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compartiendo momentos en los que nos apetecia hacer un break. Qué bien nos iban.
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TM: Tampo carrega, Tris-HCI, Glicerol, blau bromofenol, f-mercaptoetanol
TRIS: tris(hidoximetil)aminometano

tRNA: RNA de transferéncia

X-GAL: 5-bromo-4-cloro-3-indol-f3-D-galactopiranoside
YEB: medi yeast extract broth

YFP: Proteina fluorescent groga
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1- EMBRIOGENESI DEL BLAT DE MORO

El blat de moro és una planta espermatofita, angiosperma, monocotiledonia de la familia
Poaceae. Les plantes angiospermes es caracteritzen per tenir una doble fecundacié: una de les
cél-lules espermatiques s’uneix a la cél-lula ou per formar el zigot, a partir del qual es formara
I'embri6 i posteriorment donara lloc a la planta adulta, mentre que 'altra cél-lula espermatica
s'uneix a la cél-lula central, diploide, per generar I'endosperma, triploide, que actua com a
organ de reserva (Saarez i Bozkov, 2008; Capron et al., 2009).

L’estudi de '’embriogénesi s’ha dut a terme principalment a I'Arabidopsis thaliana, planta
dicotiledonia amb un genoma petit totalment seqiienciat i amb un temps de generacid curt
(Jurgens et al,, 1991; Mayer et al. 1991). D’altre banda el blat de moro ha estat un model per a
I'embriogenesi de les plantes monocotiledonies que presenten caracteristiques diferents a les
dicotiledonies.

Per estudiar el procés de I'embriogenesi se segueixen diferents estratégies. A nivell histologic,
s’analitzen els canvis estructurals i cel-lulars que tenen lloc. A nivell genétic, I'is de mutants
que bloquegen l'embriogénesi és una eina molt valida per entendre el procés. A nivell
molecular, s’identifiquen els gens implicats en el procés, i la qual cosa permet tenir un conjunt
de marcadors que faciliten la interpretacié dels mutants i dels processos que tenen lloc
(Meinke, 1995).
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1.1- Etapes de I'embriogénesi

L’embriogénesi de les plantes es pot dividir en tres fases: morfogenetica, maduracié i
dessecacié (Figura I1) (Gooldberg et al. 1994; Jiirgens et al., 1994).
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PROEMBRIO TRANSICIO-COLEOPTILAR-ESTADI PRIMER
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Figura I1. Diferents etapes de I'embriogenesi del blat de moro. Representacié esquematica dels diferents estadis
del desenvolupament de I'embrié. En cada estadi es mostra un tall lateral i una imatge frontal del mateix embrié.
ddp, dies després de la pol-linitzacid; ep, embri6 propi; s, suspensor; e, escutel; ¢, coleoptil; ac, meristem apical;
pc, porus coleoptilar; nc, node escutelar; r, arrel; cr, coleorriza; m, mesocotil. Cada divisi6 s6n 0.5 mm (Rio, 1999;
amb modificacions).

1.1.1- Etapa morfogenética

Es I'etapa inicial on es determina I'organitzacié basica de 1'embrié. Els principals processos
que tenen lloc de manera simultania durant el periode morfogenétic sén I'establiment de la
polaritat apical-basal i del patro6 radial, 'elaboraci6 de les diferents estructures i organs, el
creixement i la diferenciacié dels diferents tipus cel-lulars, teixits i organs (Jiirgens et al.,
1994). Tot aix0 s'ha de donar en un context coherent a nivell estructural i funcional. Atés que
la paret cel-lular de la cél-lula vegetal no permet migracions, I'elaboracié de les diferents
estructures, el creixement i la diferenciacié es deuen fonamentalment a mecanismes de
divisio i expansi6 cel-lular dirigides (Sreenivasulu i Wobus, 2013).

L’organitzacié del cos de 'embrié es pot considerar que resulta de la superposicié de dos
patrons, I'apical-basal i el radial (Gooldberg et al., 1994; Schmidt et al., 1994).
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1.1.1.1- Patré apical-basal

El desenvolupament de I'embrié s’inicia amb la fertilitzacié de la cel-lula ou i la subseglient
formacié del zigot. Abans de la primera divisié del zigot ja es pot observar una distribucié
polaritzada, amb una regié de citoplasma més densa. La primera divisi6 del zigot és
asimétrica i dona lloc a dues cel-lules diferents, la situada a la posicié apical, més petita i amb
un citoplasma més dens i que donara lloc a 'embrié propi (Van Lammeren, 1996; Jiirgens,
1995), i la situada a la regi6 basal, gran i vacuolaritzada, on es formara el suspensor que, en
els primers estadis de '’embriogénesi, té el paper d’orientar '’embri6é dins I'endosperma i
proveir-lo amb nutrients. Al principi de I'embriogenesi del blat de moro aproximadament set
dies després de la pol-linitzacié (DAP), a I'’embridé hi ha una constant divisi6 cel-lular que al
blat de moro es caracteritza per divisions irregulars tant en la seva orientacié com en la seva
seqliéncia és el conegut estadi de proembri6 (Figura I1).

La polaritat apical-basal formada inicialment per l‘embri6 propi/suspensor caracteritza tot el
desenvolupament posterior de la planta. Posteriors divisions donen lloc als diferents organs.
A la part superior, un grup de cel-lules més petites, més densament empaquetades i en
intensa divisié formen el meristem apical, el qual es forma com una protuberancia la regi6
apical i lateral de I'embrié propi. Seguidament s’estableix el meristem radicular, en una
posicié centrada a la part inferior de 'embrid propi. D’aquesta manera queda establert I'eix
apical-basal, constituit pels dos meristems. L’establiment dels meristems fa que la simetria de
I'embrio passi de ser radial a bilateral (Van Lammeren 1986).

En aquest patré apical-basal també s’inclou la formacio6 dels diferents organs o estructures al
llarg del 'eix longitudinal. Durant I'estadi de transici6 es forma I'escutel (0rgan homoleg al
cotiledd), situat en la regi6 apical de 'embri6é propi, al costat oposat d’on es troba el
meristem. En l'estadi coleoptilar (cap als dotze DAP). Com el seu nom indica es forma el
coleoptil, que I'embolcalla el meristem apical i les fulles que es van generant, de tal manera
que protegeix la plimula durant els primers estadis de la germinacio.

1.1.1.2- Patro radial

El patr6 radial esta constituit per capes concentriques de cel-lules diferenciades que
s’estableixen seqiiencialment comengant per la capa més externa. La formacié d’aquesta capa,
el protoderma, és el primer indici de diferenciacié tissular de I'embrié i marca l'inici de
I'estadi de transici6 (Elster et al. 2000). El protoderma s’expieix i acaba formant I'’epidermis.
D’altra bia, a la regi6 de I'hipocotil, I'arrel i el meristem radicular, la massa cel-lular interna es
diferencia en el teixit principal, i dona pas al cortex i I'’endodermis, mentre que les cel-lules
precursores del teixit vascular, formen el pericicle, el xilema i el floema (Jiirgens, 1995; Laux i
Jiirgens 1997).
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1.1.2- Etapa de maduracié

El periode morfogeneétic finalitza quan s’assoleix 'organitzacié basica de 'embrié amb I'eix
longitudinal, el patré radial i els diferents organs (Figura I1). Continua amb un periode de
maduracié caracteritzat pel creixement de la mida de 'embrid, la sintesi i 'acumulaci6 de
productes de reserva (Gooldberg et al., 1994; Meinke, 1995). Aquests nutrients que 'embri6
utilitzara durant la germinaci6 per a la seva subsisténcia s6n emmagatzemats principalment a
I'endosperma i I'escutel (Lopes i Larkins, 1993; West i Harada, 1993; Berger, 1999).

L’endosperma del blat de moro conté tres tipus de cél-lules: les cel-lules basals de
transferencia a la regié que envolta I'embri6, les cél-lules centrals que acumulen midoé i
I'aleurona, monocapa cel-lular de la periferia i on basicament s’acumulen lipids (Lopes i
Larkins, 1993; Young et al., 1997; Berger, 1999). Una de les etapes del desenvolupament de
I'endosperma és I'endoreplicacié, un conjunt de successius cicles cel-lulars sense mitosi, que
augmenten el volum nuclear i el contingut en DNA. El motiu d’aquesta endoreduplicaci6é no
esta clar, podria servir per tenir copies dels gens responsables de la sintesi i acumulacié de
productes de reserva, funcié principal de I'endosperma, o simplement ser una manera
d’augmentar les dimensions de I'0rgan (Young i Gallie, 2000). A continuaci6 s’inicia la sintesi i
I'acumulacié de proteines de reserva, inicialment a la regié central de l'endosperma i
finalment, a la regi6 periférica. S'inclouen gens que codifiquen per I'a-Zeina o la 3-Zeina, les
proteines de reserva més abundants de I'endosperma.

Durant la maduraci6 l'escutel augmenta les seves dimensions fins adquirir la forma de
triangle o escut. En els estadis finals de 'embriogenesi, I’escutel embolcalla practicament tot
'eix embrionari, drgan en qué s’acumulen preferentment lipids, fitina i fosfor que s’acumulen
dins els cossos proteics (Loewus i Murthy, 2000).

1.1.3- Etapa de dessecaci6 i dormicio

Al final de 'embriogénesi, 'embrié entra en una fase de deshidrataci6 i dormici6 en la qual el
desenvolupament s’atura (Gooldberg et al., 1994; Meinke, 1995). L'embri6 de blat de moro en
aquesta etapa és com una planta en miniatura que consta de cinc o sis primordis foliars
enrotllats al voltant del meristem apical, embolcallats i protegits pel coleoptil. Un sistema
provascular s’estén a través del node escutelar fins a I'escutel, i un altre es troba a l'eix i als
primordis foliars. L’arrel primaria esta ben desenvolupada, rodejada i protegida per la
coleorriza. També es poden trobar primordis d'una o dues arrels secundaries.

