que ErbB3 no té activitat catalítica, no només participa en la transducció del senyal

interaccionant amb altres membres de la seva família formant heterodímers, sinó que té una

funció imprescindible. Embrions de ratolins knock-out per ErbB3 presenten severes

neuropaties letals (Riethmacher et al., 1997). Anàlisis evolutives del receptor ErbB3

mostren la conservació del seu domini quinasa defectiu, suggerint que aquest domini

quinasa té una funció independent de l'activitat catalítica (Stein et al., 2000). Aquesta

funció podria ser la interacció amb altres membres de la família de receptors i altres

proteïnes. ErbB3 presenta una cua C-terminal més llarga amb més residus tirosina

susceptibles de ser fosforilats (Waterman et al., 1999). S'ha pogut comprovar que aquests

residus es fosforilen en l'heterodímer ErbB2-ErbB3. Per altra banda, un cop fosforilat, s'ha

proposat que el domini C-terminal d'ErbB3 pot interaccionar amb altres proteïnes

intracel.lulars.

Un altre exemple de receptor atípic on s'ha estudiat el mecanisme d'acció és el receptor H­

Ryk. Els canvis aminoacídics més importants que conté H-Ryk són 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 són essencials per l'activitat catalítica dels RTK

(Katso et al., 1999). Per tal d'estudiar l'efecte d'aquestes substitucions es van realitzar

receptors quimèrics 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

aproximació permet l'anàlisi molecular de receptors de lligand desconegut. Els resultats

9
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d'aquest estudi van mostrar com tot i ser catalíticament inactiu, l'estimulació del lligand del

receptor quimèric provoca l'activació de la via MAPK. Aquests resultats impliquen que el

receptor podria transduir el senyal a través de proteïnes auxiliars per mecanismes encara no

caracteritzats.

1.3 La transducció del senyal, la via de les MAPKs.

Un cop el senyal s'ha unit a un receptor, cal que s'activi una via de transducció específica

per tal que els gens diana que representen la resposta cel.lular al senyal extraceI.1ular

puguin activar-se.

La via de transducció de senyal de les MAPKs (Mitogen-Activated Protein Kinase) és el

mecanisme més estès i conservat de la regulació ceI.1ulareucariota (Kyriakis et al., 200 I).

Totes les cèl.lules eucariotes tenen múltiples vies de MAPK que els permeten respondre a

molts estímuls extracel.lulars com factors hormonals i de creixement, citoquines i estressos

ambientals com el xoc osmòtic o les radiacions ionitzades a través de diversos receptors

(Whitmarsh et al., 1995). Una de les grans famílies de receptors que activa la via MAPK és

la família Ras formada per proteïnes GTPases monomèriques ancorades a membrana, tot i

que també alguns receptors quinasa són capaços d'activar MAPKs.

Totes les vies de MAPK presenten tres passos claus per a la transducció del senyal (figura

1.8). L'activació d'una proteïna MAPK per la fosforilació de residus treonina i tirosina és

catalitzada per la família de proteïnes quinases MAPK kinases (MAPKK) també

anomenada MAPK/ERK kinases (MEK) que, a la vegada, està regulada per una fosforilació

serina/treonina catalitzada per la família de proteïnes quinases MAPK-Kinase-Kinase

(MAP3Ks) (Herskowitz, 1995; Kyriakis et al., 1996). Aquestes dues fosforilacions

seqüencials tenen lloc en residus conservats del subdomini VIII del domini quinasa.

L'elevada diversitat de proteïnes amb activitat MAP3K reflecteix la varietat d'estímuls que

poden ser transduits per aquesta via. Conseqüentment, les proteïnes MAPK tenen una gran

especificitat de substrat podent regular un ampli rang de processos ceI.1ulars com

l'organització del citoesquelet, l'homeòstasi de metabolits, el creixement ceI.1ular i

l'apoptosi (Kyriakis et al., 1996). Mentre que es coneix amb detall els components

moleculars que regulen el triple mòdul de quinases, els mecanismes pels quals les proteïnes

MAP3K reben la informació dels receptors són molt menys coneguts. En l'apartat 1.3.1 es

10



------------------------------Introducció

descriurà una família de proteïnes MAPKinasa identificada recentment que suposadament

actua com a reguladora de la cascada MAPK.

Unió de la proteïna activadora (GTPase,
proteïna adaptadora ... j, translocació a
membrana, oligomerització i fosforilació

MAP3K J t;AP3K
- .

inactiva activa

(,~~.~ ~~
Ser SerfThr••
-L(~~~J

ThrTr••/
Proliferació, apoptosi, desenvolupament,
morfogènesi. cicle cel.lular, reparació
cel.lular ...

Figura 1.8. Esquema general de la via MAPI( la

senyalització es dóna per una fosforilació seqüencial

lineal d'un mòdul triple de quinases que consisteix

en MAP Kinase Kinase Kinase (MAP3K), MAP

kinase Kinase (MAP2K) i MAPK. Adaptat de

Kyriakis et al. (2001).

En els sistemes animals s'han definit tres famílies de MAPKs: ERKs (Extracellular signal­

regulated kinase), JNKs (cJun NHrterminal kinase) també anomenades SAPK (Stress­

activated protein kinase) i p38 kinases (Abe et al., 1999). Les proteïnes ERKs es divideixen

alhora amb 4 subfamílies de les qual ERKl i ERK2 són les més ben caracteritzades i s'han

relacionat amb processos de proliferació, diferenciació, control del cicle ce1.lular i

supervivència ce1.lular (Ligterink i Hirt, 2001). La família SAPKlJNK pot ser activada per

diferents tipus d'estrès com un xoc de calor, l'estrès hiperosmòtic i la irradiació

ultravioleta. D'altra banda, les MAPK de la família p38 també s'activen per determinats

estressos ce1.lulars i per citoquines (Ligterink i Hirt, 2001).

El control dels diversos processos ce1.lularsen resposta al conjunt d'estímuls extrace1.lulars

per les MAPKs implica una especificitat de l'activació de les MAPKs (Chang i Karin,

2001). En termes generals, s'han descrit alguns mecanismes bàsics per assegurar una

activitat específica MAPK. Un d'aquests mecanismes es basa en l'organització dels

components de la cascada MAPK gràcies a proteïnes que fan una funció de sosteniment

11
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(scaffold). Un exemple d'aquest mecanisme és la proteïna HPl de mamífers que organitza

JNKl/2, MKK7 i la MAP3K MLKl en una estructura específica de senyalització (figura

1.9a). Un segon mecanisme es base en la interacció física entre els diferents membres de la

cascada per la seva activitat. Cada interacció és inhibida per l'activació de la quinasa que es

troba més avall de la via (figura 1.9b). Mentre que el primer mecanisme descrit incrementa

l'especificitat a expenses de l'amplificació del senyal, la interacció seqüencial provoca una

amplificació de senyal alhora que manté l'especificitat. Un tercer mecanisme més complex

es basa en la capacitat de les MAPKs de regular indirectament l'expressió dels lligands i els

inhibidors dels receptors de membrana (figura 1.9c).

• b

Stimulus
t

•

••••••
Iii
••••

t
Response

e
, "', , ,...0, t,#,:\ ",---,

, ,'. <

, '.' ", ' -"-' ..

,:,;:t!A~<¿
ed. ..

Figura 1.9. Mecanismes d'activació MAPKs. a: Modul de senyalització específic de JIP 1. b:

Interacció específica i seqüencial entre membres MAPKs. MEKKI interacciona amb MKK4

inactiva formant el complex MEKKI-MKK4. MEKKI fosforila i activa MKK4 dissociant el

complex. MKK4 activa és capaç d'interaccionar amb JNK, que és activat i alliberat podent

fosforilar altres efectors com a resposta de la via. e: Patró específic espaial d'activació MAPK dels

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

En mamífers els components de les vies MAPK (MAP3K, MAP2K i MAPK) estan ben

caracteritzats així com els diferents mecanismes d'activació (com s'ha vist en la figura 1.9).

Malgrat tot, el pas de més amunt de la via, l'activació i fosforilació de MAP3K és un dels
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punts menys coneguts. En el següent apartat es descriu una família de proteïnes, les Ste20,

que s'han identificat en els darrers anys amb una suposada funció MAP4K.

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

Kinasa.

La proteïna Ste20p fou descrita per primera vegada com una proteïna quinasa involucrada

en la via de transducció de creuament cel.lular en Saccharomyces cerevisiae (Wu et al.,

1995). Aquesta via (figura 1.10) s'inicia per la unió de la feromona peptídica al seu

receptor que activa una proteïna G heterotrimèrica permetent l'activació de la via de

MAPK Ste11p (MAP3K), Ste7p (MAP2K) i Fus3p i Kss1p (MAPKs) (Gustin et al., 1998).

Recentment s'ha descrit la fosforilació directa de la MAP3K Ste11p per la proteïna Ste20p,

demostrant que Ste20 actua com una MAP4K (Wu et al., 1995; Drogen et al., 2000).

Pheromone
-...f".

Figura 1.10. L'activitat MAP4K de la proteïna

Ste20 de S. cerevisiae. La unió de la feromona

activa el receptor trimèric de proteïna G

provocant l'intercanvi de GTP i alliberant les

subunitats G[3 i Gy Seguidament, G[3 recluta la

proteïna de sosteniment Ste5 i la proteïna Ste20,

activada per la unió de Cdc42. Ste20 forforila la

MAP3K Ste11 que seqüencialment fosforila Ste7

iFus3. De Dan et al. (2001).

En els darrers anys s'han identificat proteïnes similars a Ste20 en humans (fins a 30

proteïnes), en Drosophila, en Caenorhabditis elegans i en d'altres organismes. Les

proteïnes de la família Ste20 estan formades per dues regions: un domini quinasa i un

domini no catalític regulador. El domini quinasa està format pels 11 subdominis conservats
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de les proteïnes quinasa (Hanks et al., 1995). En el subdomini VIII les proteïnes Ste20

contenen un pèptid específic i conservat (v/iGTPyWMAPEu) que és el responsable del

reconeixement del substrat. Segons la posició del domini quinasa, les proteïnes Ste20 es

classifiquen en dues famílies:

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

terminal i conté motius CRIB en la regió reguladora .

. la família GCK (Germinal Center Kinase) que tenen el domini quinasa a la regió N­

teminal i mostren una elevada diversitat estructural en la regió no catalítica.

Segons una anàlisi filogenètica realitzada per Dan i col.laboradors (2001), les famílies PAK

i GCK es poden dividir en dos i vuit subfamílies respectivament (figura 1.11).

.•; - I Ste20

l'esquema

les

mamífers

(2001).

humanes, en vermell les

de Drosophila i en blau

les de Caenorabditis

elegans. De Dan et al,

estructural de cada

mostren

subfamília. En negra es

Figura 1.11. Arbre

filogenètic realitzat amb

els dominis quinasa de

les proteïnes Ste20 de
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Aquesta família proteica s'ha descrit molt recentment i el mecanisme d'acció a través del

qual poden activar proteïnes MAP3K roman encara molt desconegut. A continuació

s'expliquen els dos models activació que s'han establert fins ara per proteïnes de la família

GCK.

1.3.2. Mecanisme d'acció de proteïnes GCKs de mamífers.

La capacitat de fosforilar proteïnes MAP3Ks, presentant una funció MAP4K, s'ha pogut

observar només en algunes proteïnes Ste20 de mamífers. En la família PAK, s'ha demostrat

que la proteïna PAK2 és la responsable d'activar MAP3K Raf-l a partir de la GTPase Ras

(Sunn et al., 2000). Per altra banda, s'ha proposat que la proteïna Ste20 de llevat activa el

mòdul Hogl de MAPK pressumiblement per fosforilació de la MAP3K Stell (Raitt et al.,

2000). Pel que fa a les proteïnes de la família GCK s'han descrit dos possibles mecanismes

d'acció, en concret amb membres de la subfamília GCK-I (figura 1.12).

Una de les vies estudiades és la de la proteïna HPKl (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. HPKl fosforila les proteïnes

MEKKl (MAPK kinase kinasel) i MLK3 (mixed-lineage kinase 3) in vitro que activen la

via SAPK/JUNK. Tot i que el mecanisme d'activació de HPKl no es coneix, es proposa

que la seva autofosforilació indueix un canvi conformacional que provoca l'accessibilitat

de HPKl a les proteïnes MAP3K (Kiefer et al. 1996). L'activació de SAPK per la

sobreexpressió de HPKl és inhibida per una forma dominant negativa de MEKKl i MLK3,

mentre que una forma quinasa deficient de HPKl no pot activar la via SAPK (Hu et al.,

1996; Kiefer et al., 1996). Aquests fets suggereixen una via de fosforilació seqüencial

HPKl-MEKKl/MLK3-MKK4-SAPK (Dan et al., 2001) representada en la figura 1.12A.

Aquests estudis van ser la primera evidència experimental de l'existència d'activitat

MAP4K en cèl.lules de mamífer. Només hi ha una altra proteïna GCK que s'ha demostrat

que fosforili MAP3K, la GLK (GCK-like) també de la subfamília I (Diener et al., 1997).

Altres membres de la subfamília GCK-I transdueixen el senyal del factor de necrosis

tumoral (TNFa) a la via de SAPK per un mecanisme d'acció diferent a l'anterior (figura

1.12B). El receptor TNFRa no presenta un domini catalític, sinó que la unió del lligand
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provoca la homotrimerització activant el reclutament dels efectors de la via de transducció.

El trímer 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 família

de proteïnes TRAF caracteritzada per un domini C-terminal conservat TRAF, unes

repeticions de dits de zenc en la regió central i un domini RING a N-terminal (Kyriakis,

1999). Les proteïnes GCK i GCKR s'han descrit com a proteïnes efectores de TRAF

(Pombo et al., 1995; Shi et al., 1997; Yuasa et al., 1998). Aquestes proteïnes s'associen in

vivo al domini TRAF de TRAF2, on la regió no catalítica de GCK és fonamental per

aquesta unió (Yuasa et al., 1998). De fet, totes les proteïnes GCK que activen la via

TNFRa presenten motius conservats en les seves regions no catalítiques, suggerint que tots

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

A Model seqüencial de fosforilació

~

B
'"

Model d'interacció

Figura 1.12. Models de transducció del senyal de proteïnes GCK-L A: Mecanisme d'acció de la

proteïna HPK1 que activa el seu efector MAP3K per una fosforilació directa. B: Mecanisme

d'acció en la via de transducció del TNFR. La proteïna 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 l'activació de SAPK per algunes quinases GCK-I té lloc per la interacció amb

proteïnes MAP3K, i no pas per la seva fosforilació. En aquest sentit, cèl.1ules 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'activació de MAP3K

independent del domini quinasa s'ha observat també en membres de la subfamília IV com

NIK/HGK, TNIK i MINK (Dan et al., 2000; Fu et al., 1999; Su et al., 1997). Una possible

explicació d'aquests fets podria trobar-se en uns estudis que demostren que proteïnes

MAP3K, com la MEKK1, s'activen per una autofosforilació intermolecular després de la

unió amb un cofactor (Deak i Templeton, 1997). També la MAP3K MLK3 s'ativa per una

autofosforilació intermolecular per la formació d'homodímers (Leung et al., 1998). Això

indica que els mecanismes que promouen la dimerització de proteïnes MAP3K o que

estabilitzen les estructures de MAP3K per permetre una fosforilació intramolecular són

importants per la seva activació, suggerint que les proteïnes MAP4K podrien ser

responsables d'estabilitzar les estructures de MAP3K activades (Dan et al., 2001). El paper

del domini catalític de les proteïnes MAP4K es desconeix en molts casos, però una hipòtesi

seria que la seva autofosforilació incrementés la seva afinitat per la unió amb MAP3K (Dan

et al., 2001). De fet, l'activació de SAPK més forta s'aconsegueix quan el domini no­

catalític està lliure. Per tant, l'autofosforilació de la GCK probablement canviï la

conformació intramolecular permeten que la regió no catalítica estigui més accessible a

proteïnes MAP3K (Yuasa et al., 1998).
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2. La senyalitació cel.lular en plantes.