1.2- Aproximacid genética a I'’estudi de '’embriogénesi

El desenvolupament de I'embri6 es produeix sota un estricte control genetic, regulat per una
gran quantitat de gens que han de funcionar de manera coordinada i organitzada tant
temporalment com espacialment (Park i Harada, 2008). S'han identificat mutants,
principalment a Arabidopsis perd també al blat de moro, que afecten algun dels processos, de
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manera que s'utilitzen per identificar gens amb un paper essencial durant el
desenvolupament de I'embrié (Goolberg et al, 1994). Els mutants també permeten
determinar quins processos funcionen de manera independent, quins estan relacionats entre
si, i entendre els diferents esdeveniments (Meinke, 1995). Alguns dels mutants es poden
classificar en mutants emb (embryo specific), en qué esta Unicament afectat el
desenvolupament de I'embrio, i mutants dek (defective kernel), en que la mutacid afecta el
desenvolupament tant de I'endosperma com de I'embrié (Clark i Sheridan, 1991, 1993;
Heckel et al. 1999).

L’analisi molecular aplicada a I'estudi de l'embriogénesi esta dirigida especialment a la
caracteritzacié de gens amb un paper clau durant aquest periode i que es puguin utilitzar com
marcadors que permetin revelar l'identitat d'un determinat organ, 'estat de diferenciacio
d’'un teixit o I'ordre d'un procés (Becker et al., 2014). Moltes vegades alguns gens es
comencen a expressar en un determinat tipus cel-lular o regié abans que les cél-lules es
diferenciin o es puguin detectar amb l'observacio histoldgica, per la qual cosa els marcadors
representen el primer indici de diferenciacio o especificacid. Alguns exemples impliquen gens
relacionats amb el cicle cel-lular, metabolisme, sintesi de productes de reserva o gens
relacionats amb la dessecaci6 (Sreeninvasalu i Mobus, 2013). A més, aquests marcadors son
molt utils a '’hora de caracteritzar una mutacié. Hi ha vegades que el fenotip d'un mutant és
tan aberrant que gracies a I'existéncia dels marcadors ha estat possible saber I'esdeveniment
afectat per la mutacié, la identitat i I'estat de diferenciacié dels teixits (Topping i Lindsey,
1997).

1.3- Aproximacid transcriptomica a I'’estudi de I'embriogénesi

La transcriptomica és l'estudi dels diferents RNAs presents a una cél-lula, teixit o drgan en un
determinat moment. Permet identificar els gens involucrats en un determinat procés, i els
processos que tenen lloc en un teixit mitjancant el reconeixement de les funcions dels gens
que s'expressen (Lee et al, 2002; Vernoud et al., 2005; Alexirov et al., 2009; Teoh et al., 2013).
Aquestes técniques es poden aplicar a I'estudi de la formaci6é dels embrions de les plantes.
Per exemple, Vernoud et al., (2005) descriu els diferents gens que s'expressen a diverses
etapes de la formaci6 de I'embrid i els relaciona amb mutants caracteritzats. Aquests tipus
d'estudis han permeés identificar grups de gens amb patrons d'expressié similars tipics de les
diferents etapes de l'embriogenesi. Les técniques transcriptomiques han variat molt en els
darrers anys, passant de la seqilienciaci6 individual de cDNAs a la seqiienciaci6é de ESTs, les
micromatrius i, en la actualitat, la seqlienciaci6 massiva de mRNAs mitjancant seqiienciadors
de darrera generacié. La transcriptomica ha esdevingut una gran eina amb un enorme
potencial per estudiar 'embriogénesi. Per exemple, la transcriptomica ha permeés determinar
que en embrions de 15 DAP (fase coleoptilar, Figura 11) s’expressen gens relacionats amb
microtdbuls, activitat motora de microtibuls, moviments i processos basats en microtubuls,
citoesquelet, etc. En embrions de 21 DAP (estadi II de maduraci6, Figura I1) es troben gens
que codifiquen components cel-lulars, processos i funcions moleculars biologics associats
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amb proteines com oligomeritzaci6 de proteines, complexos de DNA-proteina com respostes
a estres. En embrions de 21 DAP (estadi III de maduracid, Figura I1) es troben gens que
codifiquen proteines de reserva (Teoh et al., 2013).

2- MICROTUBULS

El citoesquelet és un entramat tridimensional de proteines que ddéna suport intern a les
cél-lules, organitza les estructures internes i intervé en fenomens de transport i divisions
cel-lulars. Un dels seus components sén els microtubuls.

Els microtiibuls juguen un paper organitzador intern crucial en les cél-lules eucariotes. Tenen
nombroses funcions, com establir la disposicié espacial de determinats organuls, formar un
sistema de rails mitjancant el qual es poden transportar vesicules o macromolécules entre
compartiments cel-lulars i sén imprescindibles per a la divisi6 cel-lular ja que formen el fus
mitotic (Horio i Murata, 2014; Oda, 2015; Nakamura, 2015).

2.1- Estructura

Els microtibuls sén estructures tubulars de 25 nm de diametre exterior i uns 12 nm de
diametre interior, amb longituds que varien des d’'uns pocs nanometres a micrometres, que
s'originen en els centres organitzadors de microtibuls i que s'estenen al llarg de tot el
citoplasma. Estan formats per unes subunitats proteiques globulars anomenades tubulines
que s'associen en dimers: a-tubulina i B-ubulina. Aquestes parelles s’ordenen mitjan¢ant
enllacos no covalents en files longitudinals que s’anomenen protofilaments. Cada
protofilament té una polaritat estructural: la a-tubulina sempre formara un extrem del
protofilament i la B-tubulina l'altre (Hamada, 2014). Aquesta polaritat és la mateixa per a
tots els protofilaments d'un microtibul, i per la qual cosa el microtdbul esdevé una estructura
polaritzada. S’anomena extrem (-) I'extrem on hi ha una a-tubulina i extrem (+) on hi ha -
tubulina (Figura I2). Els nous dimers de tubulina s'afegeixen amb una menor eficacia a la a-
tubulina que a la B-tubulina, de manera que l'extrem (+) és el lloc preferent de creixement del
microtdbul i predomina la polimeritzacié respecte la despolimeritzacié. A l'extrem (-)
predomina la despolimeritzacié respecte la polimeritzacio.
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Figura I2. Estructura del microtiibul. A, representaci6 de les subunitats o i § tubulina juntament amb les
molecules de GTP i GDP. B, inestabilitat dinamica dels microtibuls. (Nature Reviews. Neuroscience).

Els microtibuls estan continuament polimerizant-se i despolimeritzant-se i hi ha un anar i
venir de dimers de tubulina entre el citosol i els microtibuls. Aix0o és important per a la
reordenacid del sistema cel-lular de microtibuls quan és necessari. Un cop s'ha iniciat la
formacié d'un microtibul, la incorporacié de nous dimers de tubulina fa que el microtabul
creixi en longitud. Aquest creixement de vegades s'atura i el microtibul comenca a
despolimeritzar-se de manera que en una mateixa cel-lula alguns microtibuls estan
despolimeritzant-se (catastrofe) i altres allargant-se (rescat) (Figura 12). Aquestes
alternances entre polimeritzacio i despolimeritzaci6 reben el nom d’inestabilitat dinamica.

Els microtibuls sén normalment nucleats i organitzats per organuls anomenats centres
organitzadors de microtibuls, microtubule-organizing centres (MTOCs) (Yubuki i Leier, 2013).
Als MTOC hi ha un altre tipus de tubulina, la y-tubulina. La y-tubulina es combina amb altres
proteines per formar una estructura coneguda com el "complex d'anell y-tubulina" (y-Turc).
Aquests és el lloc on comenca la polimeritzacié d'un nou microtiibul i on solen estar ancorats
els seus extrems (-) (Figura I3). El principal MTOC en les cel-lules animals és el centrosoma,
el qual controla el nombre, localitzaci6 i orientacié dels microtibuls en el citoplasma. En les
cél-lules vegetals, en no tenir centriols, no formen centrosomes tipics com en les cel-lules
animals, pero si anells de y-tubulina dispersos pel citoplasma o associats a l'embolcall
nuclear.
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Figura I3. Representaci6 de les subunitats a, 3, y i el complex
y-tubulina necessaris per la nucleacié dels microtibuls.
(www.studyblue.com)
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2.2- Proteines motores

Existeixen proteines que aprofiten la hidrolisi d'ATP per generar energia mecanica i
desplacar substancies sobre els microtibuls. La dineina i la cinesina en s6n dos exemples
(Briizzi i Wasteneys, 2013; Hamada, 2014a). L'estructura de la dineina consta de dues
cadenes pesades identiques que conformen dos caps globulars i un nombre variable de
cadenes intermedies i de cadenes lleugeres. La dineina transporta vesicules i organuls des de
(+) cap al'extrem (-) del microtubul, per la qual cosa necessita d'un complex proteic en el que
destaca la dinactina. Per la seva bia la cinesina té una estructura similar a la de la dineina i
participa en moviments des de l'extrem (-) cap al (+) dels microtdbuls, sobre els quals es
desplacen.

2.3- Farmacs que afecten als microtibuls

Algunes drogues s'uneixen a les tubulines i modulen el seu estat d'activacid, interferint amb
la dinamica dels microtibuls. Ates que una de les funcions principals dels microtibuls és la
mitosi, aquestes drogues s'anomenen drogues antimitotiques que es poden classificar en dos

grups:

- Inhibidors de la polimeritzacié. Inhibeixen la formacié dels microtibuls. Es el cas de la
vinblastina, colchicina, i d'alguns herbicides i antifungicides.

- Estabilitzadors de microtiibuls. S'uneixen a la tubulina ja formada i minimitzen la
dissociacié de la tubulina-GDP dels extrems dels microttibuls. Es el cas del paclitaxel (taxol) i
la discodermolida.

Els microtubuls sén necessaris per a la mitosis, concretament per a la separacié dels
cromosomes abans de l'escissié en dues cél-lules filles. En conseqiliéncia, totes aquelles
substancies que inhibeixen la formacié o trencament dels microtibuls també inhibeixen la
mitosi. Aixi en inhibir la polimeritzacié del fus mitotic inhibeixen la proliferacié cel-lular.
D’aquesta manera les cél-lules detenen el cicle cel-lular i poden conduir a la mort cel-lular
programada o apoptosi (Jordan et al., 2004). Aixd té importants aplicacions en la lluita contra
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el cancer, per la qual cosa s'han aillat uns quants d'aquest inhibidors. La majoria s’uneixen a
la tubulina soluble i/o directament al microtibul (Dostal i Libusova, 2014).

2.4- Proteines associades a microtibuls (MAPs)

Las proteines associades a microtubuls, microtubule-associated proteins (MAPs) tenen una
gran varietat de funcions, com ara la construcci6 o manteniment dels microtibuls, o el
transport de carregues i molécules implicades en processos cel-lulars (Hamada, 2014b).
Tradicionalment es considerava una proteina com una MAP si es podia copurificar in vitro
amb el microtibuls com a resultat d’'una uni6 directa (Struk i Dhonukshe, 2014).
L’etiquetatge de MAP pot ser confés si es descriu una proteina que esta lleugerament
associada amb microtubuls; per exemple, proteines que tenen un interacci6 indirecta o de
transici6 amb microtubuls, proteines que tenen colocalitzacié in vivo amb microtdbuls, o
proteines que tenen homologia a MAPs conegudes (Sedbrook, 2004).

Gardiner (2013) descriu al menys dotze families de MAPs a plantes, algunes amb més de deu
gens. Aquesta classificacio es basa principalment en comparacions de la seva seqiiéncia, pero
les interaccions no han estat experimentalment demostrades en tots els casos, i, molt menys,
les seves funcions.

Una de les caracteristiques de les MAPs és la preséncia de gran quantitat de variants de
splicing (Kozielski et al, 2011) que poden tenir diferents funcions (Wang et al.,, 2011). La
preséncia d'aquestes variants també ha estat observada a les plantes, concretament a
I’Arabidopsis (Marquez et al., 2012).

3- DOMINIS PROTEICS

Un domini proteic és una unitat evolutiva independent que pot formar una proteina amb un
sol domini o ser part d'una proteina amb multiples dominis. El domini pot tenir una
organitzacid estructural, la qual cosa fa que sigui un component estable de I'estructura, o bé
contribuir a la funci6é d'una proteina, sol o en cooperacié amb altres dominis, de manera que
es diu que és funcional quan déna lloc a una funcié bioquimica determinada. Per entendre la
funci6é dels dominis de las proteines és util saber com han evolucionat i en quins tipus de
proteines estan presents.

3.1- Domini LisH (Lissencephaly type-1-like homology motif)

El domini LisH va ser identificat per primera vegada a la proteina LIS1 humana degut a que
una mutacié en el seu residu 33 produeix la malaltia de la lisencefalia de Miller-Dieker, tipus I
oral-facial-digital de Treacher Collins, de la qual prové el seu nom. El domini LisH consta de
trenta-quatre aminoacids. LisH es troba només en cel-lules eucariotes, plantes incloses, i a
humans es calcula en unes cent les proteines que contenen aquest domini (Emes i Ponting,
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2001). Inicialment es va trobar a proteines involucrades en el moviment o dinamica dels
microtdbuls, per la qual cosa es va pensar que aquesta era la seva Unica funci6. Més endavant
s'ha vist que no és cert. Ara sabem que no és només aquesta la seva funcié siné que, en
general, té una funci6é d’'uni6 a proteines i dimeritzacié (Emes i Ponting, 2001). La interacci6
amb els microtubuls pot ser mitjancant la dimeritzacié de la proteina amb el domini LisH,
mitjancant la unié amb la dineina o bé per la unié amb els microtibuls directament. Aquesta
interaccié pot tenir a veure amb la migracié cel-lular, la nucleocinesi o la segregacié dels
cromosomes. Es requereix LIS1 per a diversos processos dineina - microtibuls com ara el
manteniment de la integritat de Golgi, el transport periféric de fragments de microtibuls i
I'acoblament del nucli i centrosoma. La inhibicié de LIS1 afecta severament el transport de
grans vesicules i organuls. En el fong Aspergillus nidulans, 1a interaccié de 'homoleg de LIS1
amb la dineina és necessaria per al'adequada distribucié d'endosomes, peroxisomes i nuclis.
LIS1 també es necessaria per a I'activacié de RhoGTases i per la polimeritzaci6 de 'actina.

El domini LisH té una estructura secundaria amb dues heélixs a (Emes i Ponting, 2001). Les
helixs estan connectades en el véertex per un bucle G23Y24 molt conservat. La regié N-
terminal és la responsable de la dimeritzaci6 de manera antiparal-lela, en qué alguns residus
fortament conservats formen una interficie d'helix i d'aquesta manera un nucli hidrofob (Kim
et al., 2004; Mateja et al., 2006; Gerlitz et al., 2005; Delto et al., 2015).

LisH es pot trobar associat a d'altres dominis com WD-40 SPRY, Kelch, AAA ATPasa, Ras GEF,
o HEAT. Molts dels dominis associats també tenen funcions d'unié proteina-proteina, per la
qual cosa es creu que moltes serveixen com a plataforma d'interaccié amb diverses proteines
(Reiner i Sapir, 2013). Per exemple, RanBPM humana conté dominis LisH, CTLH i SPRY i se
sap que és una proteina scaffold multimodular que interactua amb una gran varietat de
proteines nuclears, citoplasmatiques i proteines de membrana (Puverel i Tessarrollo, 2013;
Suresh et al., 2012; Nishimoto, 1999). Nopp1400 humana conté un motiu LisH i es creu que
funciona com una xaperona molecular, portant els complexos nucleolars ribonucleoproteics
(snoRNPs) al nucleol, on el RNA pre-ribosomal és sintetitzat, tallat, modificat quimicament i
acoblat en les subunitats dels ribosomes (He i DiMario, 2011). Treacle també és una proteina
nucleolar que conté el domini LisH en la part N-terminal actua com una xaperona (He i
DiMario, 2011). Les proteines katanin i muskelin, contenen LisH i s'uneixen als microtabuls i
al citoesquelet respectivament (Delto et al., 2015). La proteina SIF2 de llevat forma part d'un
complex (SET3) responsable de la repressié mitotica dels gens. A SIF2 el domini LisH és
necessari per formar dimers i tetramers (Cerna i Wilson, 2005). La proteina humana MAEA
(Macrophage erythroblast attacher) conté els dominis LisH, CTLH i CRA, i juga un paper en la
nucleacié d’eritroblasts i en el desenvolupament dels macrofags madurs (Hanspal et al,
1998).

El domini LisH també esta present en proteines de plantes, tot i que no se sap massa de les

seves funcions:
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- La mutaci6 de fraZ, afecta 'homoleg de katanin en Arabidopsis thaliana i condueix a una
disposicié aberrant de les microfibril-les de cel-lulosa al llarg de la paret cel-lular en
desenvolupament. Aquesta mutacié produeix una reduccié de I'’elongacio de les cel-lules.

- TONNEAU, també en Arabidopsis thaliana, esta involucrada en el control de I'organitzacio
dinamica del citoesquelet (Azimzadeh et al, 2008), i juga un paper important en
I'organitzacié dels microtibuls corticals. Es localitza en el citoplasma i estructures del
citoesquelet cortical, incloent la bia de la pre-profase i en els filaments que formen els
microtdbuls a la interfase.

- LEUNIG, també de Arabidopsis thaliana, participa en la regulacié del gen homeotic floral
AGAMOUS (Conner i Liu, 2000). La mutacié de LEUNIG provoca expressions ectopiques del
mRNA de AGAMOUS en els dos verticils exteriors de la flor, provocant transformacions en els
organs florals. LEUNIG es localitza en el nucli.

- Les proteines de la familia de proteines de plantes TOPLESS (TPL) contenen els dominis
LisH i CTLH. Estan involucrades en multiples vies de regulacié (Hao et al., 2014), incloent
senyalitzaci6 d’hormones, manteniment dels meristems, induccié floral, estres bidtic o
regulaci6 del rellotge circadia. Les proteines TPL no tenen activitat d'uni6 al DNA pero
interactuen amb factors de transcripcié per reprimir l'expressié de gens en diversos
processos mediats per el reclutament de les histones desacetilases en complexos de
transcripcid i canviant l'estat de la cromatina d'actiu a inactiu. La interaccié amb els factors
de transcripci6 depén dels dominis LisH i CTLH.

- OsLIS-L1 d'arros conté els dominis LisH, CTLH i nou repeticions WD40 (Gao et al., 2012).
Juga un paper important en la formacié del gametofit i en I'elongacié del primer internodi en
arros. Mutants de OsLIS-L1 i OsLIS-L2 mostren nanisme, curta longitud de la panicula i una
reduccid de la fertilitat.

3.2- Domini CTLH (motiu C-terminal de LisH)

El motiu CTLH, de funcié desconeguda, forma tres o quatre helixs a moltes vegades adjacents
al motiu LisH pero no sempre, com per exemple a LIS1 (Umeda et al,, 2003). En general, és
present en proteines involucrades en el moviment de microtibuls, migraci6 cel-lular,
nucleocinesi i segregacié dels cromosomes. També es pot trobar associat a altres dominis
com WD-40, SPRY, Kelch, AAA ATPase, RasGEF o HEAT. Algunes proteines que contenen el
domini CTLH s6n RanBPM, Muskelin, TOPLESS, MAEA, OsLis-L1, ja descrites abans.

3.3- Domini CRA (motiu CT11-RanBPM)

El domini CRA o CT11-RanBPM és un domini d’interacci6 proteina-proteina present en
proteines de cel-lules eucariotes. Aquest domini sempre es troba en la posicié C-terminal de
les proteines i esta format per uns cent aminoacids. El domini CRA conté un senyal de
localitzacié nuclear (Lakshmana et al., 2010). No se sap gaire de les seves funcions, pero és
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important per a la interaccié6 de RanBPM amb la proteina de retard mental X fragil (FMRP)
(Menon et al., 2004).

4- COMPLEXES DE PROTEINES SCAFFOLD

4.1- Complexos proteics

Un complex de proteines és un grup de dues o més cadenes polipeptidiques unides per
interaccions no covalents que juntes realitzen una amplia gamma de funcions biologiques
(Price i Stevens, 1999; Hartwell et al. 1999), una de les quals és la d’actuar com scaffold (Good
et al, 2011). Els complexos proteics juguen, doncs, papers molt important en les cel-lules
(Wang et al., 2009). Un alt nombre de gens essencials codifiquen proteines que pertanyen a
complexos proteics (Hart et al.,, 2007; Fraser et al., 2007) i les plantes no sén una excepcio
(Dedecker et al.,, 2015).

4.2- Complexos scaffold

Una definicié estricta d’'un complex scaffold o d'una proteina scaffold és complicada. En
general, s’accepta que un complex scaffold és un conjunt de proteines que interactuen amb
moltes d'altres proteines de funcions variades i que tenen una funcié reguladora essencial.
Dit en altres paraules, s6n grups de proteines que serveixen perque d'altres proteines es
situin de tal manera que pugin complir la seva tasca. D'aix0 ve el nom de scaffold, que en
catala vol dir bastida.