La naturalesa sèssil de les plantes fa que hagin d'apaptar-se a un gran nombre d'estímuls

externs ambientals com la temperatura, l'atac de patogens, la presència o absència 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 molècules senyal que són reconegudes

per una àmplia 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 proteïnes quinasa de

procariotes, com el receptor de la llum fitocrom i el de l'etilè (Fankhauser et al., 1999;

Rodríguez et al., 1999). Altres receptors descrits en plantes són proteïnes canals de

membrana com per exemple EIN2, una proteïna amb 12 dominis transmembrana similar als

transportadors de metall d'animals NRAMP implicada en la via de l'etilè, l'àcid jasmònic i

l'àcid absíssic (Alonso et al., 1999). D'altra banda, a Arabidopsis també s'han identificat

alguns receptors units a proteïnes G (Plakidou-Dymoc et a!., 1998).

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

seva diversitat i les funcions en les que estan implicats.

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

Els receptors quinasa de plantes, o RLKs (Receptor-like Kinase), presenten una estructura

transmembrana similar a la dels RTK d'animals amb un domini extracel.lular, una única

regió transmembrana i un domini citoplasmàtic quinasa. Mentre que en animals tots els

receptors units a enzim són tirosina quinasa, amb l'excepció del receptor TGFR, en plantes

tots els RLKs són serina/treonina quinasas. Segons els dominis que presenten en la regió

extracel.lular, els RLKs s'han classificat en cinc famílies (Walker, 1994) (figura 1.13).
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LRR-domaín" RCC1·Jjke
-- doma!n

TNFR
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Figura 1.13. Classificació dels RLKs segons els dominis estructurals extracel.lulars. S'indica el n°

de gens aproximat de cada subfamília a Arabidopsis així com lesfuncions 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 típic d'interacció

proteïna-proteïna. 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 proteïnes RLKs amb funció coneguda es

presentaran en més detall en apartats posteriors.

Un altre tipus de RLK són els receptors que presenten un domini extracel.lular similar a les

glicoproteïnes dellocus S de Brassica, implicades en mecanismes d'autoincompatibilitat

(Nasrallah et al., 1993). Aquest mecanisme es presenta més endavant en l'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 està representat per la família d'Arabidopsis WAKs (wall associated serine-threonine

kinases) (He et al., 1996).
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Un altre grup de RLKs es defineix per la presència d'un domini tipus TNFR-like que conté

dues regions conservades: un domini ric en cisteïnes similar a la del receptor del factor de

necrosis tumoral de mamífers (TNFR) i una regió que conté 7 còpies d'uns 39 aminoàcids

que estan relacionats amb proteïnes GTPases RCCl eucariòtiques (Renault et a!., 1998).

Aquesta classe es va identificar per l'aïllament i anàlisis del gen CRlNKLY4 (CR4) de blat

de moro (Becraft et a!., 1996). A Arabidopsis hi ha almenys cinc gens relacionats de funció

desconeguda.

La classe de receptors lectin-like està 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 transducció de senyal per oligosacàrids (Hervé et al., 1996).

A Arabidopsis s'ha descrit un únic receptor que no presenta cap dels dominis descrits en les

cinc famílies descrites. Es tracta d'un receptor del tipus PR5, PR5K (pathogenesis-related 5

kinase) (Wang et al., 1996) que està format per un domini extracel.lular similar a les

proteïnes PR5 que s'acumulen en l'espai extracel.lular en presència de microorganismes

patogens. Els inductors de les proteïnes PR5 no tenen cap efecte en l'expressió de PR5K

(Wang et a!., 1996), per tant, tot i les semblances estructurals, no està clara la relació amb

proteïnes PR5.

A partir de crivellats de llibreries de diferents teixits, sota diferents estressos o entre

diferents espècies, de l'anàlisi de mutants o mitjançant la tècnica de peR s'han clonat molts

RLKs 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

funció, ni els lligands, ni els efectors. En la taula 1.1 es mostren els RLKs clonats fins al

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

duen a terme en els casos que es coneix.

espècieclassefunció bibliografia
CLAVATAI

Arabidopsis thaliana23 LRRdesenvolupamentClark et al.,
(CLVl)

meristems1997
CLAVATA2

Arabidopsis thalianaLRRdesenvolupamentKayes and
(CLV2)

meristemsClark, 1998
ERECTA

Arabidopsis thalianaLRRformació d'òrgansTorii et al., 1996

(morfogènesi)FLS2
Arabidopsis thalianaLRRpercepció flagelinaGómez-Gómez

et al., 2000Crinkly4 (CR4)
Zea maysEGFdesenvolupamentBecraft et al.,

fulla
1996

Brassinosteroid
A rabidopsis,25LRRsenyalitzacióLi et al., 1997

I (BRl)
tomàquet i pèsol Brassinosteroids

OsBRIl
Oryza sativaLRRsenyalitzacióSharma et al.,

Brassinosteroids
2001

SRK
Brassica S-domainResposta SIStein et al., 1991

HAESA

Arabidopsis thaliana21LRRAbscisió floralJinn et al., 2000

(RLK5) Xa21
Oryza sativa22LRRresistència aSong et al., 1995

patogensLRKIO
Blat domini-SresistènciaFeuillet et al.,

1997SERKI-5
Arabidopsis thaliana5LRRdesenvolupamentHecht et al.,

embrió
2001

DcSERK
Daucus carota5LRRdesconegudaSchmidt et al.,

1997ZmSERK
Zea mays5LRRdesconegudaBaudino et al.,

2001PRKI
Petunia inflata5LRRdesenvolupamentMu et al., 1994

del poUenLePRKI i 2
Lycopersicon6i5desenvolupamentMuschietti et al.,

esculentum
LRRpost-polinització1998

RLKI i 4
Zea maysS-domaindesconegudaWalker i Zhang,

1990RLIG
Arabidopsis thalianaCXgCXXdesconegudaCzenic et al.,

CXl1*
1999

TMKI
Arabidopsis thaliana13 LRRdesconegudaChang et al.,

1992OsTMK
Oryza sativaLRRdesconegudavan der Knaap et

al., 1999
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NtTMKl Nicotiana tabacum11 LRRdesconegudaCho i Pai, 2000

TMKLl

Arabidopsis thaliana7LRRdesconegudaValon et al.,
1993SARK

Phaseolus vulgaris3.5 LRRsenescènciaHajouj et al.,
2000WAKl-5

Arabidopsis thalianaEGFelongació cel.lularHe et al., 1996

LLRPK

Arabidopsis thalianaleucin-possible funció enDeken i

Zlpper

recepció de la llumKaldenhoff,
1997RPKl

Arabidopsis thaliana5LRR(s'indueix ambHong et al.,
diferents estressos)

1997
CrRLKl

Catharanthus roseusdescone-desconegudaSchulze-Muth et
guda

al., 1997
INRPKl

Ipomoea nil26LRRdesconegudaBasset et al.,
2000RFKl,2 i 3

Arabidopsis thaliana13 LRRdesconegudaTakahashi et al.,
1998PR5K

Arabidopsis thalianaPR5desconegudaWang et al.,
1996RKCl

Arabidopsis thalianaCXsCX2desconegudaOhtake et al.,
C*

2000
RKSl

Arabidopsis thalianaS-domaindesconegudaOhtake et al.,
2000lecRK-al, 2, 3 i

Arabidopsis thalianalectinadesconegudaHerve et al.,
4

1999
SbRLKl

Sorghum bicolor (L.)5LRRdesconegudaAnnen i
Stockhans, 1999LTKl,2 i 3

Zea mays8LRRdesconegudaLi et al., 1998

KIKl

Zea mays S-domaindesconegudaBraun et al.,
1997ZmPRKl

Zea maysS-domaindesconegudaZhang i Walker,
1993GmRLKl,2 i3

Glicine maxLRRdesconegudaYamamoto i

Knap,2001GmCLVIAiB
Glicine maxLRRdesconegudaYamamoto et

al., 2001ARKl
Arabidopsis thalianaS-domaindesconegudaTobias et al.,

1992

(*) Motiu identificat en proteïnes que s'indueixen sota àcid salicilic (SA).
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2.2 Diversitat de RLKs d'Arabidopsis: comparació entre genomes seqüenciats.

Fa poc més d'una dècada 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 proteïnes que presenten una estructura

similar a RLK. Anàlisis filogenètiques de totes les seqüències 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 seqüències, 10 van mostrar més

similitud amb la família Raf quinases i 193 no presentaven una configuració de receptor per

no presentar el pèptid senyal i/o la regió transmembrana. Els 417 gens restants amb

configuració 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).

Gene

Name

~r

Slructural Subfamilies with

Organizatiou Similar Organizalion

II I
Exlracellular domain TM Kiuase domain

Bleecker (2001).

Figura 1.14. Esquema de la

família RLK d'Arabidopsis. La

línia grisa vertical representa

la posició de la membrana. Les

diferents subfamílies s 'han

assignat segons lafilogènia del

domini quinasa. Les

subfamílies amb més d'un 30%

de membres estan senyalades

amb un asterisc. De Shiu i
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La finalització de les seqüències dels genomes d'Escherichia coli, Synechocystis sp.,

Sacchromyces cerevisiae, C. elegans, Drosophila i Homo sapiens ha permès la realització

d'estudis comparatius. L'esquema de la figura 1.15 mostra una comparació de proteïnes

entre els diferents genomes seqüenciats fins al moment. En aquest estudi es pot observar

una evolució independent de la majoria dels factors de transcripció de plantes on només

entre el 8-23% de factors estan relacionats amb la resta de genomes eucariòtics. De manera

oposada, entre el 48 i el 60% de gens involucrats en la síntesi de proteïnes tenen el seu

equivalent en els genomes eucariotes, reflexant una elevada conservació. D'altra banda,

l'elevada proporció entre proteïnes metabòliques i energètiques d'Arabidopsis i bacterianes

reflecteixen l'adquisició ancestral d'aquests gens bacterians. Finalment, és important

destacar la comparació entre organismes eucariotes unicel.lulars i multicel.lulars que

mostra com els gens d'Arabidopsis involucrats en la comunicació cel.lular i la transducció

del senyal tenen més homòlegs en eucariotes multicel.lulars que no en llevats; indicant la

necessitat d'aquest conjunt de gens per la comunicació en organismes multicel.lulars (The

Arabidopsis Genome Initiative, 2000).
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Figura 1.15. Comparació proteica funcional entre els genomes totalment seqüenciats d'E. coli,

Synechocystis, S. cerevisiae, C. elegans, Drosophila i Homo sapiens amb Arabidopsis. En l'eix de

les ordenades, 0.1=lO%. Adaptat d'Arabidopsis Genome Initiative, (2000).

24



------------------------------Introducció

De fet, anàlisis comparatives entre Arabidopsis, C. elegans i Drosophila dónen suport a la

idea de que les plantes han evolucionat les seves pròpies vies de transducció del senyal

(McCarty i Chory, 2000). En aquest sentit, cap dels components majoritaris de les vies de

senyalització de vertebrats, mosques o cucs, com Wingless/Wnt, Hedgehog, Notch/linl2,

JAK/STAT, TGF-~/SMADs, receptors tirosina quinasalRas o receptors esteroides

hormonals nuclears, s'han trobat a Arabidopsis. Per altra banda, els receptors lligats a

proteïnes G, que són molt abundants en els genomes de mamífers, només estan representats

amb 27 membres a Arabidopsis, segons el programa d'anàlisis de seqüències INTER-PRO

(The Arabidopsis Genome Initiative, 2000).

Per tal de comparar les proteïnes quinases eucariotes (tant les serina/treonina com les

tirosina quinases) amb els RLKs descrits a Arabidopsis s'han realitzat estudis filogenètics.

En aquest estudi, tant les 16 subfamílies de RTKs, les proteïnes Raf quinases, les

serina/treonina quinases com les RLKs formen un grup monofilètic indicant un origen

diferent per cadascun d'ells (Shiu i Bleecker, 2001). D'altra banda, per tal de determinar la

presència de proteïnes similars als RLKs en eucariotes, es va utilitzar com a model la

seqüència del domini quinasa de I'RLK d'Arabidopsis CLV 1. Aquest estudi va permetre la

descripció de 5 proteïnes 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 CLVl i

al domini quinasa de Pelle. Les 7 plantes florals, tant dicotiledònies com monocotiledònies,

presenten entre un 0,18 i el 0,6% d'ESTs que corresponen a membres de la família

RLK/Pelle. Mentre que, per altra banda, a excepció dels tres ESTs de Drosophila, cap dels

altres organismes presenta proteïnes similars a RLKs. De fet, el baix nombre de

representants de la família RLK/Pelle en animals comparat amb l'elevat número

d'Arabidopsis indica que l'expansió dels RLKs en plantes va tenir lloc després de la

divergència dels llinatges de plantes i animals. La hipòtesi alternativa d'una important

pèrdua 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 RLKlPelle suggerint que aquesta família gènica tenia una mida similar

abans de la diversificació dels llinatges vegetals.
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Taula 1.2. ESTs homòlegs a RLK descrits en diferents organismes.

De Shiu i Bleecker (2001).
Organism

Total EST*RLK homologs%EST

Porphyra yezoensis

10,185OO

C. elegans

109,095OO

D. melanogaster

95,21130.003

Chlamydomonas

55,860OO

reinhardtíi Marchantia polymorpha

1,30710.077
Mosses

9,159190.207

Ceratopteris richardii
2,83870.247

Pinus taeda
21,7971000.459

Arabidopsis thaliana

112,4676200.551

Glycine max

122,8437040.573

Lotus japonicus

26,8441350.503

Lycopersicon esculentum

87,6805260.6

Oryza sativa

62,3901850.297
Triticum aestivum

44,1321780.403

Zea mays

73,9651350.183

*The searcheswere conducted based on ESTavailable trom GenBank as ot Dec.
15,2000.

Tenint en compte el model d'unió del lligand als dominis extracel.lulars dels receptors,

l'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 peptídiques en plantes és

molt gran. Contràriament a les hormones peptídiques animals, els suposats lligands

peptídics identificats en plantes no corresponen a famílies gèniques suggerint que són

altament especialitzats (McCarty i Chory, 2000).

2.3. La funció dels RLKs en plantes.

Hi ha molt pocs casos on es coneixi la funció dels RLKs i aquests estan implicats en un

rang molt divers de processos de senyalització com la via de senyalització dels

brassinosteroids BRIl (Li et al., 1997); el desenvolupament meristemàtic controlat per

CLVl (Clark et al., 1997); la percepció de la flagelina per FLS2 (Gómez-Gómez i Boller,

2000); el control del desenvolupament de la fulla per Crinkly4 (Becraft, 1996); la regulació

de l'abscissió per HAESA (Jinn et al., 2000); el control d'autoincompatibilitat per SRKs

(Stein et al., 1991) i la resistència a bacteris mitjançant Xa21 (Song et al., 1995).
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Recentment s'han pogut identificar els lligands de SRK (Schopfer et al., 1999), CLVI

(Brand et al., 2000), BRIl (Wang et al., 2001) i FLS2 (Gómez-Gómez et al., 2001). Així

com també s'han descrit algunes proteïnes 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'acció més ben estudiats s'expliquen en més detall en aquest

treball en els apartats següents.

2.3.1 La percepció i senyalització hormonal dels Brassinosteroids.

Als sistemes animals s'han descrit dos mecanismes d'acció diferents per l'acció

d'hormones esteroides: la regulació gènica per receptors nuclears on les hormones entren

per difusió en la cèl.lula pel seu caràcter hidrofòbic (Beato et al., 1995) i una resposta

mitjançant la unió a receptors de membrana (Wehling, 1997). En plantes, no s'ha identificat

cap homòleg de receptor nuclear (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000), però el

mecanisme a través de receptors de membrana sembla que podria estar conservat en els dos

sistemes.