L'organitzacié espacial i temporal de les molécules és critica per a la coordinacié de les
diferents activitats que es duen a terme dins d'una cel-lula. En un nombre creixent de
processos de senyalitzacié biologica s'han trobat proteines scaffold que juguen un paper
destacat en I'agrupament dels components moleculars rellevants (Good et al., 2011). De les
proteines scaffold se sap que regulen processos cel-lulars importants mitjancant la interaccié
amb altres proteines per modular respostes moleculars. Encara que la majoria de proteines
scaffold utilitzen un mecanisme d'immobilitzacié senzill per augmentar l'eficiéncia de la
interacci6 entre les diverses unitats associades, també poden exercir un control al-losteric
complex sobre les seves parelles i poden ser en si mateixes l'objectiu de la regulacié. Les
proteines scaffold ofereixen una estratégia simple i flexible per a la regulacié de la selectivitat
de les rutes metaboliques, controlant els productes de sortida i l'assoliment de noves
respostes per part dels components de senyalitzacid preexistent.

Les proteines que componen els complexos scaffold sén extremadament diverses pero tenen
en comu la presencia de multiples dominis d'interacci6é proteina-proteina. La composicié de
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dominis i el seu ordre poden variar ampliament depenent de les rutes en que s'organitzen.
Aixi, les proteines scaffold s6n plataformes flexibles d’'uni6 de proteines.

Les proteines scaffold poden coordinar cascades de senyalitzacié com, per exemple, les
quinases de mamifers activades per mitogens (MAPK) o GTPases (Choi et al, 1994), que
regulen la comunicaci6 intracel-lular cél-lula-cel-lula com ha estat demostrat amb les sinapsis
neuronals (Funke et al., 2005).

En un nombre creixent de casos, les proteines scaffold sén una diana de regulacid, amb que es
poden activar i desactivar les rutes metaboliques mitjangant la seva modificacié (McKay et al.,
2009). Un dels avantatges d'utilitzar proteines scaffold per organitzar els complexos de
senyalitzacié és la connexié de proteines. Aixi, una funcié pot ser facilment regulada per
senyals externs que modifiquen associacions d'altres proteines amb la proteina scaffold.
Processos de fosforilacio, ubiquitinacié, sumolitzacio,.. poden bloquejar o activar les
interaccions proteina-proteina o interaccions proteina-lipid i aixi regular una ruta
(Strickfaden et al., 2007).

En alguns casos les proteines scaffold exerceixen els seus efectes a través de la simple
immobilitzaci6 o bé al reduir la disponibilitat d’'una proteina necessaria en un organul
cel-lular concret o de molécules associades la qual augmenta la concentraci6 efectiva
d'enzims i els seus substrats en un lloc molt concret de la cel-lula. D'altres proteines scaffold
dirigeixen 1'ubiquitinaci6 d'altres proteines i, per tant, la seva degradacié.

Potser la caracteristica més sorprenent de les proteines scaffold és el seu potencial per
facilitar 'aparici6 o evolucié de noves rutes. El scaffold és una entitat codificada genéticament
per controlar la interaccié dels components de senyalitzacid i la creaci6é de proteines noves o
recombinats scaffold que podrien proporcionar un mecanisme senzill per vincular
components preexistents a rutes noves (Bhattacharyya et al., 2006).

Aixi les propietats de les proteines scaffold poden ser utilitzades per modificar o crear noves
rutes metaboliques artificialment. Per exemple, es va crear una proteina scaffold artificial
associada a tres enzims en una ruta metabolica sintética en Escherichia coli i augmentava la
producci6 del mevalonat en un factor de cent (Dueber et al., 2009).

Les plantes també contenen proteines scaffold associades a diverses funcions, com ara la
regulaci6 de la cadena respiratoria (Gehl i Sweetlove, 2014; Van Aken et al, 2010), la
regulaci6 de diferents aspectes del metabolisme (Couturier et al, 2013), la defensa contra
patogens (Carvalho Ade i Gomes, 2011; Jarsch i Ott, 2011),...
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5- COMPLEX PROTEIC GID/MRCTLH

El complex de proteines GID/MRCTLH (Muskelin/RanBPM/CTLH) esta present en tots els
organismes eucariotes, incloent-hi les plantes, perdo no en els Procariotes (Francis et al.,
2013). Va ser descobert per primera vegada en el llevat associat a la inactivacié de la
gluconeogenesi (Menssen et al., 2012), pero s'ha estudiat més ampliament en els éssers
humans observant-se que participa en molts processos (Suresh et al, 2012). Una de les
qualitats més caracteristiques d’aquest complex és la presencia de multiples proteines amb
dominis LisH i CTLH.

5.1- Complex GID en llevat

El complex GID de llevat és un complex format per set proteines que va ser inicialment
descobert per la seva implicaci6 en la regulacié de la gluconeogenesi (Santt et al., 2008). Més
concretament, activa la ubiquitin ligasa i intervé en la degradacié via proteosoma de la
fructosa-1,6-bifosfatasa (FBPasa), la fosfoenolpiruvat carboxiquinasa (PEPCK) i la malat
deshidrogenasa c¢ (c-MDH). Tot i que la seva participacié en la regulacié de la gluconeogénesi
és la funcié ha estat més estudiada, se sap que juga un paper anti-apoptosi en front de
I'exposicio a la toxina K1 killer (Page et al., 2003).

Quan la glucosa no esta disponible en el medi, el llevat la sintetitza per la via de la
gluconeogenesi. L'enzim clau d'aquesta via és la FBPasa que catalitza l'etapa de
desfosforilaci6 de fructosa-1,6-bisfosfat a la fructosa-6-fosfat (Carlson, 1999). Quan aquestes
cél-lules tornen a trobar un medi ric en glucosa la FBPasa s'inactiva rapidament mitjan¢ant
dos mecanismes: la degradacié vacuolar que depen de l'absorcié de FPBase en vesicules
controlada per proteines VID (Huang i Chiang, 1997) i la degradaci6 pel proteosoma que
necessita de proteines GID (Hammerle et al., 1998). L'eleccié d'una o altra ruta depen de les
condicions de cultiu (Alibhoy et al., 2012). A la ruta GID, la poliubiquitinaci6 de la FPBase es
realitza mitjancant un complex de proteines d'uns 600 kDa, el complex GID (Regelmann et al.
2003). En condicions gluconeogeniques el complex GID esta compost per sis membres (GID1,
GID2, GID3, GID5, GID7, GID8 i GID9), pero després de 1'addicié de glucosa, GID4 s'uneix el
complex i desencadena l'ubiquitinacié de la FPBase (Santt et al. 2008). La supressié de
qualsevol d’aquests set gens GID condueix a una pertorbacié de la degradacié de la FBPasa
pel proteasoma (Regelmann et al, 2003; Hammerle et al, 1998). L'acumulacio de les
proteines GID2 i GID3 esta regulada per la glucosa del medi a nivell de transcripcio, pero els
nivells de GID1, GID5, GID7, GID8 i GID9 no estan regulats per la glucosa (Derisi et al., 1997;
Pfirrmann, 2006).
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Les proteines del complex GID contenen multiples dominis responsables d'interaccions
proteina-proteina (Santt et al.,, 2008):

- LisH (GID1, GID7 i GID8).

- CTLH (GID1, GID2Z, GID8 i GID9).
- CRA (GID1 i GID8).

- SPRY (GID1).

- WD40 (GID7).

- Repeticions d’Armadillo (GID5).

A més, GID2 i GID9 contenen el domini RING responsable de l'activitat ubiquitina ligasa E3
(Umeda et al., 2003, Kobayashi et al., 2007). Les interaccions entre tots aquests components
es van determinar mitjancant assaigs de coimmunoprecipitaci6 (Menssen et al, 2012)
(Figura I4):

- GID1i GID8 sén els components centrals del complex. Les dues proteines poden interactuar
fortament en abséncia de totes les altres proteines GID. La seva interacci6 depén dels seus
dominis LisH.

- GID7 s'uneix a GID1. Aquesta interaccié depen del domini CTLH de GID1.

- GID9 s'uneix el complex mitjancant els dominis CTLH i CRA de GID8.

- GID5 necessita GID9 per unir-se al complex.

- GID4 s'uneix a GID5.

- GID2 s'uneix a GID9.

- La interaccié entre GID1 i GID8 és necessaria per permetre la interaccié de GID8 amb
GID9/GID2.

- La interacci6 entre GID1 i GID8 és necessaria per permetre la interaccié de GID9 amb GID5.

Figura I4. Model de la topologia del complex ubiquitina ligasa GID (Menssen, et al., 2012).
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En conseqtiéncia:

- GID1 i GID8 actuen com scaffold per a les altres subunitats.

- GID1 és extremadament important ja que 'alteraci6é d'aquesta proteina modifica tot el
complex i inhibeix la seva activitat ligasa.

- L'activitat ligasa resideix en GID2 i GID9 que estan situats a la periferia del complex. Aquesta
ubicaci6 facilita la interaccié amb l'ubiquitina.

- La uni6 de GID4 a GID5 indueix un canvi conformacional que produeix un increment de
'activitat ubiquitin-ligasa.

Veiem ara una descripcié del que es sap de cadascun dels components.
5.1.1- GID1

GID1 juga un paper important en el complex GID perd també és un component necessari de la
degradacié de la FPBasa per endocitosi (ruta Vid, vacuole import i degradation). Per aquesta
raé també es conegut com VID30 (Alibhoy et al., 2012). La ruta Vid utilitza les primeres
etapes de l'endocitosi per lliurar les proteines a la vacuola (Brown et al, 2010). La
polimeritzacié de l'actina també és necessaria en aquests estadis primerencs (Galletta i
Cooper, 2009). VID30 interactua amb algunes proteines del complex Vid (Vid24 i Sec28), pero
no amb la FPBase (Alibhoy et al,, 2012). GID1/VID30 també és necessari per a la degradacio
induida de la rapamicina té una alta afinitat amb el transportador d’hexosa Hxt7 (Snowdon et
al., 2008) i intervé en la regulaci6 transcripcional de diversos gens implicats en el
metabolisme del nitrogen (Merwe et al., 2001).

GID1/VID30 s'expressa constitutivament i conté dominis SPRY, LisH, CTLH i CRA. LisH i CTLH
sé6n ambdoés necessaris per a la degradacié FPBase i per a 'uni6é de VID24 i SEC28 (Alibhoy,
2012). GID1/VID30 esta present en nombroses ubicacions de la cél-lula com vesicules Vid,
actina, endosomes i vacuoles (Alibhoy, 2012). Delecions de GID1 condueixen a un bloqueig de
la poliubiquitinacié de la FPBasa (Pfirrmann, 2006).

5.1.2- GID2

GID2 es va identificar com una proteina RING-finger que proporciona activitat ubiquitina
ligasa al complex GID. GID2 conté dominis LisH, CTLH, CRA i RING i interactua amb GID9. La
supressié dels dominis LisH o CTLH retarda la degradaci6 de FPBase perd no 'unié de GID9
(Braun et al., 2011) (Figura I5).

5.1.3- GID4

No conté cap domini de proteina conegut. Com GID1, també esta implicat en '’endocitosi de la
degradaci6 de FPBase (VID), de manera que també es diu VID24 (Regelmann et al., 2003).
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5.1.4- GID5

Conté repeticions Armadillo. Com GID1, també esta implicat en la degradaci6 de FPBase per
endocitosi de manera que també es diu VID28 (Regelmann et al.,, 2003).
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5.1.5- GID7

GID7 conté un domini LisH i repeticions WD40. La supressio de GID7 condueix a un bloqueig
en la poliubiquitinaci6 de la FPBase (Pfirrmann, 2006).

5.1.6- GID8

GID8 conté els dominis LisH, CTLH i CRA. A més del seu paper en la inhibicié de la
gluconeogenesi, GID8 també ha estat involucrat en la regulacié del cicle cel-lular. La
sobreexpressié de GID8 accelera la iniciacié de la replicacié del DNA (Pathak et al., 2004). Les
cél-lules que no tenen GID8 retarden la iniciaci6 de la replicacié del DNA i les céel-lules
s'engrieixen. GID8 interactua amb DCR2, una fosfoesterasa implicada en la regulacié del cicle
cel-lular.

5.1.7- GID9

GID9 conté els dominis LisH, CTLH, CRA i finger RING. Quan es muta el domini finger RING la
ubiquitinacié i degradacié de FPBase falla (Braun et al,, 2011).

5.2- Complex MRCTLH en humans

Molts dels components del complex GID tenen homolegs amb el genoma huma (Taula I1):
GID1, GID2, GID4, GID5, GID7, GID8 i GID9 s6n homolegs en 1'organitzacié dels seus dominis i
en la seqliéncia de les proteines humanes RanBPM (RanBP9), Rmnd5a (p44CTLH), c170rf39,
ARMC, WDR26, TWA1 (CT11, Bwk1, c200rf11) i MAEA (HLC10, EMLP, EMP, HLC-10, PIG5)
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(Kobayashi et al., 2007). En general, els components dels complexos de llevat GID1, GID8 i
GID9 s6n notablement més llargs que els homolegs d’humans (Francis et al., 2013).

En humans TWA1, Ramd5a, MAEA, RanBPM i Armc8 formen un complex de proteines
juntament amb Muskelin que no té homologia en llevat, perd que sembla reemplacar GID7
(Kobayashi et al., 2007). c170rf39 (homoleg a GID4) i WDR26 (homoleg a GID7) no han estat
identificats com part del complex d’humans (Kobayashi et al., 2007). El complex de proteines
d’humans va ser anomenat MRCTLH per la preséncia de Muskelin, RanBPM i cinc proteines
amb domini CTLH (Francis et al., 2013).

DOMINIS S.cereviseae Homo sapiens

SPRY-LisH-CTLH-CRA GID1 (VID30) | RanBP9 (RanBPM)

LisH-CTLH-VRING GID2 RmnD5a (p44CTLH)

Globular GID4 C170rf39

ARM GID5 ARMc8

LisH-CTLH-WD40 GID7 WDR26

LisH-CTLH-CRA GID8 TWAL (CT11, Bwk1, c200rf11)
LisH-CTLH-CRA-VRING GID9 MAEA (HLC10,EMLP, EMP, HLC-10,PIG5)
Discoidin-LisH-CTLH-WD40 | ------ Muskelin

Taula I1- Correspondeéncia entre els components dels complexos GID / MRCTLH del llevat S.cereviseae i humans
(Francis et al., 2013).

Els gens que codifiquen els components del complex MRCTLH s'expressen en molts teixits
(Francis et al., 2013). El complex huma MRCTLH també conté proteines amb dominis RING-
ligasa, per la qual cosa es suposa que també ha d'estar involucrat en els processos de
degradaci6 de proteines via proteosoma. La major part de la informacio6 disponible es refereix
a possibles funcions dels components individuals i no de tot el complex, pero se sap que el
complex MRCTLH participa en diverses funcions com:

- Regulacio de la morfologia cel-lular (Valiyaveettil et al., 2008.).
- Degradacid de la a-catenina pel proteasoma (Suzuki et al., 2008).

- Modulacié de 'endosoma i degradacié depenent de lisosoma de proteines ubiquitinades a
través de la interacci6 amb HRS (factor de creixement de hepatocits regulats pel substrat
tirosina quinasa) (Tomaru et al, 2010).

Veiem el que es sap dels components individualment.
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5.2.1- RanBPM

RanBPM (RanBP9) va ser descobert per primera vegada com a proteina d'unié a Ran i al
centre d'organitzaci6 de microtdbuls (MTOC) que participa en la nucleaci6 de microtdbuls
(Nakamura et al, 1998). Més tard, es va demostrar que la proteina real era més llarga i que la
RanBPM completa interacciona de manera feble amb Ran i no es localitza al MTOC (Nishitani
etal, 2001).

RanBPM conté diferents dominis que proporcionen potencials localitzacions nuclears i llocs
d’interaccié proteina-proteina (Salemi et al, 2015):

- Domini ric en prolina (PRD) a l'extrem N-terminal que té un efecte dominant en la
localitzacié de RanBPM.

- Domini SPRY (Spore lysis A i ryanoine receptor) per a la interaccié proteina-proteina.

- Domini LisH.

- Domini CTLH.

- Domini CRA.

- Un senyal de localitzacié nuclear (NLS) situat a I'interior del domini CRA.

- Un segon motiu a 'extrem C-terminal que contribueix feblement a la localitzaci6 nuclear.

Aquests dominis confereixen a RanBPM una elevada capacitat per unir-se a moltes altres
proteines i, de fet, diversos estudis han demostrat l'associacié de RanBPM a un ampli ventall
de proteines. Una revisié recent inclou prop de cinquanta interaccions amb proteines,
incloent-hi aquelles que son part del complex MRCTHL (Suresh et al., 2012). Aquesta alta
capacitat que té la proteina per unir-se suggereix que RanBPM pot actuar com scaffold.
RanBPM pot unir-se a una varietat de receptors de la superficie cel-lular i dianes
intracel-lulars.

RanBPM esta ben conservada en organismes eucariotes excepte en alguns grups de fongs, la
qual cosa suggereix que pot jugar un paper important (Francis et al., 2013).

RanBPM s'expressa en gairebé totes les linies de cél-lules i teixits, especialment al cervell, cor,
rony6 i musculs esquelétics (Hafizi et al,, 2005; Rao et al., 2002; Wang et al, 2002). No
obstant aixd, no se sap si els diferents teixits expressen diferents formes de RanBPM que
podrien interactuar amb diferents proteines donant lloc a funcions diverses.

RanBPM és una proteina relativament estable, amb una vida mitjana estimada de 99 min
(Ideguchi et al., 2002). S’ha descrit que esta implicada en la ubiquitinaci6 a través de la UPP
(Ideguchi et al.,, 2002).

La localitzacié subcel-lular de RanBPM varia depenent del tipus de cel-lula i estat de
diferenciaci6. En les cel-lules que es divideixen rapidament RanBPM, estar localitzada
principalment al citosol i al nucli, mentre que en les cel-lules diferenciades es troba prop de la
superficie interna de la membrana plasmatica o associada amb els elements del citosquelet
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(Denti et al, 2004; Seebahn et al, 2008; Valiyaveettil et al, 2008). RanBPM colocalitza
parcialment amb els microtibuls i s'associa amb a-tubulina. Al nucli, una fraccié significativa
de RanBPM s'associa amb la cromatina. La localitzacié subcel-lular de RanBPM depén de les
combinacions amb altres elements. Per exemple, RanBPM es localitza al nucli durant
I'apoptosi (Gong et al., 2009).

La fosforilacié6 de RanBPM afecta la seva ubicacié a la membrana cel-lular (Denti et al., 2004).
La fosforilacié de RanBPM esta regulada per estimuls com la radiaci6 ultraviolada (UV) o el
xoc osmotic (Denti et al., 2004). L'estat de fosforilaci6 de RanBPM té un paper significatiu en
la determinacié de la seva localitzacié en les cel-lules. La major part de la RanBPM no
fosforilada es troba soluble en el citoplasma, mentre que les formes fosforilades se situen a la
membrana cel-lular (Denti et al., 2004).

La regié N-terminal de RanBPM té una distribucié similar a la proteina completa pero la C-
terminal es localitza en petites particules en el citoplasma i és absent en el nucli (Francis et
al., 2013).

A continuaci6 es fa un breu resum de les funcions en qué RanBPM esta involucrada, bé com a
part del complex MRCTL o no:

- REGULACIO DE L'ESTABILITAT DE PROTEINES: el nivell de RanBPM regula l'estabilitat
d'altres proteines (Francis et al., 2013). RanBPM és part del complex MRCTLH que conté
proteines amb activitat ubiquitin ligasa, s'uneix a 1'enzim deubiquitin (DUB) USP11 (Ideguchi
et al., 2002) i també interactua amb I'’enzim SUMO E2, Ubc9 i promotors de sumolitzaci6 del
factor de transcripcid viral Rta (Chang et al., 2008).

- REGULACIO D'EXPRESSIO DE GENS: RanBPM interactua amb diversos factors de
transcripci6 i dona lloc a la induccié o repressié de la transcripcié d'alguns gens (Atabakhsh
et al, 2012b) com el receptor de I'hormona tiroidal (TR) (Poirier et al., 2006), activador de la
proteina-1 (AP-1) (Denti et al., 2004, Wu et al., 2006), etc.

-DIVISIO CEL-LULAR: RanBPM interactua amb proteines implicades en la regulacié de la
divisio cel-lular com PBGD, CITK, YPELS i inhibeix la proliferacié cel-lular mitjan¢ant Mgl-1 i
la migracié6 cel-lular (Suresh et al., 2012).