Els brassinosteroids (BRs) són les hormones esteroides més representatives en els vegetals

i, com les hormones esteroides animals i humanes, deriven del colestà (Sakurai i Fujioka,

1997). Plantes mutants defectives en la via de síntesi o en la percepció de BRs mostren un

fenotip nan, una reducció de la fertilitat, un retard en la senescència i un desenvolupament

independent de la llum (Wang et al., 2001). S'han descrit dos tipus de mutants BRs en

Arabidopsis, tomàquet i pèsol que mostren el mateix fenotip: mutants defectius BRs que

estan afectats en algun enzim o substrat de la via de síntesi de BRs, com per exemple det2 o

dwf4, i mutants insensibles a BR anomenats brU, cbb2 o bin (Altmann, 1998). A diferència

dels primers, aquests tres mutants bril no són rescatats per l'aplicació exògena de BRs,

mentre que són sensibles a altres hormones com les giberalines, l'auxina i l'àcid jasmònic

(Kauschmann et al., 1996). Aquests tres mutants bril, cbb2 i bin al.lèlics afecten al mateix

gen BRll, suggerint el paper específic d'aquest gen en la percepció de BRs o en la

transducció del senyal (Schumaker i Chory, 2000). BRI] codifica per un RLK que presenta

un motiu leucin-zipper en el seu domini extracel.lular seguit de 25 LRR amb un domini de

70 aminoàcids entre el LRR 21 i el 22, un domini transmembrana i un domini intracel.lular

serina/treonina quinasa, l'activitat quinasa del qual ha sigut demostrada (Wang et al.,
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2001). L'expressió de BRlJ és ubíqua i la proteïna es localitza a la membrana (Friedrichsen

et al., 2000). L'estructura de BRU i la seva localització suggereix que uneix un lligand

extracel.lular i transdueix el senyal pel domini quinasa. En la bibliografia, dos treballs

demostren la funció receptora de BRU pel Brassinolid (BL), el brassinosteroid

biològicament més actiu (He et al., 2000). He i col.laboradors (2000) han desenvolupat un

receptor quimèric amb el domini extracel.lular i el domini transmembrana de BRU fusionat

amb el domini quinasa de Xa21, un receptor d'arròs de resistència a patogens. L'expressió

de Xa21 inicia mort cel.lular quan s'inocula amb un fong incompatible, provoca un estrès

oxidatiu i indueix la transcripció de gens específics. Tots aquests efectes són excel.lents

marcadors que mostren l'activitat de la via de senyalització de Xa21. Els resultats de

l'expressió del receptor quimèric BRU-Xa21 van mostrar que aquest receptor era capaç de

reconèixer BL activant tots aquests processos marcadors (He et al., 2000). A més,

mutacions en el domini extracel.lular de 70 aminoàcids i en el domini quinasa van

demostrar que aquests eren imprescindibles per la transducció del senyal, ja que mutacions

en aquestes zones redueixen molt l'activitat d'unió del BL. D'altra banda, la unió BL-BRIl

també es va poder determinar en fraccions microsomals de plantes salvatges i en plantes

que sobreexpressen BRIl-GFP, demostrant que l'activitat d'unió s'incrementava

dramàticament en les fraccions de membrana de les plantes transgèniques BRII-GFP, degut

a l'augment de llocs d'unió (Wang et al., 2001).

Un altre gen que podria estar involucrat en aquest mecanisme d'acció dels Brassinosteroids

és el gen BRSI (bril suppressor-Dominant) (Li et al., 2001). BRSI va ser aïllat a partir

d'un mutant bril causat per actication tagging i codifica per una proteïna carboxipeptidasa­

like. Mentre que la pèrdua de funció en el mutant brsl no presenta un fenotip associat, la

seva sobreexpressió pot suprimir molts defectes del mutant bril suggerint que té un paper

important a l'inici de la via. La presència d'un pèptid senyal prediu que la proteïna BRSl és

secretada extracel.lularment (Li et al., 2001).

Tot i que fins ara no s'ha descrit el possible lligand de BRIl, hi ha dues hipòtesis per

explicar el mecanisme d'interacció entre BRIl i el brassinolid. Una primera hipòtesi preveu

la unió directa BRIl-BL, mentre la segona hipòtesi manté que aquesta unió depen de la

interacció prèvia del BL a unes proteïnes d'unió a esteroides (SBP) (Li et al., 2001). De fet,
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la carboxipeptidasa BRSI podria estar involucrada en un processament d'aquestes

proteïnes SBP permetent la seva unió a BL (Li et al., 2001).

La via de transducció de BRIl no es coneix encara, tot i que potser hi està involucrada la

proteïna fosfatasa 2C KAPP (kinase-associated protein phosphatase), ja que interacciona in

vitro amb BRIl (Li i Chory, 1999). La proteïna KAPP està involucrada en altres vies de

transducció de plantes com la de l'àcid abcissic, CLVI 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 l'homòleg de BRIl en arròs (OsBRlI) i s'ha demostrat que es

requereix per la resposta a BR (Yamamuro et al., 2000), suggerint, doncs, que la via de

senyalització dels brassinosteroids està conservada en els vegetals.

En els sistemes animals, es coneix molt poc dels mecanismes d'unió d'esteroides a

receptors de membrana iniciant la transducció del senyal (Schmidt et al., 2000). Si es té en

compte la conservació del enzims biosintètics dels esteroides i la funció similar en el

creixement i diferenciació de plantes i animals, pot ser interessant estudiar si el mecanisme

de senyalització d'esteroides des de la membrana es dóna tant en plantes com en animals

(Wang et al., 2001).

2.3.2 Sistema d'auto-incompatibilitat a Brassica.

Un dels mecanismes de senyalització més ben estudiats en plantes és el sistema d'auto­

incompatibilitat en el gènere Brassiea. El sistema d'auto-incompatibilitat o SI (self

ineompatibility) és un mecanisme genètic àmpliament distribuit en les plantes florals que

impedeix l'auto-fertilització (De Nettancourt, 1977; Nasrallah et al., 1994). Aquesta barrera

d'auto-fertilizació es basa en l'habilitat de les cèUules epidèrmiques de l'estigma per

identificar un poUen genèticament idèntic al seu i bloquejar específicament el

desenvolupament del tub poUínic (Nasrallah, 2000). L'únic sistema de SI on s'han

identificat els components del pistil i del poUen és el del gènere Brassiea. L'especificitat

de la resposta SI està determinada genèticament per uns 50 haplotips d'un únic locus

denominat locus-S (Selfineompatibilty loeus) (De Nettancourt, 1977). Així, per poder

germinar i fertilitzar l'òvul, el poUen ha de contenir un aUel S diferent al del pistil.
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S'han identificat dues proteïnes polimòrfiques lligades al locus S i que s'expressen

específicament en les cèLlules epidèrmiques de l'estigma o cèLlules papiLlars. La proteïna

SLG (S-focus glicoprotein), soluble i localitzada extraceLlularment a la paret de les

cèLlules papiLlars (Nasrallah et al., 1987), i el receptor de membrana SRK (S-focus

Receptor Kinase) (Stein et al., 1991). El receptor SRK presenta tres dominis diferenciats:

un domini N-terminal glicosilat (domini S) molt similar a la proteïna SLG, un domini

transmembrana i un domini serina/treonina quinasa, l'activitat del qual ha sigut demostrada

en cèLlules d'E. coli (Goring et af., 1992). Recentment, s'ha pogut demostrar que

l'especificitat de la resposta SI en l'estigma ve donada per la proteïna SRK. Així, en plantes

homozigòtiques per un haplotip S transformades amb un aLlel aïllat d'un altre haplotip

donen lloc a l'adquisició de l'especificitat en l'estigma per l'haplotip transformat (Takasaki

et al., 2000). De fet, la polinització d'aquests estigmes amb l'haplotip del gen S transgènic

produeix un petit número de llavors indicant una resposta SI dèbil que s'inhibeix per la co­

expressió 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 fertilització aparentment normal

(Nasrallah et al., 2000). D'altra banda, en mutants auto-fertilitzats on s'ha eliminat el gen

SLG, es perd la proteïna SRK, tot i que els seus nivells de transcrit s'acumulen normalment

(Dixit et al., 2000). Aquests resultats en plantes homozigòtiques semblen indicar que SLG

podria tenir un paper en la maduració posttraduccional del receptor.

Recentment, s'ha pogut identificar el determinant del poLlen de la resposta SI, el gen SCR

(S-focus Cysteine-Rich) (Schopfer et al., 1999). SCR s'expressa exclusivament en les

anteres durant el desenvolupament del poLlen i codifica per una petita proteïna secretada

que suposadament es localitza en l'embolcall del poLlen (Schopfer et al., 1999). SCR és

necessària i suficient per determinar l'especificitat de SI en el poLlen, ja que una mutació

funcional provoca la pèrdua d'especificitat. El gen SCR presenta un elevat polimorfisme on

només el pèptid senyal i 9 residus aminoacídics es troben conservats (Schopfer et al., 1999;

Takayama et al., 2000).

El model proposat del reconeixement poLlen-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 cèLlula papiLlar interaccionaria amb el lligand SCR que difondria per
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l'embolcall del poLlen. Aquesta interacció podria provocar la oligomerització i la

transfosforilació del receptor amb el conseqüent reclutament de substractes citoplasmàtics

(Nasrallah, 2000).

Figura 1.16. Model de reconeixement

pol.len-estigma en el sistema de Sl Els

components del model estan sobreposats a

una micrografia electrònica de la zona de

contacte entre la cèl.lula epidèrmica de

l'estigma i el poUen. Es proposa que SeR

actua de lligand del receptor SRK

provocant l'inducció d'una via de

senyalització poc coneguda. El paper de la

proteïna extracel.lular SLG no es coneix

encara tot i que se l'ha relacionada amb

una inducció de la resposta Sl De

Nasrallah (2000).

Pel que fa a la transducció del senyal en la via SRK, mitjançant la tècnica del doble híbrid

s'han identificat dos tipus de proteïnes que interaccionen amb el domini citoplasmàtic de

SRK: dues tioredoxines (Bower et al., 1996) i una proteïna ARC 1 (arms repeat-containing)

(Gu et al., 1998). La proteïna ARC 1 s'expressa específicament en l'estigma de Brassica i

interacciona només amb la forma autofosforilada del domini citoplasmàtic de SRK. S'ha

demostrat que ARC 1 és un efector positiu de la resposta SI, ja que en plantes transgèniques

Brassica napus amb el missatger d'ARC 1 silenciat s'observa una clara disminució parcial

de SI, donant lloc a la producció de llavors (Stone et al., 1999).

Per altra banda, recentment s'ha demostrat la funció de les tioredoxines en la via de

transducció de SRK. Cabrillac i coLlaboradors (2001) hipotetitzen l'existència d'algun

inhibidior en els extractes ceLlulars després d'observar resultats oposats en l'activació in

vivo i in vitro de SRK (in vitro SRK és constitutivament actiu). S'ha demostrat que aquest

efecte inhibidor dels extractes de l'estigma està causat per l'activitat catalítica tioredoxina
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de les proteïnes THLl i THL2 (thioredoxin-h-like). Els resultats obtinguts en aquest treball

dónen suport a un model on THLl (i THL2) interacciona amb SRK en l'estigma i evita

l'activació espontànea de la via de transducció d'auto-incompatibilitat. En aquest model, la

inhibició del receptor SRK per la tioredoxina deixa de tenir lloc després de

l'autopoLlinització pel lligand SCR. És provable, doncs, que en absència de regulació el

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

En altres plantes s'han descrit proteïnes que presenten similitud amb SRK, com la

ZmPRKl de blat de moro, suggerint una conservació del mecanisme SI. Tot i això, aquesta

conservació no s'ha pogut demostrar fins ara. Per altra banda, Arabidopsis també té

receptors homòlegs al S-domain però la seva funció és desconeguda, ja que aquesta

dicotiledònia no presenta el mecanisme SI.

2.3.3 Els RLKs en la resposta a patogens.

La resistència de la planta davant un patogen depèn de la seva habilitat per reconèixer-lo

ràpidament en el procés d'infecció (Blumwald et al., 1998). Les molècules que indiquen la

presència del patogen s'anomenen elicitors i activen receptors de la cèLlula hoste que

ràpidament intemalitzen el senyal per donar lloc a una resposta de defensa. Es poden

diferenciar dos tipus d'elicitors: els no-específics, com per exemple determinats

oligosacàrids bacterians o fúngics, i els elicitors específics o molècules codificades per un

gen d'avirulència (Avr) del patogen (De Wit, 1998). La resistència es dóna pel

reconeixement específic de l'elicitor per una proteïna codificada per un gen de resistència

(R) de la planta en una interacció que s'anomena gen-a-gen (Flor, 1971). Durant els darrers

anys, estudis genètics de la interacció patogen-planta han permès la identificació de molts

gens de resistència que es proposa que funcionen com a receptors d'elicitors específics. Les

proteïnes codificades pels gens R, que aporten resistència a bacteris, virus, fongs i

nemàtodes, es classifiquen en quatre classes segons els seus motius estructurals:

NB-LRR (nucleotide binding-Ieucine rich repeat) com per exemple RPS2

d'Arabidopsis o el gen N de tabac. Representen la família més abundant.

Proteïnes quinasa intraceLlulars com el gen de tomàquet Pto (Pseudomonas tomato

resistance ).
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LRR extracel.lulars ancorats a membrana com el gen Cj9 de tomàquet.

Receptors LRR quinasa (RLK) com per exemple el gen Xa21 d'arròs i el gen LrlO

de blat (leafrustIO).

Malgrat que hi ha nombrosos estudis en la caracterització de gens de resistència del tipus

NB-LRR, Pto i Cf-9, en aquesta introducció als RLKs de plantes ens centrarem en els

estudis dels mecanismes d'acció dels gens de resistència que codifiquen per RLKs.

El gen d'arròs Xa21 que dóna resistència al bacteri Xanthomonas oryzae pv. oryzae 6 fou

aïllat per clonatge posicional (Song et al., 1995). Xa21 conté un pèptid senyal en la regió

N-terminal, seguit de 24 còpies imperfectes del motiu LRR, un domini transmembrana i un

domini catalític quinasa intracel.lular (Song et al., 1995). Xa21 forma part d'una família

multigènica en la qual s'han identificat 7 gens que s'agrupen en dues classes segons la seva

similitud de seqüència (Song et al., 1997). La classe Xa21 conté els gens Xa21, D i F

mentre que la classe dita A2 conté els membres Al, A2, CiE. Només un membre de cada

família codifica per un receptor quinasa, els 5 membres restants contenen alteracions que

provoquen una parada prematura de l'ORF (open reading frame) del receptor quinasa

predit. S'ha demostrat que mecanismes de transposició, recombinació i duplicació

contribueixen a la diversitat genètica de la família 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 resistència

específica (Wang et al., 1998). Donant suport a aquesta proposta, treballs amb ellocus M

del lli han demostrat que alteracions en el domini LRR juguen un paper important en

l'evolució del gens de resistència i en la producció de nous reconeixements específics

(Anderson et al., 1997). Comparativament, les diferències aminoacídiques dels LRR dels

diferents membres de la família Xa21 suggereixen que podrien estar involucrats en el

reconeixement de diferents soques. Per comprovar aquesta hipòtesis, Wang i col.laboradors

(1998) van assajar l'especificitat de resistència de soca amb els set membres Xa21 clonats

en plantes transgèniques. Els resultats van mostrar que només dues proteïnes, Xa21 i

Xa21D conferien resistència. El gen Xa21D codifica per una suposada proteïna secretora

extracel.lular que conté el pèptid senyal, un domini ric en GC i dominis LRR i que ha

perdut els dominis transmembrana i quinasa per la inserció del retrotransposó Retrofit
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(Wang et al., 1998). Aquest no és l'únic mecanisme on intervé una proteïna extracel.lular,

per exemple el mecanisme d'acció de la proteïna SLG del locus-S relacionada amb la

resposta d'auto-incompatibilitat, que s'ha comentat en l'apartat anterior 3.2.2. S'ha

proposat un model per explicar com la proteïna extracel.lular Xa21D pot transduir una

resposta de defensa cel.lular (figura 1.17A). Segons aquest model, en plantes transgèniques

que expressen Xa21D, la proteïna Xa21D secretada podria formar un heterodímer amb

RLK endògens que han perdut el reconeixement d'especificitat. La unió del lligand a

Xa21D provocaria l'activació del domini quinasa del RLK transduint el senyal que donarà

lloc a un fenotip de resistència (Wang et al., 1998). Per altra banda, la transducció del

senyal per Xa21 consistiria amb la formació d'un homodímer o un heterodímer amb un

altre RLK (figura 1.17B). En aquest cas, la unió del lligand provocaria la fosforilació del

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

A
Xa2tD

B
Xa21

P

p~
P Defense

response

RlK?