- MORFOLOGIA CEL-LULAR, ADHESIO I MIGRACIO: RanBPM interactua amb nombrosos
receptors de la superficie cel-lular i amb proteines d'adhesié cel-lular tenint un paper
important en la regulacié de la forma cel-lular, la disposicid, la polaritat i la proliferacié
cel-lular. Algunes d'aquestes interaccions s6n similars a la produida per Muskelin (Suresh et
al., 2012). RanBPM interactua amb MET, una proteina tirosina quinasa; la sobreexpressié de
RanBPM fa augmentar la senyalitzacié de MET que podria ser una causa de cancer (Suresh et
al., 2012).

- MOVIMENT DELS MICROTUBULS: RanBPM interactua amb B1-tubulines durant la divisi6
celular (Salemi et al., 2014).
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- HOMEOSTASI CEL-LULAR: RanBPM té un paper crucial en la modulacié de funcions de
proteines neuronals per mantenir I'homeostasi cel-lular. RanBPM té un paper clau en la
modulacié de la Cav3.1 T-type Ca?* mitjancant rutes de canals de senyalitzaci6 i s’'uneix a
STC2 (Stanniocalcin 2) una hormona glicoproteica implicada en 'homeostasi de calci i fosfat
(Suresh et al., 2012).

- RESPOSTES A L'ESTRES: RanBPM ha estat identificada com una fosfoproteina i la seva
fosforilaci6 s'incrementa en resposta a l'estres com el xoc osmotic, la llum ultraviolada (UV) i
la radiaci6 ionitzant (IR) (Salemi et al, 2014). La radiacié ionitzant (IR) promou la
relocalitzaci6 de RanBPM en la regi6 perinuclear on colocalitza amb components de
I'agresoma, ubiquitina, dineina i HDAC6. RanBPM es localitza en agresomes després del
tractament amb l'inhibidor del proteosoma MG132 i el etoposid, un agent que danya el DNA.

- MORFOGENESI NEURONAL: RanBPM interactua amb la citron quinasa (CITK) i regula la
produccié de neurones piramidals (Chang et al, 2010). RanBPM interactua amb quinases
relacionades amb minibrain (Zou et al, 2003) i amb Tip60, una proteina involucrada en la
malaltia d'Alzheimer (Domingues et al., 2014).

- DESENVOLUPAMENT DE L’ESQUELET: RanBPM actua com lligant per al factor d’intercanvi
de nucleotids Rho-guanina (Rho-GEF) que és un domini de la regulaci6 de la miofibrilogénesi
(Suresh et al., 2012).

- GAMETOGENESI: RanBPM es essencial per al desenvolupament normal de les gonades en
ambdds sexes (Suresh et al., 2012).

- APOPTOSI: RanBPM regula diversos aspectes de l'apoptosi (Suresh et al,, 2012; Atabakhsh
etal, 2009; Roh et al, 2013; Atabakhsh et al., 2012a; Mikolajczyk et al., 2003).

5.2.2- TWA1

TWA1 va ser inicialment identificada com una proteina que interacciona amb RanBPM,
localitza en el nucli, on es troba a prop dels porus nuclear, perd que es distribueix en el
citoplasma quan s'expressa Muskelin (Umeda et al., 2003). TWA1 es troba a prop dels porus
nuclears i aquesta localitzacid no es veu afectada per la supressié del domini LisH (Francis et
al., 2013). El gen twal s'expressa en gairebé tots els teixits adults (Umeda et al., 2003). TWA1
és present a tots els Eucariotes (Francis et al, 2013). TWA1 podria funcionar com una
proteina scaffold dins del complex MRCTLH.

5.2.3- RMND5A

RMNDS5A conté dominis LisH, CTLH, CRA i RING-ligasa (Pfirrmann et al,, 2015). RMND5A és
I'ortoleg huma del GID2 de llevat, perd en mamifers ve codificada per dos gens anomenats
RMND5A i RMND5B. RMND5A es localitza al citosol i al nucli, mentre que RMND5B és
totalment citosolic (Pfirrmann et al., 2015). Només RMND5A és part del complex MRCTLH.
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RMND5B s’associa a diversos enzims de conjugacié d'ubiquitina (van Wijk et al.,, 2009). Es
probable que les dues proteines funcionin com ligases d'ubiquitina. RMND5 es troba a tots els
Eucariotes.

5.2.4- MUSKELIN

Muskelin (MKLN1 o TWA2) va ser descrita per primera vegada com a una proteina
intracel-lular que participa en I'adhesié cel-lular al domini C-terminal de la trombospondina-
1. Muskelin conté un domini de discoidina N-terminal seguit de LisH, CTLH, un domini Kelch
amb sis repeticions i un modul C-terminal. Muskelin no conté cap senyal de localitzacié
nuclear classica (NLS) (Delto et al.,, 2015). El domini LisH de Muskelin a Drosophila té un
paper important en el control de la seva localitzacié subcel-lular (Adams, 2002).

Les proteines RanBPM i TWA1 son parelles d’'unié amb Muskelin, de manera que forma part
del complex MRCTLH (Kobayashi et al., 2007; Umeda et al., 2003).

Muskelin es transcriu en molts teixits (Prag et al., 2007; Tagnauti et al., 2007).

Muskelin participa en la regulacié del procés de transport i organitzacié del citoesquelet
(Heisler et al., 2011).

Una caracteristica destacada de Muskelin és la seva capacitat per formar oligdmers in vitro
(Kiedzierska et al.,, 2008). LisH actua com a element de dimeritzacié (Delto et al., 2015). La
perdua d'aquesta dimeritzacié produeix la redistribucié completa de Muskelin des del
citoplasma fins al nucli (Delto et al.,, 2015).

Muskelin interactua amb HO-1 (hemo oxigenasa-1), implicat fortament en la regulaci6 de la
morfologia cel-lular. HO-1 contraresta el procés oxidatiu i el dany inflamatori (Gueron et al.,
2014), i suprimeix la generacié de ROS (Matsumoto et al., 2006).

5.2.5- ARMc8

ARMc8 (homoleg de GID5) actua com a una molecula adaptadora i associada amb el complex
MRCTLH com una proteina periférica (Suzuki et al. 2008). ARMc8 interactua amb el complex
a-catenin i regula la seva degradaci6 pel proteosoma (Suzuki et al. 2008). ARMc8 promou la
interacci6 del factor de creixement d'hepatocits regulada per la tirosina quinasa (HRS) amb
proteines ubiquitinades (Suzuki et al. 2008; Tomaru et al., 2010).

5.2.6- MAEA

MAEA és homolega a GID9. Va ser identificada com a proteina d'unié de macroéfags als
eritoblasts (Soni et al., 2008). En les cel-lules no eritroidees MAEA és una proteina nuclear
situada en particules petites (Bala et al, 2006). La part N-terminal (22 kDa) és sobretot
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nuclear (particules nuclears) i la C-terminal (23 kDa) forma grans agregats al citoplasma i es
localitza també als nucleols (Francis et al., 2013).

5.2.7- WDR26

La proteina WDR26 conté els dominis LisH, CTLH i repeticions WD40, un patr6 que es troba
en més d'una centena de proteines eucariotes. Els membres d'aquesta familia estan
involucrats en una varietat de processos cel-lulars, incloent la progressié del cicle cel-lular, la
transducci6 de senyals, I'apoptosi i la regulacié geénica (Olsen et al, 2006; Zhu et al.,, 2005).
WDR26 s'expressa en la majoria dels teixits humans perd l'expressio és especialment alta al
muscul esquelétic (Zhu et al., 2005). WDR26 pot actuar com un regulador negatiu de la via de
senyalitzaci6 MAPK i juga un paper important en la transduccié de senyal de la cel-lula (Zhu
etal.,, 2005).

5.3- Complex MRCTLH a plantes

Els gens que codifiquen les proteines del complex MRCTLH estan presents en gairebé tots els
genomes eucariotes amb petites diferéncies. Pel contrari, no es troben en les cel-lules
procariotes (Francis et al., 2013) (Figura 16) .

Rmnd5 MAEA TWA1 RanBPM WDR26 Armc8 C170rf39 Muskelin

Schizosaccharomyces * 3: i * * : * *
Aspergillus : * * i i 5 i
Saccharomyces * * * & * * *
Ustilago * * * o z
Fungi Encephaliitozoon * * * % % %* i *
(7)) Allomyces * * * * * * * o
= Spizellomizes * * * % il + .
=2 Hydra ) * * * 2 = =
(@) 4‘ Drosophila * * * * . - % x
E Metazoa — ;‘::o * * * * * * * *
= Saccoglossus i i i * * i * *
- |o : * * * *
Trichoplax * * * * * *
Monosiga * * * * * * * *
Capsaspora * * * * * * *
Dictyc 1 * * * * * * *
S Polysphonclyllum * * * *
Naeglerla * * * * *
Guillardia * * * * *
Viridi- Chlamydomonas * * * * * * *
[72] e Ricinus * * * * * * *
| Physcomitrella * * * * *
=2 Emillianta * * * *
O Plasmodium * * * * *
x L Thelleri * ok % *
m ‘ | Toxopl * * % *x % *
@ l— Oxytricha * * * *
SAR — Ectocarpus * * * *
L Phytophtora * * * *
Bigelowllela

Figura I6. Els components dels complexos MRCTLH estan conservats als Eucariotes. Els asteriscs, *, indiquen les
proteines del complex MRCTLH que codifiquen per les espécies indicades. Abséncia de les proteines del complex
MRCTLH reflecteix I'abséncia dels homolegs en altres espécies del mateix llinatge taxonomic.
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Els genomes dels vegetals contenen gens que codifiquen proteines homologues a les trobades
al complex de llevat i humans, pero han estat poc estudiades, tot i que algunes interaccions
entre possibles components del complex GID/MRCTLH han estat demostrades en Arabidopsis
(Tomastikova et al., 2012). Els genomes de les espécies de plantes contenen multiples gens
que codifiquen proteines similars a les proteines del complex MRCTLH (Taula 12 i I3). En
Arabidopsis thaliana el complex inclou homolegs de RanBPM, TWA1, MAEA, Rmnd5 i WDR26.