PIP
P

P p~
P P Ckrlense
P P response

~A'f~.1.Xa21D •

Figura 1.17. Sistema de senyalització per Xa21. A: plantes transgèniques que expressen Xa21D.

Xa21D podria formar un heterodímer amb RLKs que han perdut el reconeixement específic. La

unió del lligand a Xa21D activaria el domini quinasa del RLK tranduint el senyal. B: Xa21 podria

formar un homodímer (com mostra la figura) o un heterodímer amb altres RLKs. La unió del

lligand AvrXa21 al domini LRR induiria lafosforilació del domini quinasa, donant lloc a unfenotip

de resistència. De Torii (2000).

Un altre mecanisme analitzat per estudiar la interacció patogen-planta on s'ha implicat la

participació d'un RLK ha sigut la interacció entre plàntules d'Arabidopsis i l'elicitor

flagelina (Gómez-Gómez i Boller, 2000). La flagelina és la proteïna majoritària del flagel
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bacterià i actua d'elicitora de la resposta de defensa en diferents espècies de plantes (Felix

et al., 1999). En plàntules d'Arabidopsis la flagelina provoca una inhibició del creixement i

una inducció de gens PRl i PR5 (Pathogenesis-Related) (Gómez-Gómez et al., 1999). Per

contra, altres flagelines amb diferents seqüències aminoacídiques com les que presenten

bacteris associats a plantes com Rhizobium i Agrobacterium no indueixen cap resposta

cel.lular (Felix et al., 1999). El gen FLS2 (jlagellin sensing 2) es va aïllar mitjançant un

crivellat de mutants insensibles a la flagelina que presentaven un fenotip similar al salvatge

(Gómez-Gómez et al., 2000). L'expressió ectòpica del cDNA FLS2 en plantes

d'Arabidopsis dóna lloc a una correlació directa entre la resposta a la flagelina i els seus

nivells d'expressió mostrant un dels pocs casos de RLKs on s'ha identificat el lligand. El

gen FLS2 codifica per una proteïna amb una regió extracel.lular LRR, un domini

transmembrana i un domini serina/treonina quinasa. Aquesta estructura és similar a la

proteïna Xa21, suggerint un possible mecanisme comú d'interacció i activació de les vies

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

2.4 La transducció intracel.lular. MAPKs en plantes.

Actualment, el coneixement de les vies de transducció del senyal en plantes es limita en la

majoria dels casos a la identificació dels receptors que perceben el senyal, els factors de

transcripció 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

proteïnes que interaccionen amb el domini intracel.lular de RLKs. La proteïna KAPP es va

caracteritzar en primer lloc com una proteïna d'interacció amb el receptor d'Arabidopsis

HAESA implicat en l'abcsisió floral tot i que actualment se l'ha implicat amb BRIl i amb

CLV1, com s'explicarà en l'apartat 3.1.3.2. Per altra banda, com ja s'ha comentat, el

receptor SRK interacciona amb tioredoxines intracel.lulars i amb la proteïna ARK1. A

banda d'aquests exemples no se sap pràcticament res sobre com els RLKs transdueixen el

senyal a l'interior de la cèl.lula.

Tot i que les cascades de MAPK són mòduls de senyalització conservats evolutivament en

eucariotes, en plantes no s'ha descrit encara cap mòdul MAPKKK-MAPKK-MAPK in

vivo. Així com els receptors de membrana i les vies de transducció del senyal no semblen
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estar conservats entre plantes i mamífers, com s'ha explicat en l'apartat 2.2, la conservació

de les proteïnes MAPK suggereix uns mecanismes de senyalització únics en plantes per

enllaçar els receptors vegetals amb les MAPKs. En plantes, estudis recents indiquen que

l'activació de les cascades de MAPK juguen un paper molt important en les vies de

transducció del senyal que controlen processos tant diferents com la divisió o la mort

cel.lular (Tena et al., 2001). Diferents estudis han demostrat l'activació de MAPKs per

hormones, estressos abiòtics, patogens i elicitors derivats de patogens així com

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

En plantes s'han descrit proteïnes pertanyents als tres tipus de MAPKs que es troben en el

mòdul típic de la cascada MAPK: MAP3K, MAP2K i MAPK.

S'han definit dos grups de MAP3K: les PMEKK (Plant MEKKlStell) i les proteïnes PRaf

(Plant Raf-like) (Zwerger i Hirt, 2001). Tot i que no existeix una evidència de la funció

d'aquestes proteïnes, la seva similitud amb proteïnes MAP3K de llevat i mamífer i la

capacitat de complementar llevats mutants Steii i bcki (proteïnes MAP3K) suggereix que

tenen una funció MAP3K. La gran variabilitat d'aquestes proteïnes indica, com en els altres

sistemes, una àmplia varietat de substrats específics i mecanismes reguladors. S'han aïllat

MAP3Ks a Arabidopsis (fins a 12), tomàquet, arròs i tabac i, a més, en les bases de dades

s'hi poden trobar moltes seqüències relacionades.

Les proteïnes PMEKK presenten una estructura molt diversa on, fins i tot la posició del

domini catalític varia. Un dels membres més representatius d'aquesta família és la proteïna

NPKl (Nicotiana Protein Kinasei) de tabac que està involucrada en la formació de la

làmina cel.lular (cell plate) durant la mitosi (Nishihama et al., 2001) i el seu homòleg a

Arabidopsis anomenat ANPs (Arabidopsis NPKi-like protein kinase). L'estructura de la

subfamília PRaf està més conservada, amb un domini C-terminal catalític i una llarga

extensió N-terminal. Un exemple d'aquest grup és el gen CTRi (constituve-triple-response)

aïllat a partir de la pèrdua de funció d'un mutant que presentava una expressió constitutiva

dels gens induibles per etilè (Kieber et al., 1993). Anàlisis epistàtiques han demostrat que

CTRi actua més avall en la cascada de traducció de ETRl (Ethilene-resistance), un

receptor histidina quinasa (Chang et al., 1993).
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Les proteïnes MAP2K de plantes (PMKK) són activades per les MAP3K per fosforilació en

dos residus de serina i treonina en el motiu conservat srrxxxxxsrr en plantes (Yang et

al., 2001). Estan classificades en tres subfamílies (PMKK1, PMKK2 i PMKK3) segons la

seva seqüència aminoacídica. Sembla que l'únic substrat de les MAP2K són les proteïnes

MAPKs de plantes (Seger et al., 1992). Recentment, s'ha descrit la funció d'algunes

MAP2Ks. Per exemple, la proteïna NtMEK1 (Calderini et al., 2001) i la proteïna SIPKK

(Liu et al., 2000) es van identificar en un crivellat de doble híbrid amb les proteïnes NtF6

(Nicotiana tabacum Fus3-like kinase) i SIPK (Salicylic-acid induced protein kinase)

podent ser les responsables d'activar-les per fosforilació.

Per sota de les MAP2Ks, en una cascada típica de MAPK, es troben les MAPK. A

Arabidopsis, s'han identificat una vintena de proteïnes MAPK que han sigut classificades

en 6 subfamílies que podrien representar sis grups funcionals diferents (Zhang i Klessing,

2001). Totes aquestes MAPK descrites en plantes fins al moment presenten homologia amb

la subfamília ERK (extracellular signal-regulated kinase) de mamífers. Així doncs, mentre

que en animals aquesta subfamília és responsable majoritàriament de la transducció de

senyals mitogèniques, en plantes, les MAPkinases tipus ERKs sembla que són capaces de

transduir el senyal de diversos estímuls (Ligterink i Hirt, 2001). Les MAPKs més ben

caracteritzades són les d'Arabidopsis, alfals i tabac. S'han estudiat les vies de MAPK

relacionades bàsicament amb la resposta hormonal (com l'auxina o l'etilè), la regulació del

cicle cel.lular, els estressos abiòtics i la defensa de patogens. Quatre de les sis subfamílies

de MAPK estan implicades en resposta de defensa. A mesura que es va obtenint més

informació, augmenta la complexitat de les cascades de MAPK que ja és elevada. Mentre

que un component pot ser compartit en diferents vies, un únic estímul pot activar vàries

vies i diferents estímuls 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 defunció homòloga de diferents cascades MAPK. Lesf/etxes indiquen

activació i les barres inhibició. 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 proteïnes ANPs d'Arabidopsis són MAPKKKs de les

vies de MPK6 i MPK3 que estan involucrades en una regulació negativa de la resposta a

auxina mentre que regulen positivament l'activació gènica per H202 (Kovtun et al., 2000;

Kovtun et al., 1998). Per altra banda, la proteïna NPK1, un homòleg de ANP de tabac, és

un regulador de la formació de la làmina cel.lular durant la citoquinesi (Nishihama et al.,

2001). Altres estudis relacionen les proteïnes MKK3 d'alfals i Ntf6 de tabac en el mateix

procés de divisió cel.lular que NPKl (Bogre et al., 1999; Caderini et al., 1998), suggerint

que NPKl podria ser un regulador per sobre d'aquestes proteïnes en la cascada, tot i que

també podria ser que NPKl tingués vàries 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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senyalització de MAPK en plantes, és crucial identificar les tres quinases de la cascada i els

seus substrats així com utilitzar aproximacions genètiques, proteòmiques i assajos

funcionals in vivo.

Tal i com s'ha explicat en l'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 proteïnes a Brassica napus (BnMAP4Kal i a2) i una a Arabidopsis

anomenada SIKl (stress-induced kinase 1) similars a la família GCK/SPS1. No obstant, és

possible detectar seqüències genòmiques amb similitud amb la família de proteïnes STE20.

Com s'ha dit, en mamífers s'ha demostrat que algunes d'aquestes proteïnes Ste20 actuen

com a MAP4K activant la cascada de les MAPK. Per altra banda, la cascada MAPK en

mamífers també pot ser activada per la proteïna quinasa-like C (PKC1) i per proteïnes G

petites. Malgrat que s'ha observat l'activació d'una proteïna MAP3K per la proteïna PKCl

de llevat i una activitat similar a PKC1 en la resposta de defensa induïda per elicitors, el

gen PKCl de plantes no s'ha pogut aïllar (Xing et al., 1996). Respecte a la possible

activació de les vies MAPK de plantes per proteïnes G, tot i que se n'han aïllat algunes

(Bischoff et al., 1999), no hi ha cap evidència del seu paper en l'activació de la cascada de

MAPK.

Així doncs, tot i que darrerament s'han identificat un gran nombre de proteïnes

involucrades en les cascades MAPK de plantes, cap d'aquestes vies està totalment definida

en tots els seus pasos i sovint hi ha dades contradictòries. No només no hi ha cap via

MAP3K-MAP2K-MAPK definida en plantes, sinó que es coneix molt poc dels seus

activadors així com dels gens diana. Fins avui dia, no s'ha detectat cap substrat de MAPK.

Potser l'anàlisi de mutants de proteïnes MAPK descrites, juntament amb tècniques

bioquímiques 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 ce1.lulars i

ambientals i és el resultat d'una complexa regulació fruit de la interpretació de senyals

extrace1.lulars. El desenvolupament en les plantes superiors té lloc en l'embriogènesi, la

formació de l'embrió, i també durant tota la vida de la planta durant el desenvolupament

post-embrionari a partir dels dos meristems primaris: l'apical i el radicular.

3.1 L'embriogènesi.

En les plantes superiors la reproducció sexual està caracteritzada per un procés de doble

fertilització. Una de les cè1.lules espermàtiques es fusiona a la cèl.lula ou que

desenvoluparà l'embrió, mentre que una segona cè1.lula espermàtica es fusiona amb la

cèl.lula central bi-nucleada per donar lloc al teixit de l'endosperm (Randolph, 1936). Els

programes de desenvolupament del zigot diploide i l'endosperm triploide són molt

divergents. Per la seva banda, la cè1.lula primària de l'endosperm es nuclearitza en un

seguit de divisions nuclears sense citoquinesi i posteriorment té lloc la ce1.lularització. El

zigot, per altra banda, inicia una sèrie de divisions cel.lulars i canvis morfològics que

donaran lloc a la formació de l'embrió. Aquesta etapa de desenvolupament morfogenètic es

denomina embriogènesi.

3.1.1 L'embriogènesi en la planta model dicotiledònia Arabidopsis thaliana.

La facilitat de cultiu, el ràpid cicle de vida i el seu genoma petit són les característiques

principals per les quals Arabidopsis fou escollida com a planta model. L'embriogènesi

d'Arabidopsis és un dels processos de desenvolupament més ben caracteritzats on s'han

descrit un gran nombre de mutants que han permès entendre els mecanismes de la formació

de les plantes. Una de les característiques que facilita l'estudi de la morfogènesi en

l'embrió d'Arabidopsis és el seu patró de divisió invariable durant els primers estadis de

l'embriogènesi que permet traçar histològicament els llinatges ce1.lulars (Jürgens et al.,

1994).
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El zigot d'Arabidopsis presenta una distribució asimètrica 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

regió central i basal (Golderg et al., 1994). Després de la fertilització, el zigot es divideix de

manera asimètrica produint una petita cèl.lula apical i una gran cèl.lula basal. Aquestes

dues cèl.lules filles del zigot presenten ja una expressió gènica diferencial. Només la

cèl.lula apical expressa el gen homeòtic MERlSTEM LAYER 1 (AtMLI), l'expressió del

qual es troba més tard delimitada en l'epidermis del primordi de l'embrió (Lu et a!., 1996;

Sessions et al., 1999). La divisió asimètrica del zigot establint dues cèl.lules amb diferent

destí, suggereix l'establiment de la polaritat apical-basal de l'embrió (figura 1.19).

Aquestes dues cèl.lules generaran diferents parts de l'embrió. Mentre que la cèl.lula apical

donarà lloc al propi embrió (del qual derivaran les linees cel.lulars dels cotiledons), el

meristem caulinar, l'hipocòtil i part de la radícula, la cèl.lula basal formarà el suspensor i la

resta de la radícula (West i Harada, 1993). El suspensor fa una funció d'anclatge entre

l'embrió i el sac embrionari fent de conducte pels nutrients que provenen de l'esporofit

matem (Yeng et a!., 1993). Més endavant, a partir de la fase de cor (observar figura 1.19),

la major part del suspensor pateix un procés de senescència i, per tant, no és una part

funcional de la llavor madura. La cèl.lula més apical del suspensor, la hipòfisis, contribuirà

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

La cèl.lula apical es divideix durant l'embriogènesi per donar lloc a grups cel.lulars amb

destins diferents que originaran els diferents teixits de l'embrió. En l'estadi de 8 cèl.lules

també s'inicia la formació del patró radial on les 8 cèl.lules embrionàries es divideixen

tangencialment per donar lloc a cèl.lules filles externes i internes (Goldberg et al., 1994).