Species TWA1 RANBPM RMND3 MAEA WDR26 ARMCS c170RF39

Arabidopsis lyrata subsp. lyrata
Arabidopsis thaliana

Brachypedium distachyon
Chlamydomonas reinhardtii

Glycine max

Medicago truncatula

Micromonas sp. RCC299

Oryza sativa Japonica Group
Physcomitrella patens subsp. patens

Populus trichocarpa

R e IR T R T R R P
o N Y I . B - R O B U R W% 5
S N R R IR IR
R L - =T IR TT R
C I B = — R

Ricinus communis
Selaginella moellendorffii
Sorghum bicolor

Vitis vinifera

- NN NN B LN S S = N W N

Wk =
—_ a =
- = W
(=T ¥

Volvox carteri f. nagariensis

Taula I2. Espécies de plantes amb multiples gens codificant proteines del complex MRCTLH. S’indica el nombre de
gens paralogs que codifiquen (font NCBI).

A les plantes només I'homoleg huma de RanBPM a Arabidopsis thaliana (AtRanBPM,
At1g35470) s’ha estat estudiat amb certa atencié (Tomastikova et al., 2012). La distribuci6 de
AtRanBPM es principalment citoplasmatica amb un senyal feble al nucli. En les cel-lules que
no es divideixen AtRanBPM s'acumula a la regi6 perinuclear del citoplasma i, en les cel-lules
en divisio, la localitzacié augment lleugerament a la zona del fus mitotic i del fragmoplast
(Tomastikova et al., 2012). No colocalitza amb la y-tubulina i tampoc es detecta en I'embolcall
nuclear o en el fus dels microtabuls (Tomastikova et al., 2012).

Arabidopsis Huma Llevat

At1g35470 RanBPM GID1/VID30 Taula I3. Proteines d'Arabidopsis amb més
similitud amb membres del complex MRCTLH.

At3g55070 MAEA GID9

At4g37880 RMD5 GID2

At1g61150 Twal GID8

At5g08560 WDR26
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La proteina AtRanBPM sedimenta en pel-lets microsomals, la qual cosa indica que pot estar
present en complexos d’alt pes molecular amb una massa entre 230 i 500 kDa (Tomastikova
et al., 2012). Les proteines que cosedimenten amb AtRanBPM inclouen proteines amb els
dominis CTLH, CRA, LisH, Ubox i WD40 (At1g61150, At3g55070, At4g37880, At5g08560,
At5g43920), algunes de les quals son homodlogues a proteines humanes del complex
MRCTLH. S'ha demostrat experimentalment que AtRanBPM interactua fisicament amb
algunes d'elles (Tomastikova et al., 2012). Aquestes dades suggereixen que els complexos
MRCTLH també sdén presents a les plantes, al menys a Arabidopsis, amb caracteristiques
similars pero en aquest moment les seves funcions son desconegudes. Es possible que en
plantes existeixi més d'un complex MRCTLH ja que contenen un major nombre de copies dels
gens involucrats que en humans o llevat.
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OBJECTIUS

L’exploraci6 dels mecanismes que governen el desenvolupament de I'embri6 als vegetals
requereix de la identificacié dels gens que s'expressen i les seves funcions. Les teécniques de
seqiienciaci6 massiva han permes identificar amb molt detall quins gens es transcriuen i en
quines etapes i parts durant el desenvolupament de 1'embri6. Estudis genétics han identificat
certs gens importants per al govern de 1'embriogénesi. No obstant aix0, la informaci6 sobre el
paper de la majoria dels gens expressats durant 'embriogénesi és encara molt limitada.

1- El primer objectiu d'aquesta tesi va ser la identificacié d’alguns gens que es transcriuen
durant les primeres etapes de desenvolupament de I'embri6 de blat de moro (10 dies després
de la pol-linitzacid).

2- El segon objectiu va ser la seleccié d’un petit nombre dels gens per realitzar un estudi dels
seus patrons d'expressio i de les seves relacions filogenétiques que permetés valorar l'interés
del seu estudi més profund: mcyl1, map65 i liccl.

3- El tercer objectiu es va centrar en la caracteritzacié del gen liccl i de la proteina que
codifica, prestant una especial atenci6 a:

3.1- Estudi filogenetic

3.2- Patrons d'expressio6 del gen i d'acumulacié de la proteina

3.3- Identificaci6 de proteines i components cel-lulars que interactuen amb LICC1.
3.4- Localitzaci6 subcel-lular.

3.5- Efectes fenotipics de la seva sobreexpressio.
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RESULTATS

1-IDENTIFICACIO DE GENS D'EXPRESSIO EN EMBRIO JOVE DE BLAT DE MORO

1.1- Una genoteca de cDNA d’embri6 de 10 DAP de blat de moro

La primera etapa d’aquest treball va consistir en la construccio i seqiienciacié d’una llibreria
de cDNA d'embrions de blat de moro de deu dies després de la pol-linitzacié (DAP). La
llibreria es va constituir a partir de 1 pg de RNA total mitjancant el sistema “SMART™ cDNA
Library Construction kit” (BD Biosciences). Per a la sintesi del cDNA es va usar la PCR de
llarga distancia (LD PCR) (Barnes 1994). El métode esta explicat en el punt 5 de 'apartat de
Materials i Métodes. Els cDNAs de cadascuna de les colonies per PCR es van amplificar fent
servir els oligonucleotids TOPO-F i TOPO-R que flaquegen els inserts. Els fragments
amplificats es van analitzar en gels d'agarosa i es van seleccionar els clons que tingueren un
insert amb una mida superior o igual a dos cent cinquanta parells de bases que a continuacid
es van seqiienciar. Per determinar a quin gen corresponien, les seqiiéncies obtingudes es van
comparar amb el genoma de blat de moro (http://www.phytozome.net/maize.php) (Taula
R1).
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Taula R1. Resultats de la seqiienciaci6 de la llibreria de cDNAs d’embrié de 10 DAP. En color verd s’indiquen els

cDNAs escollits per a estudis posteriors.