La primera evidència de diferenciació cel.lular té lloc en l'estadi de 16 cèl.lules, quan es fa

visible el protoderm i es forma la hipòfisis en la part apical del suspensor. En aquest

periode, l'eix apical-basal de l'embrió jove es distribueix amb tres regions: apical, central i

basal. Les regions apical i central són clons de les files superiors i inferiors de les cèl.lules

embrionàries en l'estadi de 8 cèl.lules. La regió basal correspon a descendents clònics de la

hipòfisis. Cadascuna d'aquestes regions presenta un patró de divisió cel.lular i una

expressió gènica específica indicant que cada regió es desenvolupa diferencialment. Per

exemple, les cè1.lules interiors de la regió apical en l'embrió de 16 cèl.lules expressen el
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gen homeòtic WUSCHELL (WUS) que juga un paper important en el desenvolupament del

meristem apical (Mayer et al., 1998). Per altra banda, les cèl.lules més internes de la regió

central mostren una polaritat cel.lular apical-basal en la transició de l'estadi de 16 a 32

cèl.lules acumulant la proteïna transportadora del fluxe d'auxina PIN-FORMED 1 (PIN1)

en la part basal de les membranes plasmàtiques (Steinmann et al., 1999).
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Figura 1.19. Embriogènesi d'Arabidopsis thaliana. Representació esquemàtica de les diferents

etapes de l'embriogènesi on s'indiquen els diferents estadis del desenvolupament de l'embrió. T,

cèl.lula apical; B, cèl.lula basal; Ep, embrió propi; S, suspensor; Pd, protoderm; Hs, hipòfisi; Pe,

procambi; Gm, teixit principal; e, cotilèdon; 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 l'estadi d'embrió globular de l'etapa morfogenètica, queden establerts els eixos radials

dels teixits diferenciats. El seguent estadi, el de transició, es caracteritza per la formació

incipient dels dos cotiledons que tenen una funció d'acumulació de productes de reserva.

En aquest període l'embrió passa de tenir simetria radial a presentar simetria bilateral

(figura 1.19). La següent fase està descrita com l'etapa de cor per la forma que pren

l'embrió amb els dos cotiledons laterals. Durant aquest estadi, el meristem radicular es

diferencia a partir de la hipòfisi i, posteriorment, el meristem apical es desenvolupa a la

regió situada entre els dos cotilèdons. Finalment, l'embrió comença a acumular productes

de reserva en la fase de maduració i a preparar-se per la dormància.

A nivell molecular, l'embriogènesi d'Arabidopsis està molt ben caracteritzada per l'estudi

de mutants. Per exemple, gràcies a mutants com gnom, gurke o monopteros que afecten al

patró apical-basal es coneix a nivell genètic la formació de l'eix longitudinal. La descripció

de mutants que afecten l'origen del meristem apical i a la seva organització també ha

permès definir un conjunt de gens essencials durant els diferents estadis de l'embriogenèsi.

El meristem apical té una complexa organització on les cèl.lules mare es mantenen com a

centre organitzador. En aquestes cèl.lules té lloc l'expressió de gens com CLV1, CLV3,

WUS, STM i AS1; alhora que té lloc l'inici dels primordis en zones específiques. Per

exemple, l'expressió del gen REVOLUTA (REV) anuncia el lloc d'inici d'un meristem

floral (Otsuga et al., 2001), o l'expressió d'AINTEGUMENTA (AN]) en la zona perifèrica

indica el lloc on s'iniciarà un primordi (Elliot et al., 1996). En la figura 1.20 es pot observar

els diferents patrons d'expressió dels diferents gens involucrats en l'origen i organització

del meristem apical.
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Figura 1.20. Esquema dels diferents dominis involucrats en l'origen i organització del meristem

apical primari. A: Embrió globular. El gen AtMLl s'expressa en les regions apical i central (en

groc). La fletxa indica el senyal des de la regió central situant els primordis meristemàtics. B:

Embrió en l'estadi de transició. Presenta aproximadament el mateix patró d'expressió al de

l'embrió globular. C: Embrió en l'estadi de cor. L'expressió de CLV1 i CLV3 es solapen en el

meristem apical. En els primordis cotiledonars, s'observen els dominis d'expressió gènica adaxial

(REV) i l'abaxial (FIL, YAB3). De Jürgens (2001).

S'han identificat alguns gens que codifiquen per proteïnes RLKs implicades en

l'embriogènesi d'Arabidopsis. A continuació es comenten els estudis realitzats amb els

gens SERK i ERECTA. El gen ClA VATA codifica per un RLK implicat també en

l'embriogènesi d'aquesta dicotiledònia s'explicarà en l'apartat 3.4.1.

En l'estudi molecular del procés de l'embriogènesi cal destacar el clonatge del gen SERK,

que codifica per un RLK implicat en la formació de cèl.lules embrionàries. En un cultiu

cel.lular, només una proporció de cèl.lules somàtiques poden ser induïdes a un canvi de

destí cap a l'embriogènesi per l'aplicació exògena d'auxina (Schmidt et al., 1997).

Aquestes cèl.lules anomenades competents donaran lloc a cèl.lules embriogèniques a partir

de les quals es desenvoluparan embrions somàtics (Toonen et al., 1993). La caracterització

d'un gen que s'expressa en les cèl.lules competents d'un cultiu cel.lular de pastanaga va

permetre la identificació d'un nou RLK-LRR, anomenat DcSERK (Daucus carota Somatic

Embryogenesis Receptor Kinase) (Schmidt et al., 1997). Durant l'embriogènesi zigòtica,

DcSERK s'expressa a l'inici de l'embriogènesi fins a l'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 còpies en tandem del motiu Ser-Pro-Pro (SPP) i

un domini leucin-zipper (Schmidt et al., 1997). Mitjançant un crivellat d'una llibreria de

cDNA amb la sonda de DcSERK es va obtenir l'homòleg en Arabidopsis (AtSERK1) (Hecht

et al., 2001). AtSERK conté totes les característiques estructurals de DcSERK i, com

DcSERK, presenta un domini quinasa actiu serina/treonina (Shah et al., 2001a, 2001b).

AtSERK s'expressa durant la formació de cèl.lules embrionàries en cultius cel.lulars, en les

primeres etapes de l'embriogènesi fins a l'estadi de cor i s'observa una lleugera expressió

en teixits vasculars de la planta adulta (Hecht et al., 2001). Tot i que la sobreexpressió de

AtSERKl no dóna lloc a cap alteració fenotípica, aquestes plàntules tenen més eficiència

per a l'inici de l'embriogènesi somàtica suggerint que l'augment de AtSERK és suficient

per induir l'embriogènesi en cultiu. Hech i col.laboradors (2001) proposen, doncs, que

AtSERK podria tenir un paper en la via de senyalització de l'embriogènesi.

Mitjançant una búsqueda en les bases de dades, s'han pogut identificar 4 gens similars a

AtSERKl (AtSERK2, AtSERK3, AtSERK4 i AtSERK5). Per altra banda s'han identificat

dos gens similars a blat de moro anomenats ZmSERKl i ZmSERK2 (Baudino et al., 2001).

Aquests gens de blat de moro presenten les característiques estructurals i genòmiques de la

família SERK. ZmSERKl s'expressa preferentment als teixits reproductius masculins i

femenins, amb una forta expressió en microspora; mentre que ZmSERK2 té una expressió

ubiqua (Baudino et al., 2001).

L'estudi de mutants del tipus erecta (er) va permetre clonar el gen ERECTA que codifica

un RLK-LRR (Tori i et al., 1996). Mutants erecta presenten un fenotip d'inflorescències

compactes per una reducció en la llargada dels internodes i els pedicels. Les anàlisis del

patró d'expressió d'ERECTA mitjançant hibridacions in situ, van mostrar una major

acumulació d'aquest gen en el meristem apical i floral i en els primordis (Yokoyama et al.,

1998). Mutants erecta no presenten canvis en el nombre o en la mida de les cèl.lules del

mersitem floral, sinó una reducció en la llargada dels internodes. L'internode es deriva de

les cèl.lules meristemàtiques i se situa just a sota del meristem apical. La divisió i elongació

d'aquesta regió és la responsable de la llargada internodal. Així, ERECTA s'acumula en

cèl.lules que estan predestinades a dividir-se per a desenvolupar l'internode. Tot i que la
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caracterització fenotípica d'al.lels mutants suggereix un paper d'ERECTA en la regulació

de la formació d'òrgans en el mersitem apical, fins ara no s'ha estudiat el possible

mecanisme implicat en aquest procés.

3.1.2 L'embriogènesi del blat de moro.

A diferència dels embrions de les plantes dicotiledònies, com Arabidopsis, el blat de moro

presenta una embriogènesi més complexa que dóna lloc a la formació d'un embrió 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'embrió de blat de moro presenta de 4 a 6

primordis foliars (figura 1.21) depenent del genotip abans d'entrar en l'etapa de dormància,

aquestes fulles embriogèniques es mantenen enrotllades en el coleòptil fins que té lloc la

germinació (Bommert i Werr, 2001).

El cicle d'embriogènesi 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 l'asimetria apical-basal de l'embrió

dividint-se en dos zones: el suspensor i l'embrió propi i compren del Oal 7 DAP (days afier

polinization). Durant el segon període (7-11 DAP) apareix la simetria radial i es diferencia

l'eix embrionari, l'escutel i els meristems. En la tercera fase s'estableixen les estructures

vegetatives (figura 1.21).

A l'inici de l'embriogènesi, la divisió del zigot és transversal, igual que en Arabidopsis,

originant una cèl.lula apical que formarà l'embrió propi i una cèl.lula basal que originarà el

suspensor. A diferència d'Arabidopsis, però, les següents divisions són irregulars tant en

seqüència com en orientació, pel que no és possible seguir el destí d'un llinatge cel.lular

(Steeves et al., 1989). Als 7-8 dies després de la polinització, en la fase de transició,

l'embrió es comença a diferenciar i apareix l'epidermis. Cap als 9-12 DAP s'estableix l'eix

embrionari donant lloc als meristems apical i radicular. Durant la fase coleoptilar, les

cèl.lules que no formen part de l'eix embrionari es divideixen formant l'escutel i s'origina

el coleòptil (Randolph, 1936; Abbe et al., 1954). Posteriorment, l'embrió continua

desenvolupant-se en els estadis l-VI caracteritzats per l'aparició dels respectius primordis

foliars.
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Una diferència significativa respecte Arabidopsis, és la important funció de l'endosperm en

els cereals per l'emmagatzematge de proteïnes i midó. En el blat de moro l'endosperm no

és un teixit transitori que desapareix en les darreres etapes de l'embriogènesi, si no que es

manté en la llavor fins a la maduració (Bommert i Werr, 2001). Després de la fertilització,

la cèl.lula triploide pateix una sèrie de divisions sense citoquinesi produint un gran nombre

de nuclis lliures que queden organitzats a la perifèria de la cèl.lula central. La

cel.lularització de l'endosperm comença en l'estadi de 1000 nuclis i l'activitat cel.lular

continua fins als 45-55 dies després de la polinització, 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 l'embrió i l'endosperm són clarament independents. Els

programes de desenvolupament específics de l'embrió i l'endosperm poden ser

conseqüència de la dosi genètica (triploidia de l'endosperm) o bé d'una diferent contribució

maternal entre la cèl.lula ou o la cèl.lula central (Bommert i Werr, 2001). En el blat de

moro, hi ha mutacions que afecten només al desenvolupament de l'embrió que s'anomenen

mutants emb (Clark et al., 1991) i d'altres que afecten tant a l'embrió com a l'endosperm,

mutants dek (defective kernel). Aquest fet, suggereix que tot i el diferent desenvolupament

que presenten l'embrió i l'endosperm hi ha processos que es troben controlats sota un

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

Figura 1.21. (pàgina següent). Representació esquemàtica del diferents estadis de

l'embriogènesi del blat de moro. Per cada estadi es mostra una tall lateral (esquerra) i un

tall frontal del mateix embrió (dreta). Les fulles s'indiquen amb números seguint l'odre en

que es vanformant. Cada divisió és de O,5mm. Adaptat de Río (1999).
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Estadi 11

(de 18-22 ddp)

Estadi V
(de 37-50 ddpj

Estadi III
(de 22-28 ddp)

Estadi VI

( a partir de 50 ddpj

I

Eslllcli IV

(de 28-37 ddpj

Símbols:

ac: àpex caulinar
e: coleòptil
er: coleorriza
e: escutlll
m: me.ocotil
nc: nus coleoplllar
ne: nus escutelar

pe: porus coleoptilar
ps: primordi seminal radicular
r: primordi radicular principal
s: suspensor

escala: cada divisió són 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 l'embrió que fan impossible traçar el destí d'un

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

l'embrió propi que es detecta al 6 DAP (Klinge et al., 1995) el transcrit del qual és absent
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en les cè1.lules del suspensor. S'han descrit també gens marcadors de l'establiment del

patró radial i que han ajudat a la caracterització d'aquest procés. En la figura 1.22 es poden

observar diferents gens marcadors del protoderm, la capa ce1.lular que donarà lloc a

l'epidermis. El gen LTP2 (lipid tranJer protein 2) implicat en el transport lipídic

(Sossountzov et a!., 1991) o els gens de la família de factors de transcipció ZmOCL (outer

cell layer) que estan relacionats amb el gen AtMLI d'Arabidopsis marcador de la capa

cel.lular epidèrmica.

En l'estadi de transició es distingueixen histològicament les cèl.lules que establiran l'eix

embrionari, un conjunt de cèl.lules riques de citoplasma a la zona adaxial de l'embrió propi

(Bommert i Werr, 2001). En aquest grup de cèl.lules apareix l'activitat del gen Knotted I

(KNJ) (Smith et a!., 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

KN I és un bon marcador del meristem apical. En l'estadi 1, el gen KN I no es detecta en la

capa LI, tot i que si que s'observa acumulació de proteïna KNl en aquestes cèl.lules

(Jackson et a!., 1994). Estudis de microinjecció han demostrat que tot i que la proteïna KNl

és un factor de transcripció nuclear, és transportada intercel.lularment de la capa L2 a la LI

a través dels plasmodesmes (Lucas et al., 1995). El paper del gen KNI en l'embriogenèsi

del blat de moro ha estat molt ben caracteritzat, i s'en fa referència més endavant en

l'apartat 3.4.1.

En el blat de moro s'ha descrit el gen CRlNKLY4 (CR4) que codifica per un RLK que

controla la diferenciació cel.lular particularment en l'epidermis de la fulla i en l'aleurona, la

capa monocel.lular que envolta l'endosperm implicada en la secreció d'enzims proteolítics

(Becraft et al., 1996). Hibridacions in situ mostren una expressió de CR4 en el meristem

apical i en els prim odis foliars (Becraft et al., 2001). Llavors mutades en el gen CR4

presenten una aleurona en forma de mosaic on l' endosperm no es diferencia en aleurona,

suggerint que CR4 podria estar involucrat en la percepció posicional que especifiqués

l'entrada cap a la diferenciació de l'aleurona a través del desenvolupament de l'endosperm

(Becraft et al., 2000). En les fulles i altres ògans de la tija els efectes més marcats del

mutant s'observen en l'epidermis (Becraft et a!., 1996; Jinn et a!., 2000). Una anàlisi

genètica de mosaic, és a dir, analitzant individus formats per cèl.lules mutants i salvatges,
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va mostrar que CR4 regula de manera autònoma la morfogènesi cel.lular, implicant que la

transducció de senyal a través de CR4 regula la diferenciació cel.lular per la seva funció

intracel.lular i no per la producció de senyals intercel.lulars secundaris (Becraft et a!.,

2001).
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Figura 1.22. Expressió gènica en seccions longitudinals de l'embrió de blat de moro en l'estadi de

pro-embrió, de transcició i coleoptilar. A: Dominis d'expressió del gen ZmHOX B: LTP2. C:

ZmOCLl. D: ZmOCL4. En taronja (part abaxial) es detecta una dèbil expressió, mentre que en la

part adaxial (en vermell) es representa unaforta expressió de ZmOCL4. E: ZmOCL5. F: KN1

també en l'estadi LI.

De Bommert i Werr (2001).

3.2 Els meristems.

Com s'ha vist en l'apartat anterior, l'embriogènesi és el primer procés on té lloc el

desenvolupament i la morfogènesi dels òrgans de la planta. Tot i això, en les plantes

superiors la majoria dels òrgans aeris de la planta adulta així com les estructures de la rel es

formen durant el desenvolupament post-embrionari. Els meristems són els responsables de
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la formació continuada de nous òrgans durant el desenvolupament post-embrionari. Els dos

meristems primaris es formen durant l'embriogènesi en els extrems de l'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 cèl.lules de nous òrgans

com les fulles, la tija, els meristems secundaris i els florals, el meristem radicular produeix

les estructures de la rel primària. Els meristems estan formats per dos tipus cel.lulars, les

cèl.lules meristemàtiques centrals que romanen indiferenciades i les cèl.lules de la perifèria

que es diferenciaran donant lloc als nous òrgans. La funció bàsica dels meristems és la de

mantenir una població de cèl.lules mare en la zona central i la iniciació reiterativa de nous

òrgans. En aquest treball ens centrarem en l'estructura i el manteniment del SAM, ja que a

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

3.2.1 El meristem apical.

El meristem apical és una estructura altament ordenada que està organitzada en dos tipus de

dominis solapats: capes i zones (Laufs et al., 1998).

En les angiospermes, les cèl.lules més externes del meristem apical es divideixen sempre

perpendicularment a la superficie, donant lloc a una organització en capes cel.lulars

(Haecker et al., 2001) (figura 1.23b):

· la capa més externa LI (Layer 1) que forma l'epidermis del brot, les fulles i les flors es

divideix exclusivament en plans anticlinals.

· la capa L2, just per sota de LI, origina els teixits subepidèrmics de la tija i els òrgans

laterals. Les seves divisions són majoritàriament anticlinals, tot i que també en presenta de

periclinals.

· la capa L3, on les cèl.lules es divideixen en tots els plans per donar lloc a la tija i als

teixits interiors dels òrgans, com els teixits vasculars.

A Arabidopsis, com en moltes dicotiledònies, les capes LI i L2 s'anomenen túnica i estan

formades cadascuna per una única capa de cèl.lules. La capa L3 també rep el nom de

corpus i està formada per 2-3 capes cel.lulars (Laufs et al., 1998). Aquestes capes estan

molt ben definides i les cèl.lules de cada capa tenen un origen clonal (Doerner, 1999). Tot i

aquesta aparent separació clonal dominant en el desenvolupament, hi ha moltes evidències
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en plantes quimèriques que mostren com el desenvolupament cel.lular té lloc d'acord amb

la seva posició i no segons el seu origen (Haecker et al., 2001). Per exemple, si una cèl.lula

de la capa LI és desplaçada a la capa subepidèrmica, es desenvoluparà com una cèl.lula

subepidèrmica (Stewart et al., 1970). Les tres capes participen en el creixement i

diferenciació dels nous òrgans i, per tant, han d'estar coordinades. Aquesta coordinació

implica un intercanvi de senyals entre les cèl.lules meristemàtiques. Estudis recents en

Arabidopsis han demostrat l'existència d'un transport simplàstic entre les capes de la túnica

a través de plasmodesmes (Gisel et al., 1999; Rinne et al., 1998), alhora que també es

proposa una connexió via plasmodesmes entre la túnica i les cèl.lules que formen part del

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

Figura 1.23. Organització del meristem apical d'Arabidopsis. a) Organització en zones. CZ: zona

central. RZ: zona de suport. PZ: zona perifèrica. b) Organització en capes cel.lulars. LI: capa

epidèrmica. L2: capa subepidèrmica. L3 o corpus formada per 2 o 3 capes. De Bowman and Eshed

(2000).

Segons estudis morfològics i histològics 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 cèl.lules mare que

presenten una taxa de divisió baixa. Són cèl.lules més grans, amb un nucli prominent i més

vacuolades que la resta. Aquestes cèl.lules donen lloc a dos tipus de cèl.lules, aquelles que

renoven la població de cèl.lules indiferenciades i que mantenen la zona central i les que es

diferencien en diferents tipus cel.lulars. Les cèl.lules de la zona central o pluripotents poden

ser substituïdes per cèl.lules veïnes suggerint que no són permanents (Ruth et al., 1985), si
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no que s'especialitzen com a cèl.lules de la zona central per la posició que ocupen en el

meristem on reben una combinació de senyals de les cèl.lules del voltant (Haecker et al.,

2001) .

. La zona perifèrica (ZP) envolta la zona central i està formada per cèl.lules més petites que

es divideixen activament per iniciar la formació dels òrgans laterals.

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

cèl.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 transducció 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 cèl.lules meristemàtiques contínuament valoren les seves

posicions relatives respecte a les altres cèl.lules decidint si es diferencien o no. Per tant, les

interaccions entre les poblacions cel.lulars en els meristems són crítiques per definir quines

cèl.lules es diferenciaran per formar les diferents estructures (Irish et al., 2001). Aquest

procés de senyalització en les cèl.lules meristemàtiques està molt ben caracteritzat. Mutants

d'Arabidopsis que han perdut la població de cèl.lules indiferenciades de la zona central o

que acumulen ectópicament cèl.lules indiferenciades han permès la descripció dels

reguladors de l'organogènesi. Molts d'aquests gens s'han cIonat i han revelat la seva

participació en una via de transducció del senyal, la via de CLAVATA.

La diferenciació de les cèl.lules de la zona central en el meristem apical està regulat pels

gens CLAVATA (CLVl, CLV2 i CLV3) (Clark et al., 1993; Clark et al., 1995; Kayes et al.,

1998). Anàlisis genètiques mostren que les funcions d'aquests gens estan relacionades en la

mateixa via, doncs plantes mutants en qualsevol d'aquests loci acumulen progressivament

cèl.lules mare indiferenciades. Els mutants clavata presenten un engrandiment dels

meristems apical i floral. El meristem de clv 1 augmenta de manera contínua la seva mida

fins arribar a un volum 1000 vegades superior als meristems salvatges (Clark et al., 1997).

Aquest augment és degut a l'acumulació contínua de cèl.lules indiferenciades (Clark et al.,

1993). En el meristem floral, l'aport continu de cèl.lules meristemàtiques genera uns

verticilis més grans així com l'aparició de verticilis addicionals (Clark et al., 1993).
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CLVI codifica per un RLK amb un domini extracel.1ular amb dominis LRR (Clark et al.,

1997). Assajos de fosforilació amb el domini quinasa de CLVI, demostren l'activitat

quinasa en cèl.1ules d'Escherichia coli. Tot i que sembla, doncs, que CLVl actua com un

receptor quinasa no es coneix el mecanisme pel qual CLVI podria interaccionar amb

proteïnes intracel.1ulars (Clark, 2001). A partir d'extractes d'Arabidopsis, CLVI es purifica

en complexes de 185 i 450 kDa (Trotouchaud et al., 1999).

CL V2 codifica per un receptor amb un domini extracel.1ular similar al de CLV 1 però no

presenta domini intracel.1ular. Anàlisis genètiques han demostrat que CLV2 és necessària

per l'acumulació de CLVI (Jeong et al., 1999). Possiblement aquests dos receptors

interaccionen entre ells formant un heterodímer que podria correspondre al complex de 185

kDa,ja que CLVl té 105 kDa i CLV2 80 kDa.

CL V3 codifica per un petit polipèptid de 96 aminoàcids que conté un suposat pèptid senyal

secretor (Fletcher et al., 1999) sembla està present a la planta com un complex soluble

(Trotouchaud et al., 2000). CLV3 és necessària per a la formació del complex actiu de CLV

(complex de 450 KDa), doncs en absència de CLV3, CLVl només es detecta en la forma

inactiva de 185 kDa (Trotouchaud et al., 1999). Estudis de sobreexpressió demostren que

CLV3 actua més amunt de la via que CLVI (Brand et al., 2000) mentre que experiments

bioquímics in vivo i en cultius cel.1ulars han demostrat que CLV3 es lliga a CLVI

(Trotouchaud et al., 2000). Tots aquests resultats suggereixen un mecanisme d'acció on el

polipèptid CLV3 indueixi la formació i activació de I'heterodímer CLV l-CL V2 per

transduir el senyal a l'interior de les cèl.1ules (figura 1.24).

Respecte al complex de 450 kDa s'ha demostrat que depèn de l'activitat quinasa de CLVl,

ja que en plantes on s'ha mutat el domini quinasa s'observa una disminució o desaparició

(segons el percentatge de la pèrdua de funció quinasa) d'aquest complex. Algunes proteïnes

intrace1.lulars de la via de transducció de clavata han sigut identificades. La proteïna KAPP

(Kinase-associated protein phosphatase) fou la primera proteïna identificada capaç

d'interaccionava amb CLVl (Stone et al., 1998; Williams et ai., 1997). KAPP conté tres

dominis: una senyal d'unió tipus I, un domini d'interacció a quinasa i un domini funcional

fosfatasa del tipus 2C. La interacció entre KAPP i CLVI s'ha demostrat in vivo en el

complex de 450 kDa (Trotouchaud et al., 1999). La presència del domini fosfatasa recolza

la hipòtesi que KAPP regula negativament a CLVI, hipòtesi que s'ha demostrat per estudis
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genètics (Williams et al., 1997; Stone et al., 1998). Un altre component conegut del

complex de CL VI de 450 kDa és una proteïna Rho/Rac-GTPase-related. Aquesta proteïna

pertany a una família de petites GTPases anomenada ROP de la superfamília Ras, que

presenta similituds amb proteïnes animals Rho/Rac (Winge et al., 2000). La funció precisa

de ROP en la via de transducció de CLV no es coneix. No obstant, estudis en sistemes

animals han demostrat que la proteïna RhoA pot regular l'expressió de gens diana nuclears

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

CLV3 X

(b) OD

(a>

CLV1

Figura 1.24 . Model de la via de transducció de CVLl. El model prediu que en l'heterodímer

CLV1-CLV2 (a) s 'hi uneix un multímer CLV3 (b). Aquesta interacció lligand-receptor provoca la

transfosforilació del domini quinasa de CLVl (e). Els residus fosforilats actuen com a llocs d'unió

directes o indirectes d'efectors com les proteïnes KAPP i ROP (d). La via de transducció del senyal

no es coneix (MAPKs?). Al final de la via de senyalització, aquest senyal inactivaria l'expressió del

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

Contràriament a la funció dels gens clavata, el gen WUSCHELL (WUS) es requereix per

promoure la proliferació 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 cèl.lules de la zona central i en el seu lloc, en el centre del meristem apical,
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s'observa una població de cèl.lules vacuolades i parcialment diferenciades (Laux et al.,

1996). Per tant, sembla que WUS és necessari pel manteniment del meristem apical. El gen

WUS codifica per un putatiu factor de transcripció homeòtic (Mayer et al., 1998).

Diferents resultats suggereixen que WUS és un dels gens diana de la via de clavata. La

primera evidència fou l'observació que els efectes de la mutació wus són epistàtics dels

fenotips cvl, e/v2 i e/v3, indicant que la funció de WUS es troba més avall en la via de

transducció els gens de CL V (Laux et al., 1996). Més recentment, dos estudis han demostrat

la regulació entre aquests dos loci.

La sobreexpressió de CL V3 provoca la pèrdua d'expressió de WUS i la conseqüent pèrdua

de la capacitat profilerativa del meristem (Brand et al., 2000). Per altra banda, la

sobreexpressió de WUS dóna lloc a una expansió del domini de CL V3 (Schoof et al., 2000)

provocant un engrandiment dels mutants e/v indicant que la via CL V suprimeix WUS a

nivell transcripcional. Aquests resultats permeten postular un model on CL V3 i WUS

mantenen el balanç dels diferents tipus cel.lulars en el meristem apical per un loop

feedback. WUS promou la proliferació cel.lular mantenint les cèl.lules mare (i l'expressió

de CL V3) en un grup de cèl.lules adjacent al seu domini d'expressió, mentre que CL V3

reprimeix l'efecte de WUS restringint la seva expressió a unes poques cèl.lules ( Brand et

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

Figura 1.25. Esquema dels dominis

d'expressió dels gens CLVl, 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 i WUS i els patrons d'expressió d'aquests gens en el meristem apical. Plantes

transgèniques que expressen de manera ubiqua CL V3 donen lloc a una fenocòpia del

mutant wus, demostrant que l'activitat de CLV3 és suficient per reprimir WUS (Brand et al.,

2000). Això implica que la funció de CL V3 ha de limitar la repressió de WUS. En la figura
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1.25 s'observen els dominis d'expressió del gens ClVl, ClV3 i WUS. WUS s'expressa en

un petit grup de cèl.lules localitzades en la part central per sota de la capa L3 que s'ha

anomenat centre organitzador (OC). ClVl s'expressa en la majoria de cèl.lules de la capa

L3 i ClV3 s'expressa en les capes LI i L2. En la figura 1.26 es pot observar el model

proposat que permet explicar tant la funció de lligand de CLV3 com la repressió de

l'expressió WUS. CLV3 difondria de les cèl.lules apicals cap a les cèl.lules del domini

CLVI donant lloc a una regulació negativa de WUS. Hi ha d'haver, però, una limitació de

l'expansió de CLV3, ja que en les cèl.lules del domini WUS no es detecta senyal de CLV3.

En el desenvolupament animal hi ha varis exemples on la concentració de receptor és

suficient per reclutar el lligand de l'espai extracel.lular, limitant d'aquesta manera la seva

difusió (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 proteïna CLV3 en extractes de meristem

de col-i-flor s'ha trobat associada a CLVI (Trotouchard et al., 2000). Per altra banda, en un

experiment on s'ha doblat el n° de copies gèniques de Cl V3 no ha sigut suficient per

traspassar la barrera i reprimir WUS en la zona OC (Brand et al., 2000), suggerint que el

domini d'expressió de WUS (OC) està protegit del senyal CLV3 per un gran excés de llocs

d'unió.

•
..{~.....
i ~ l ~- ii. ~wus ~.I
'" ..- ,., __.w~m •.,.,.".,""'?,_.__••.~.,.....,...,.,.".

~ ~'

~
, wus

Ca>

Figura 1.26. Senyalització entre cèl.lules meristemàtiques. a) L'expressió de WUS en el centre

organitzador (OC) promou un senyal, encara no identificat, que provoca l'especialització de les

cèl.lules superiors com cèl.lules mare. Les cèl.lules mare retornen el senyal CLV3 restringint la

mida d'OC. b) Model de protecció de l'OC del senyal CLV3. La unió de CLV3 (punts vermells) al

complex CL VI (en blau) dóna lloc a una repressió de WUS en la capa L3. Un excés del complex
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receptor CLV1 preveu que CLV3 migri cap a la zona de l'OC, permetent l'expressió de WUS en

aquesta zona.

De Haecker et al. (2001).

Un altre possible gen diana de la via de transducció de clavata podria ser el producte del

gen POlTERGEIST (POL). Mitjançant un crivellat d'al.lels supressors de clvJ 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 funció de POL tindria lloc més avall de la via de Cl V com

un regulador negatiu. Per altra banda, les mutacions pol i wus mostren interaccions

dominants, però 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 està implicat en el

manteniment del meristem apical. Els mutants stm, com els wus, no presenten cèl.lules

mare. Pel moment, les relacions entre els gens STM, Cl V i WUS no són clares. Els diferents

mutants stm presenten un diferent grau fenotípic segons l'alteració de l'al.lel. Així, en

al.lels dèbils o intermitjos, una petita població de cèl.lules centrals meristemàtiques és

capaç de produir primordis ectòpics i posteriorment aquestes cèl.lules desapareixen

(Endrizzi et al., 1996). La interacció gènica dels mutants stm amb clv divergeix a la

interacció entre wus i clv. Els al.lels wus són epistàtics per les mutacions clv, però 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

múltiples funcions (Long et al., 1998). La proteïna codificada per STM és una proteïna

homeòtica de la família KNOTTED (KN1).

L'homòleg de STM en blat de moro, el gen KNOTTED (KNJ) ha estat molt ben

caracteritzat (Sinha et al., 1993). KNJ s'expressa en el meristem apical i al sistema

vascular, mentre que no es detecta als òrgans laterals (Jackson et al., 1994). El paper de

KNJ en el desenvolupament s'ha estudiat en mutants ImJ. L'expressió ectòpica de KNJ té

com a conseqüència la formació de meristems de manera aleatòria sobre les fulles o sobre
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el coleòptil (Sinha et al., 1993), i els mutants de pèrdua de funció no mantenen la integritat

del meristem (Kerstetter et al., 1997). En gen KNl, doncs, té la funció de proporcionar

identitat meristemàtica a les cèl.lules on s'expressa i es veu silenciat a les cè1.lules

diferenciades (Kerstetter et 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 l'addició de citoquines en el medi. El trasncrit Brostm es manté fins

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

La gran majoria de dades moleculars sobre la funció dels meristems fan referència a la

planta model d'Arabidopsis, mentre que se'n sap molt poc si aquests mecanismes estan o

no conservats en altres espècies. En aquest sentit, recentment s'ha descrit un mutant en blat

de moro anomenat fasciated ear2 ifea2) (Taguchi-Shiobara et al., 2001). fea2 s'expressa

àmpliament en teixits vegetatius immadurs i inflorescències, mentre que és reprimit en

teixits de fulla i no s'expressa en arrel. Durant el desenvolupament vegetatiu l'expressió de

fea2 no mostra cap fenotip en la filotaxi o en el desenvolupament de la fulla, pel que es

desconeix la seva funció o en quin mecanisme podria està implicat. Per altra banda, les

plantesfea2 presenten un increment del nombre d'òrgans florals que és conseqüència d'un

engrandiment dels meristems florals (Taguchi-Shiobara et al., 2001). Les flors masculines

presenten un increment del número d'estams i les femenines del número 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 proteïna transmembrana amb LRR

que presenta similitud de seqüència amb eL V2. Aquestes dades suggereixen, doncs, que la

via de transducció de CLAVATA d'Arabidopsis podria estar funcionalment conservada en

les espècies monocotiledònies. Recolzant aquesta hipòtesi, en arròs s'ha identificat un gen

relacionat a CL Vl, OsLRKl (Kim et al., 2000). Plantes antisentit pel gen OsLRKl

desenvolupen un increment en el número d'òrgans florals, tot i que la mida dels meristems

no ha estat mesurada. No s'ha pogut identificat un fenotip clar del meristem de la

inflorescència en l'expressió de l'antisense de OsLRKi, el que podria suggerir un

funcionament diferents al de CL Vi. Tot i això, no està clar si aquestes plantes perden

totalment la funció del gen OsLRKi i, per tant, l'aïllament del mutant nul és necessari per

arribar a una conclusió i poder determinar la [unció de CLVl en les monocotiledònies.
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Objectius

Durant els darrers anys al laboratori s'està portant a terme un projecte per a caracteritzar

gens que s'expressen en les primeres etapes de l'embriogènesi del blat de moro. Per aïllar

gens d'expressió diferencial en aquesta etapa es van seguir diverses aproximacions. Una

d'elles fou l'estudi de mutants Dek per la inserció de l'element Ac, mitjançant 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 aproximació fou un crivellat

diferencial de fulla i embrió, a partir del qual es va obtenir un conjunt de gens d'expressió

preferent a l'embrió. Entre ells, es va clonar un clon parcial amb similitud a proteïnes RLK

(Receptor Like-Kinase) del tipus LRR (Leucine-rich repeat) (Roca, 1998; Río, 1999).

Posteriorment aquest clon es va anomenar MARK per Maize Atypical Receptor Kinase. En

la figura 2.1 es presenta la seqüència de completa de la proteïna MARK. La proteïna 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 !:R!:PGAT!:S~AV~AGTLGN LTA!:HT!:S!:RL!G!::S~AL~AD

121 ,!:ASAAA!:RNVF!:NG!R.!:S~GF~QAILA!:PA !:VR!:S!:GG!!DLRR

161 !:S~PI~AE!:GS!:TH!:RVLL!:EN!!RFS~E!S DVK!:PP!:QQF

201 NVSF!!Q!:NGS~AS!:RS

domini extracel.lular amb

els LRR en gris, la regió

transmembrana i el domini

quinasa intracel.lular en

blau.

Figura 2.1 Seqüència

completa de la proteïna

MARK on es mostra el

KD

581

541

501

621

421

461

661

218 QPR SAFLGTGLCG GPLGPCPGEV

241 SPSPAPAGQT PSLTPVPSSG GGNGSGSGSG GTlGGNGGES

281 GHKNKKLSGG AlA

294 GIAIGSA LGAGLLLFLL VCLC TM

315 RRSGGT

321 RTRSLEMPPP EAPAAAAAAG GRKPPEMTSG AAVAPLTTlG

361 HPNAPlGQST SGKKLVFFGS AAAVAPFDLE DLL

394
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En el laboratori es van realitzar assajos de fosforilació 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 seqüència aminoacídica de MARK-KD. Aquesta anàlisi va mostrar

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

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

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

A

#'
A s~~~~+

Figura 2.2. A: Assaig de fosforilació. 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 proteïna

recombinant MBP-MARK i una proteïna quinasa control. B:

Seqüències dels subdominis III, VIb i VII de diferents proteïnes

RLKs.

B III Vlb VII

CLVl

RSDHGFTAEI LHRDVKSNNILLDSDFEAHVADFGLAKFL
SRK

QGIDEFMNEV IHRDLKPGNILLDKYMIPKISDFGMARIF
RLKS

LNRDVFAAEV VHRDVKSSNILLDSDYGAKVADFGIAKVG

CONS

ED DFG

MARK

LSEAEFERRI SHGNIKSSNVLLGKSYQARVSENGLTTLV
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Aquesta característica de MARK també es troba en altres seqüències tant de plantes com

d'animals. En plantes, en la base de dades existeixen vàries seqüències EST tant d'arròs

com d'Arabidopsis amb les mateixes característiques de MARK-KD, en la figura 2.3 se'n

mostren algunes d'elles. Malgrat tot, només la proteïna d'Arabidopsis TMKLl s'ha

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

CONS ED DFG

MARK

LSEAEFRERI SHGNIKSSNVLLGKSYQARVSENGLTTLV

OJ99101S

LTEPEFRDRI SHGNIKSSNVLLNKSYQARLSDNGLSALV
OJOOO107

LPEPEFRERI SHGNIKSSNVLLTKNYEARVSDHGLPTLV

ACOO310S

ASKKEFETQM VHGNlKASNILLHPNQDTCVSDYGLNQLF
ABOO8270

VPEKEFERKL SHGNIKSSNILLSESFEAKVSDYCLAPMI
AB018111

ASKKEFEQQM VHGDIKSSNILLTEDLEPCLSDTSLVTLF

TMLKl

KDRSSCLPVI IHGNIRSKNVLVDDFFFARLTEFGLDKIM

III

VlbVII

Figura 2.3 Seqüències dels dominis IIL Vlb i VII d'ESTs de plantes i de TMKLI que

presenten substitucions en els aminoàcids essencials per l'activitat quinasa.

En animals, com ja s'ha dit en la introducció d'aquest treball, també s'han descrit dominis

quinasa amb característiques similars que són incapaços de fosforilar in vivo tot i que,

almenys en alguns casos, se sap que participen activament en la transducció del senyal. Per

exemple, els receptors erbB3 o H-Ryk que s'ha proposat que poden participar en cascades

de transducció del senyal a través de la interacció amb altres proteïnes.

És per això que, dins de l'estudi del mecanisme d'acció de MARK en aquest treball ens

hem proposat una búsqueda de proteïnes que interaccionin amb MARK-KD. Així doncs,

l'objectiu d'aquest treball és la caracterització de proteïnes capaces d'interaccionar amb

MARK-KD.
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Amb aquesta finalitat, ens vam proposar:

• la realització d'un crivellat de doble híbrid per tal d'obtenir cDNAs

corresponents a possibles proteïnes d'interacció amb MARK-KD.

• l'anàlisi de la interacció entre MARK-KD i aquestes proteïnes per mitjà de

diferents tècniques d'interacció proteïna-proteïna tant in vitro com in vivo.

• l'anàlisi de l'expressió dels gens corresponents a les proteïnes potencialment

més interessants.
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1. Crivellat de doble-híbrid i anàlisi dels clons obtinguts.

Amb l'objectiu de buscar proteïnes capaces d'interaccionar amb el domini quinasa de

MARK (MARK-KD) es va realitzar un crivellat d'una llibreria de doble híbrid de cDNA

d'embrions de blat de moro de 7 dies després de la polinització (DAP), que va ser cedida

pel Dr. Werr de la Universitat de Colònia. Aquesta tècnica permet l'anàlisi d'interaccions

proteiques in vivo en cèl.lules de llevat (Sacharomyces cerevisiae). El crivellat es va dur a

terme amb el domini quinasa de MARK (MARK-KD) i va permetre la identificació d'un

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

1.1 Tècnica del doble-híbrid.

La tècnica del doble híbrid es basa en les característiques de molts factors de transcripció

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

seqüència específica que en llevat s'anomena UAS (upstream activation site). Per altra

banda, l'altre domini és un domini d'activació (AD, activation domain) que s'uneix al

complex de la RNA polimerasa 11per tal d'activar la transcripció del gen corresponent. Cap

dels dos dominis per separat és capaç d'activar la transcripció gènica. L'activació de la

transcripció només tindrà lloc en el cas que els dos dominis es trobin interaccionant en la

regió promotora.

S'han desenvolupat vectors d'expressió per tal de generar proteïnes fusionades amb aquests

dominis, d'aquesta manera, si es co-expressen aquests dos vectors en una mateixa cè1.lula

de llevat es pot analitzar la interacció de les proteïnes clonades per l'activació del gen

marcador. Tanmateix, es pot realitzar un crivellat d'una llibreria de proteïnes (fusionada a

l'AD) per buscar proteïnes que interaccionin amb una proteïna en concret (fusionada al

BD). En la figura 3.1 es presenta un esquema de la tècnica del doble-híbrid.

S'han desenvolupat diferents sistemes per dur a terme la tècnica del doble híbrid. 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 proteïna GAL4 de llevat. Aquest sistema

MATCHMAKER 2 presenta una sèrie d'avantatges respecte al sistema MATCHMAKER:
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· per a l'expressió de les proteïnes híbrides amb els dominis d'unió i d'activació s'utilitzen

vectors d'alt nivell d'expressió.

· una vegada realitzat el crivellat de doble híbrid, les cèl.lules de llevat contenen el plàsmid

que codifica per la proteïna esquer i el plàsmid que codifica per la proteïna procedent de la

llibreria. Aquest sistema permet la selecció d'aquesta última mitjançant l'addició de

cicloheximida en el medi.

· la soca de llevat utilitzada en el crivellat és capaç de creuar-se amb una soca

complementària per tal d'obtenir cèl.lules diploides permetent l'anàlisi d'especificitat

d'interacció del clon obtingut amb altres proteïnes control.

, aquest sistema també disposa d'anticossos per detectar les proteines híbrides per western

bIot, controlant així que la seva expressió en la soca de llevat sigui correcta .

••• La prOlel"narecombinant ONA- BD/proteIna esquer s'uneix al llAS de GAL 1,-.ili però no pot activar la transcripció sense el domini activador (AD).

Figura 3.1.

Esquema del sistema

MA TCHMAKER

GAL4 de doble

híbrid Modificat de

MA TCHMAKER

GAL4 Two-Hybrid

User Manual,

Clontech, Inc.mlnlllal promoter

I mlnlllalpromoter _

BEn absència de la protel'ha esquer, la protel'nade fussió no pot unir-seal llAS de GAL1 no podent activar la transcripci6. ~
AD

-1 GAll UAS

B.La interacci6 entre la proteTna esquer i lesproteTnes de la llibreriain vM:l aclivala transcripci6 de gens marcadors.
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1.2 Crivellat d'una llibreria de doble híbrid de cDNA d'embrió de 7 DAP amb

la proteïna MARK-KD.

El domini intracel.lular de la proteïna MARK es va donar en el vector d'expressió pAS2.1

de Clontech (Genbank Accession: U30497) que conté el domini d'unió a DNA de la

proteïna GAL4. La proteïna MARK s'acumula molt a l'inici de l'embriogènesi, als 2 DAP,

i es manté fins als 40 DAP (Río, 1999). Així doncs, per buscar proteïnes 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 donada en el vector pACT2 (Genbank

Accession: U29899), que conté el domini d'activació de la transcripció.

La soca de llevat utilitzada pel crivellat fou la Y190 que té com a gens marcadors, ellacZ i

l'RIS3. El gen RIS3 en aquesta soca s'expressa de manera constitutiva, en absència

d'inducció, per la qual cosa és imprescindible afegir en el medi el compost 3-AT com a

inhibidor de la síntesi d'histidina. La concentració de 3-AT és crítica, doncs cal aconseguir

la inhibició d'expressió endògena del gen però, alhora, aquesta inhibició no ha d'afectar

l'expressió d'histidina depenent de la interacció. Per tant, cal arribar a un compromís entre

l'obtenció del creixement de colònies independent de la inducció i el creixement de

colònies que delaten una interacció feble.

OmM

15 mM

5mM

25mM

71

Figura 3.2. Cultius de la soca de llevat Y190

transformada amb la construcció MARK­

pAS2.1 plaquejats en plaques de medi SD-T

suplementades amb diferents molaritats de

3-AT
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Així doncs, es va plaquejar la soca Y190 transformada amb la construcció MARK­

KDyAS2.1 en plaques amb absència de triptòfan (per a la selecció del plàsmid) 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 O i 5 mM

de 3-A T, mentre que a una concentració de 15 mM, el 3-A T inhibeix el creixement. Per

tant, donat que la concentració mínima on no es va obtenir creixement de llevats fou a 15

mM, es va decidir realitzar el crivellat amb aquesta concentració de 3-AT.

Abans de realitzar la transformació de la llibreria, es van posar a punt les condicions de

transformació òptimes, aconseguint una eficiència de 1,6.104 colònies//lg 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 lacZ en un assaig de 13­

galactosidasa en filtre. El gen lacZ codifica per l'enzim ¡3-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 ¡3-galactosidasa, la reacció dóna un color blau. 94 dels 200

clons positius His +, van resultar positius per la selecció ¡3-gal.

Per tal de comprovar que no s'hagués transformat més d'un plàsmid de llibreria en una

mateixa cèl.lula, es van realitzar PCRs dels 94 clons. Aquestes PCRs es realitzaven a partir

de les colònies de llevat (apartat 1.1.5 del material i mètodes). En cap dels clons es va

detectar més d'una banda de PCR suggerint que en cap cas s'havia introduït més d'un

plàsmid.

Per altra banda, per determinar si algun clon presentava el mateix insert, els DNAs

obtinguts de l'amplificació per PCR, que presentaven una mida d'entre 800 a 2000 pb, es

van digerir amb l'enzim de restricció HaeIII (que té una freqüència de tall elevada).

D'aquesta manera es van poder detectar 10 clons que contenien el mateix insert, reduint a

84 el número de clons independents.

1.3 Anàlisi de seqüència dels clons de doble híbrid obtinguts.

Els 84 clons independents obtinguts van ser seqüenciats a partir de la PCR purificada. Les

seqüències obtingudes es van analitzar comparant amb les seqüències descrites en les bases

de dades mitjançant el programa BLAST. En la taula 3.1 es poden observar les similituds

72



-----------------------------Resultats

de seqüència 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 proteïna

de la base de dades.

Taula 3.1. Taula dels clons positius obtinguts en el crivellat de doble híbrid Els número dels clons

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

clon homologia organisme
2 (85, 82), 9,

SAM descarboxilasa lea mays
11 (20,53),

(ACC024575)
25,16,30,32 (35, 67), 45,47,49 (72),55, 68, 69, 70,93,943, 77

SIR2-like protein Oryza sativa
4

proteïna desconeguda Arabidopsis
5,58

MAP4Kinasa (AJOO9609)Brassica napus
6,29,37,59,

Eukaryotic translation initiationlea mays
76

(AJ132240)
7 (33)

proteïna desconeguda / NT3Arabidopsis
8,34

Proteïna hipotètica (067576)Arabidopsis
13 (15)

proteïna desconeguda Arabidopsis
14

proteïna desconeguda Arabidopsis
31,38,52,71,

proteïna desconeguda (064588)Arabidopsis
73 42,64,65

putativa Gamma-adaptin (AAK98709)Oryza sativa
44

proteïna desconeÇluda Arabidopsis
51

Putativa malonvl CoA descarboxilasaArabidopsis
56

ABA, deshidrogenasa Medicago sativa
57 (83)

Acetyl CoA Carboxylasa lea mays
66

ONA polymerasalll Arabidopsis
81

NAOPH oxidasa Oryza sativa
84

Voltage-depenent anion channel proteinlea mays

Com s'observa en la taula, alguns dels clons codifiquen per la mateixa proteïna. El fet que

en el crivellat s'obtinguint clons independents corresponents a la mateixa seqüència,

suggereix que la interacció, almenys en llevat, és forta.

Per tant, els clons que presenten una similitud amb les proteïnes SAMDC, MAP4K, elFS,

una proteïna hipotètica (067576), una proteïna de funció desconeguda (064588) i una

gamma-adaptina, van ser els escollits per analitzar en més detall i estudiar la seva interacció

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 plàsmid MARK-KD-pAS2.1, seleccionant d'aquesta manera

el plàsmid d'interès. Aquests plàsmids es van obtenir per extracció de DNA plasmídic i van

ser transformats a la soca DH5a d'Escherichia coli.

A continuació es descriuen els clons positius obtinguts que codifiquen per les proteïnes

SAMDC, e1F5, y-ADAPTINA, una proteïna hipotètica, una proteïna de funció

desconeguda. El clon que codifica per una proteïna similar a BnMAP4K, s'analitza en

l'apartat 2 dels resultats .

. Un elevat número de clons obtinguts en el crivellat codificaven per la proteïna SAMDC

(S-adenosylmethionine decarboxylase) de blat de moro. En concret es van obtenir 16 clons

independents (figura 3.3) que correponien a una possible seqüència proteica 100% idèntica

a la proteïna SAMDC. Aquests clons es van anomenar DH-SAMDC (per doble híbrid

SAMDC).

SAMDC (ACC024575)

1880
~

] nO 45

]n° 25

492 In047I

550 In0161

555 InO 68I

620 In011I

637 I n° 93I

672 In032I

735 In09I

760 In094I

766 I n0 49I

845 I n° 70I

~ I~~I

663 In02I

665 I nO 69
1 .. _-

975 In055I
1010
C

1040

C

Figura 3.3. Esquema dels diferents clons obtinguts en el doble híbrid que codifiquen per la

proteïna SAMDC de blat de moro.
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L'enzim SAMDC forma part de la via de síntesi de les poliamines. Aquests compostos,

estan implicats en processos de desenvolupament i creixement vegetal. La proteïna

SAMDC de patata, per exemple, presenta uns nivells molt elevats d'expressió en teixits que

es divideixen i diferencien activament tant en teixits vegetatius com en òrgans reproductors

(Mad Arif et al., 1994). El patró d'expressió de SAMDC és, doncs, coincident en alguns

teixits amb el de la proteïna MARK que s'ha demostrat que en l'embrió i en teixits

meristemàtics està associada a cèl.lules en proliferació i diferenciació (Río, 1999) .

. La proteïna elF5 (Eukaryotic translation initiation factor 5) de blat de moro del sistema

de traducció cel.lular, fou obtinguda en el crivellat en cinc clons independents (figura 3.4).

Aquests clons s'anomenaren DH-eIF5.

Clon n06

Clon n076

1494[
1436

L

elF5 (AJ132240)

1976

:J

Clon n029

Clon n037

Clon nOS9

1347

L
1319

I I
1290

I

Figura 3.4. Esquema del 5 clons que codifiquen per diferents fragments d'e1F5 aïllats del crivellat

del doble híbrid

La proteïna elF5 juga un paper essencial en la iniciació de la síntesi proteica juntament amb

altres factors d'iniciació i GTP (Raychaudhuri et al., 1987). Es tracta d'una proteïna, doncs,

fortament expressada en cèl.lules que estan proliferant activament. Per tant, com en el cas

de la proteïna SAMDC, el seu patró d'expressió pot ser, almenys en part, coincident amb

MARK .

. Les seqüències de cinc dels clons aïllats del doble híbrid codificaven per proteïnes que

presentaven similitud amb una proteïna de funció 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 l'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 seqüenciar. Quan es realitza una

búsqueda en la base de dades, només dues proteïnes mostren una elevada similitud amb

aquest clon, i les dues són de funció desconeguda. La proteïna AIR9 (Auxin-Induced in

Root cultures) es va aïllar 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 seqüència, correspon a la regió e-terminal de la seqüència deduïda

NP_181015. L'auxina és una hormona vegetal implicada en molts processos diferents en

les plantes com ara la proliferació i la diferenciació .

DB-71

NP_18101S
AIR9

. E~N LIPDLVAlSS~G
EYIWYRTKV!lBGSALT!ISYAGlEVVMCC

XKS~
KLPa

DB-71

NP_18101S
AIR9

DB-71

NP_18101S
AIR9

IvmCILII~~Y~IIIR~gxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx~
R~~S~E~~I~BI~PIIIS~ENDGTIDLIDGANSKTYEVTESDYNCRILPGYTPVRSDSVVGELKMSEPTEIILPG.PSLOBlP§

DB-71

NP_1B101S
AIR9

Il••.•.•.•.·.•..•·.·.•...•.•·.~....·..PVT.·.··.· •• 1lI!......•.'•• ".' _•.. "vs-······ •.,.,.)•.•.•.•...•.•....•••.... m ••........ , •.........•.•li!'!!! bli" -; ·!ftjAYlidÍDl'0'.'0"" ••011' r •..•.".·...•....•..0••••" •••• o ..• g¡
PG.PKIEKLEIE~GFHTDLYAV.GuY·GGKEGKSKIQWLRSMVGSPDLI·IPGETGR

~,pG~PR l EK LE l E5;¡GFHTNL YAVBia¡G¡;YmtGGKEGK sKl QWLRS MVGS PDL 1,..::;1 P GET GR. Y:'PGI: PRIEKLEIEGlJ,GFHTNLYAVI71G;;Yl' GGKEGKSKIQWLRSMVGSPDLI -lIPGETGR¡ Y

DB-71

NP_18101S
AIR9

DB-71

NP_18101S
AIR9

xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

BYPLPSPLNVCSSjlNWNOV.
............ .. !I .

DB-71 : _ .

NP_1B101S : T .
AIR9: YMKP

Figura 3.5. Alineament de seqüències realitzat amb el programa Clustal entre la zona C-terminal

de la proteïna NP_181015 (estan representats a partir de l'aminoàcid n° 1145), la proteïna AIR9

(AF055849) i el e/on DH 71.
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. Dos dels clons que es van analitzar (el DH 8 i DH 34) presentaven similitud amb proteïnes

d'Arabidopsis de funció desconeguda o similars a proteïnes bacterianes.

Com es pot veure en l'alineament de la figura 3.6, el clon DH 8 presenta una elevada

homologia de seqüència amb proteïnes d' Arabidopsis de les quals no se'n sap la funció,

excepte el factor de transcripció APFI implicat en la regulació de gens del citocrom. En la

comparació de seqüències (programa BLAST) en el banc de dades s'obtenen un conjunt de

proteïnes bacterianes, suggerint que aquestes proteïnes similars d'Arabidopsis podrien

localitzar-se en plastidis.

ITHKSS

DH-8

BAB39954

AAF98404

AAK76458

APFI

Transferas

DH-8

BAB39954

AAF98404

AAK76458 : DjjjG•.,: '" sm
APFI : DjjjD .•
Transferas : GQR DD S

S!'allll'Oi:

DDVG(IlljPL

ilAJT1I

··························1

...........................

......••......•.....•••.... ·I

IHKA~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~: :L

LSGK'P IGNNVTVGHSAVL.GCTVmD

LSGK'P IGDNVTVGHS~VL~GCTVED
LSGK 'P IIGDNVTIGHSAVL;"'GCTVED

LSGK~P~IGONVTIGHSAVL~GCTV$DISGK P1f,lIGDNVTVGHSAVI~GCTVED

p IG~DVTVGH L~GCTI~N

DH-8

BAB39954

AAF98404

AAK76458

APFI

Transferas

DH-8

BAB39954

AAF98404

AAK76458

APFI

Transferas

S~NPAQ ..•.•...•......
PSSSAQ .

LIXNILPDKETKRPSNVN .

..••. DD~LaENVPKAA ......•.....TRETP~ILIDNVLPGGKPVAKVPSTQYF

Figura 3.6. Alineament del clon DH8. BAB39954: Oryza sativa similar a proteïna desconeguda

d'Arabidopsis. AAF98404: proteïna desconeguda (Arabidopsis).APFI: factor de transcripció

(Arabidopsis). AAK76458: putativa ferripyochelin-binding protein (Arabidopsis). BAA93562:

Transferasa (E. coli). Realitzat amb el programa e/ustal.
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. Tres clons aïllats del crivellat presentaven una elevada similitud amb proteïnes gamma­

adaptines del tipus 1 com es pot veure en l'alineament de la figura 3.7. Aquests clons es

van anomenar DH-yADAPTINA#42, #64 i #65.

Les y-adaptines tipus l formen part dels complexes API (adaptor protein). Aquests

complexes, juntament amb el complex AP2 són components de les vesícules de clatrines

associades al TGN (TransGolgi Network) i a la membrana plasmàtica respectivament. La

funció d'aquests complexes és unir les clatrines a la membrana, seleccionar les proteïnes

que cal transportar i reclutar proteïnes que regulen la formació de la vesícula. Són

complexes heterotetràmers amb 2 unitats grans (y i ~l pel complex API i a i ~2 per AP2),

una subunitat mitjana (~) i una de petita (O). 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 a-adaptina del complex AP2 s'hi uneixen directa o

indirectament proteïnes de membrana que regulen la formació de la vesícula. En la

bibliografia s'han descrit nombroses proteïnes que interaccionen amb el domini C-terminal

de la a-adaptina (David et al., 1996; Deheuvel et al., 1997; Micheva et al., 1997).

Presumiblement, la subunitat y té aquesta mateixa funció, tot i que no ha sigut tant

estudiada. En la bibliografia s'han descrit algunes proteïnes que interaccionen amb la y­

adaptina, com per exemple la proteïna y-Synergin (Page et al., 1999) o receptors específics

de la membrana baso lateral de cè1.lules epitelials (F5lsch et al., 2001).

Figura 3.7 (pàgina següent). Alineament del clon DH-yADAPTINA#65 amb el programa Clustal.

AAK98709: putativa gamma-adaptina1 (Oryza sativa); BAA78745: Similar gamma-adaptina 1d'A.

thaliana (Oryza sativa); NP_176215: putativa gamma-adaptina1 (A. thaliana); CAA 72902:

gamma-adaptin (Homo sapiens); CAB39730: gamma-adaptina2 (A. thaliana); 075843: gamma­

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

Amb la tècnica del doble híbrid es van obtenir una sèrie de clons que, en aquest sistema,

són capaços d'interaccionar amb MARK-KD. Tot i que la tècnica de doble híbrid és molt

potent alhora de buscar proteïnes d'interacció també s'obtenen bastants falsos positius. Per

analitzar interaccions proteïna-proteïna existeixen altres tècniques complementàries com

per exemple les tècniques d'interacció 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 AHI09 per eliminar

falsos positius, ja que presenta tres gens reporters: ADE2, HIS3 I lacZ (o MELJ) sota el

control de les seqüències GAL4 i TATA. El gen marcador ADE2, aporta més astringència a

la interacció donat que es tracta d'una forta selecció nutricional. (MATCHMAKER GAL4

Two-Hybrid System 3 & Libraries User Manual, PT3247-1).

Així doncs, es van transformar els clons obtinguts en el crivellat de doble híbrid en la soca

de llevat AHI09 juntament amb la proteïna MARK-KD:

DH-SAMDC#9

DH-eIF5 #6

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

DH-71

Les cèl.lules de llevat transformades van ser plaquejades en medi mínim de selecció pel

creixement sense histidina i adenina (SD-LTHA, la manca de leucina i triptòfan selecciona

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

. Els clons DH-SAMDC#9 i DH-eIF5#6 co-transformats amb MARK-KD no van créixer en

la soca AHI09 en absència 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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1 2

97-

66­45- Figura 3.32. Western blot. Determinacio de la presencia d'anticos contra el

domini regulador de MIK. 1: proteina recombinant pET28_DR-MIK. 2:

extracte total proteic d'embrions de 15DAP (30j1.g).

L 'anticos anti-DR-MlK es va utilitzar a una dil.luci61:1000 (Ab 165).

Les immWlodeteccions es van dur a terme amb Wl anticos secWldari conjugat amb el

fluorofor cianina 3 i sobre taIls d'embrions inclosos en parafina que van ser analitzats aI

microscopi confocaI.

Les immWlolocalitzacions obtingudes en embrions taIlats longitudinalment mostren Wla

acumulaci6 generaIitzada de protelna MIK en tot l'embri6 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 protelna, aixi corn en els feixos vasculars del coleoptil. L'acumulaci6 de la

proteina MARK presenta una localitzaci6 similar, generalitzada en tot l'embri6 i

especialment abundant en els feixos vasculars del coleoptil i de la radicula.
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Figura 3.33 (pdgina anterior). Immunolocalitzacions de les protei"nesMlK iMARK (B i C) en

embrions de 15 DAP tallats longitudinalment. Les proternes van ser immunolocalitzades amb

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

En la figura 3.34 s'observa en mes detallla major acumulaci6 tant de MIK corn de MARK

en les cel.lules que formen part dels feixos vasculars del coleoptil. En aquestes imatges es

detecta tambe una acumulaci6 de MARK mes important en les membranes laterals respecta

a les membranes transversals que possiblement s'han format mes recentment. A mes, en les

diferents immunodeteccions realitzades s' observa una certa polaritzaci6 de MARK,

acumulant-se majoritiuiament en les membranes inferiors. Aquesta polaritzaci6 en els

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

Figura 3.34. Acumulacio de les proternes MlK i MARK en els ftixos vasculars del coleoptil

d'embrions de 15DAP. A: control negatiu amb el serum preimmune. B: acumulacio de la protei"na

MlK C: acumulacio de la proternaMARK.

L'acumulaci6 de la protelna MIK en tot el meristem apical es pot observar en el detall de la

figura 3.35A. Comparant i sobreposant la imatge d'immunolocalitzaci6 amb la imatge de

transmissi6 on s'observen les estructures ceLlulars, la localitzaci6 ceLlular de la protelna

MIK sembla mostrar un patr6 citoplasmatic (figura 3.35C).

Per altra banda, l'acumulaci6 de protelna 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'autoflorescencia de la paret cel.lular, en color verd, cosa que permet
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