N:Il)nthl‘el inI;: 5 Gen Anotacié Categoria funcional
MAA10 593 GRMZM2G315601 | ESR2g2 protein No determinat
MAA12 892 GRMZM2G095348 | Vesicle coat complex COPI, beta subunit Transport
MAA2 434 GRMZM5G881775 | 40S ribosomal protein S19 Traduccid
MAA9 587 GRMZM2G041878 | Proteina de funci6 desconeguda No determinat
MAB5 354 GRMZM2G168762 | Proteina de funcié desconeguda No determinat
MAB7 520 GRMZM2G154595 | Malate dehydrogenase2 Metabolisme
MAC1 778 GRMZM2G332562 | Amino acid transporter protein Transport
MAC2 523 AC233901.1_FGO04 | Lupus LA protein related No determinat
MAC4 332 GRMZM2G106331 | DNAse I-like superfamily protein Divisi6 cel.lular i desenvolupament
MAC5 753 GRMZM2G136803 | 4-alpha-glucanotransferase Metabolisme
MAC8 548 GRMZM2G096115 | Serine/threonine-protein kinase PTK1,2/STK1,2 Procesament i degradacid de proteines
MAC9 376 GRMZM2G049672 | E3 Ubiquitin protein ligase UHRF-Related Procesament i degradacié de proteines
MAD10 594 GRMZM2G159890 | Glycerol-3-phosphate acyltransferase Metabolisme
MAD?2 469 GRMZM2G083642 | Small nuclear ribonucleoprotein G Transcripcid i splicing
MADS 335 GRMZM5G801369 | Proteina de funci6 desconeguda No determinat
MAD8 604 GRMZM2G168252 | Small nuclear ribonucleoprotein F Transcripci6 i splicing
MAD9 560 GRMZM2G451314 | Pyridoxal-dependent decarboxylase Procesament i degradacié de proteines
MAE2 188 AC204763.2_FG001 | Leucine-Rich Repeat Receptor-like protein kinase Divisi6 cel.lular i desenvolupament
MAES 881 GRMZM2G132468 | Phosphatase with homology to tensin Procesament i degradacié de proteines
MAE7 499 GRMZM2G143253 | P21-Rho-binding domain Procesament i degradacid de proteines
MAE8 731 GRMZM2G424181 | Proteina de funci6 desconeguda No determinat
MAF2 446 GRMZM2G137959 | Proteina de funci6 desconeguda No determinat
MAG11 318 AF546188.1 FG006 | Zein-alpha A20-like Reserva de nutrients
MAH10 720 GRMZM2G166658 | Serine/threonine protein kinase Procesament i degradacié de proteines
MAH12 711 GRMZM5G860137 | Acetyl-CoA acetyltransferase, cytosolic 2 isoform 1 Metabolisme
MAH4 379 GRMZM2G034225 | Proteina de funci6é desconeguda No determinat
MAH8 419 GRMZM2G143357 | Thiamine pyrophosphate Metabolisme
MBA9 730 GRMZM2G060511 | U5 snRNP-specific protein-like factor Traduccid
MBB4 697 GRMZM2G017086 | Ubiquitin-specific protease Procesament i degradacid de proteines
MBB5 610 GRMZM5G813584 | Ribosomal protein L5 Traduccié
MBC6 581 GRMZM2G150912 | Endoribonuclease L-PSP Divisi6 cel.lular i desenvolupament
MBD2 216 GRMZM2G090274 | Eukaryotic peptide chain release factor subunit 1-1 isoform 1 Traduccié
MBD4 595 GRMZM2G052926 | Heterogeneous Nucleafr Ribonucleoprotein Transcripcid i splicing
MBE7 567 GRMZM2G425377 | WD40 repeat-containing protein No determinat
MBF10 875 GRMZM2G129987 | Molecular chaperone (DnaJ superfamily) Resposta a estrés
MBF11 270 GRMZM2G053767 | 30S 40S ribosomal protein Traduccidé
MBG1 591 GRMZM2G088880 | 60S ribosomal protein L37A Traduccié
MBG11 254 GRMZM2G179639 | Proteina de funci6 desconeguda No determinat
MBG2 727 GRMZM2G181194 | 60S ribosomal protein L10a-1 Traduccié
MBG7 276 GRMZM5G892124 | Proteina de funci6 desconeguda No determinat
MBG9 758 GRMZM2G125527 | 60S ribosomal protein L44 Traduccié
MBH2 299 GRMZM5G857992 | Casein kinase II subunit beta-4 Divisié cel.lular i desenvolupament
MBH6 878 GRMZM2G144387 | 60S ribosomal protein L10a-1 Traduccié
MCB2 365 GRMZM2G150688 | Gibberellin-regulated protein 1 Divisi6 cel.lular i desenvolupament
MCB3 814 GRMZM2G131329 | Beta-1,3-galactosyltransferase 20-like Procesament i degradaci6 de proteines
MCD1 691 GRMZM2G312712 | Probable small nuclear ribonucleoprotein G Transcripcid i splicing
MCD2 436 GRMZM2G061287 | Cyclin B Divisi6 cel.lular i desenvolupament
MCD6 709 GRMZM2G145758 | Histone H3 Divisi6 cel.lular i desenvolupament
MCD8 117 GRMZM2G546282 | Proteina de funci6 desconeguda No determinat
MCF3 351 GRMZM2G156110 | 40S ribosomal protein S15 Traduccié
MCF5 492 GRMZM2G155161 | Proteina de funci6 desconeguda No determinat
MCG2 279 GRMZM2G087364 | Alanine aminotransferase Metabolisme
MCG6 394 GRMZM2G066373 | Proteina de funci6 desconeguda No determinat
MCH1 834 AC230020.1_FGO06 | Proteina de funcié desconeguda No determinat
MDB1 766 GRMZM2G166345 | Isoleucyl, Leucyl, Tyrosyl, Valyl i Methionyl tRNA Sintasa Traduccid
MDB4 716 GRMZM2G023748 | 60S ribosomal protein L10A Traduccié
MDB6 191 GRMZM2G124524 | Sequence-specific DNA binding transcription factor activity Regulacid de la transcripcid
MDB8 161 GRMZM2G143160 | Serine/threonine-protein kinase TTK/MPS1 Procesament i degradaci6 de proteines
MDC1 228 GRMZM2G139675 | Translation machinery associated TMA7 Traduccid
MDC3 666 GRMZM2G081577 | Proteina de funci6 desconeguda No determinat
MDD1 250 GRMZM2G100511 | Metalloprotease Procesament i degradacié de proteines
MDE1 237 GRMZM2G150190 | YbaB/EbfC DNA-binding family Regulacié de la transcripcié
MDG6 441 GRMZM2G146115 | 50S ribosome-binding GTPase Traduccid
MDH12 186 AC177908.3_FG002 | Glycosyl transferase family 8 Procesament i degradacid de proteines
MEA9 557 GRMZM2G027451 | 60S ribosomal protein L10-3 Traduccié
MEC3 387 GRMZM2G073535 | Translation initiation factor elF-1 Traduccié
MEC5 414 GRMZM2G052178 | Cell adhesion complex protein bystin Divisi6 cel.lular i desenvolupament
MEE3 895 GRMZM5G808775 | Pre-mRNA Processing protein PRP39-Related Transcripci6 i splicing
MEG6 1076 GRMZM2G000622 | PhosphoribosylformylglycinaMIDine synthase Metabolisme
MFA3 806 GRMZM2G083253 | 60s ribosomal protein L23 Traduccié
MFAS5 560 GRMZM2G418294 | D-isomer specific 2-hydroxyacid dehydrogenase Metabolisme
MFA8 427 GRMZM2G493903 | Proteina de funci6 desconeguda No determinat
MFA9 310 GRMZM2G070931 | Proteina de funci6 desconeguda No determinat
MFB8 521 GRMZM2G045135 | p-Nitrophenyl phosphatase Metabolisme
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MFD2 739 GRMZM2G064145 | ATP-utilising chromatin assembly and remodelling N-terminal Divisi6 cel.lular i desenvolupament
MFE10 404 GRMZM2G003038 | Ribosomal protein L11 methyltransferase (PrmA) Traduccid
MFF2 918 GRMZM2G159032 | Proteina de funci6 desconeguda No determinat
MFF4 767 GRMZM2G406674 | Myosin Divisi6 cel.lular i desenvolupament
MFG1 277 GRMZM2G104025 | Ribosomal protein L18e/L15 Traduccid
MFG7 910 GRMZM2G049201 | Transducin Divisi6 cel.lular i desenvolupament
MGA11 873 GRMZM2G068471 | Pescadillo - related Transcripcié i splicing
MGA2 763 GRMZM2G025598 | O-linked N-acetylglucosamine transferase OGT Procesament i degradacié de proteines
MGB3 728 GRMZM2G101463 | Phenylalanyl-tRNA synthetase, beta subunit Traduccid
MGB4 418 GRMZM2G132623 | 60S ribosomal protein L31 Traduccié
MGC11 175 GRMZM2G109869 | GRAS domain family Divisi6 cel.lular i desenvolupament
MGC4 528 GRMZM2G081310 | Serine/threonine-protein kinase Procesament i degradacid de proteines
MGC6 447 GRMZM2G427054 | Proteina de funci6 desconeguda No determinat
MGD12 246 GRMZM2G000741 | Mitochondrial carrier protein Transport
MGE9 380 GRMZM5G806488 | Ribosomal protein S7 Traduccié
MGF4 414 GRMZM2G098298 | Cysteine proteinase Procesament i degradacié de proteines
MGF6 878 GRMZM2G108655 | Proteina de funci6 desconeguda No determinat
MGF9 529 GRMZM2G010348 | Cytochrome c Metabolisme
MGG10 815 GRMZM2G172512 | Ubiquitin-binding WIYLD domain Procesament i degradaci6 de proteines
MGG4 679 GRMZM2G022269 | Elongation factor Tu C-terminal domain Traduccié
MGG6 855 GRMZM5G882986 | Chalcone-flavanone isomerase Metabolisme
MHA1 166 GRMZM2G138727 | Protease inhibitor/seed storage/LTP family Reserva de nutrients
MHA10 276 GRMZM2G140799 | 60S ribosomal protein 15.5kD Traduccié
MHA3 266 GRMZM2G108416 | Aminotransferase class IV Metabolisme
MHB7 720 GRMZM2G322314 | Cysteine desulfurase NFS1 Metabolisme
MHD3 590 GRMZM2G040164 | 20S proteasome, regulatory subunit beta type PSMB4 /PRE4 Procesament i degradacié de proteines
MHD4 214 GRMZM2G150302 | Glycosyltransferase family 43 Metabolisme
MHD6 883 GRMZM2G024119 | Proteina de funci6 desconeguda No determinat
MHD7 240 GRMZM2G305027 | Histone H2B Divisi6 cel.lular i desenvolupament
MHE3 689 GRMZM5G849989 | Proteina de funci6 desconeguda No determinat
MHF7 711 GRMZM2G104918 | Inorganic pyrophosphatase Metabolisme
MHF9 745 GRMZM2G075744 | ZCCHC10 protein Regulacié de la transcripcié
MHH12 651 GRMZM2G166985 | Small nuclear ribonucleoprotein (snRNP) Sm core protein Transcripcid i splicing
MIB9 465 GRMZM2G019411 | Pectinesterase Divisi6 cel.lular i desenvolupament
MIC4 967 GRMZM2G132804 | COP9 signalosome, subunit CSN2 Divisi6 cel.lular i desenvolupament
MID11 378 GRMZM2G062476 | Proteina de funci6 desconeguda No determinat
MIE11 595 GRMZM2G442658 | Alcohol dehydrogenase Metabolisme de lipids
MIE12 740 GRMZM2G160351 | 60S ribosomal protein L44 Traduccié
MIES 586 AC206788.3_FG008 | Proteina de funcié desconeguda No determinat
MIF3 771 GRMZM5G898314 | Proteina de funci6 desconeguda No determinat
MIG3 669 GRMZM2G066101 | DNA replication licensing factor, MCM4 component Divisi6 cel.lular i desenvolupament
MIH1 525 GRMZM2G098797 | LisH motif-containing protein Divisi6 cel.lular i desenvolupament
MIH9 391 GRMZM2G177203 | Protein disulfide oxidoreductase Procesament i degradacio de proteines
MJA2 797 GRMZM2G336875 | Ribosomal protein S8e Traduccidé
MJA9 621 GRMZM2G139892 | MAP kinase phosphatase Procesament i degradacié de proteines
MJB11 957 GRMZM2G106960 | GTPase Rab1/YPT1, small G protein superfamily Transport
MJB9 665 GRMZM2G056488 | Centromere protein C Divisi6 cel.lular i desenvolupament
MjC2 516 GRMZM2G361151 | Replication factor-A Divisi6 cel.lular i desenvolupament
MJjC4 650 GRMZM2G081745 | SEC24-Related Protein Transport
MJF1 341 GRMZM2G077208 | 60s Acidic ribosomal protein Traduccié
MJF12 846 GRMZM2G094497 | Vacuolar H+-ATPase V1 sector, subunit B Metabolisme
MJF2 739 AC190628.4_FGO07 | AAA ATPASE Metabolisme
MKA2 284 GRMZM2G176576 | Glycosyltransferase Metabolisme
MKAS 537 GRMZM2G132162 | Peptid antimicrobia Defensa
MKB3 940 GRMZM2G091449 | Splicing factor 3b, subunit 3 Transcripcié i splicing
MKD1 900 GRMZM2G542847 | Iron/ascorbate family oxidoreductases Metabolisme
MKD11 283 GRMZM2G044301 | Jumomji Domain Containing Protein Regulaci6 de la transcripcié
MKD6 697 GRMZM2G102829 | Poly-adenylate binding protein Transcripcid i splicing
MKE1 142 AC217560.3_FGO01 | Proteina de funcié desconeguda No determinat
MKE10 293 GRMZM2G172427 | Histone H3 (Lys9) methyltransferase Divisi6 cel.lular i desenvolupament
MKE11 857 GRMZM2G038195 | Serine/threonine-protein Phosphatase PP2A Procesament i degradaci6 de proteines
MKE12 995 GRMZM5G815606 | Ribosomal protein S18 Traduccié
MKES8 904 GRMZM2G015361 | GTP-binding ADP-ribosylation factor Arfl Divisi6 cel.lular i desenvolupament
MLA1 499 GRMZM2G136624 | Coilin-like Procesament i degradacié de proteines
MLA11 974 GRMZM2G113137 | Cellulose synthase A Divisi6 cel.lular i desenvolupament
MLA9 642 GRMZM2G312110 | Ubiquitin--protein ligase Procesament i degradacid de proteines
MLB4 549 GRMZM2G091445 | Gamma-thionin Defensa
MLD2 585 GRMZM2G154312 | Telomerase binding protein P23 Divisi6 cel.lular i desenvolupament
MLD6 1001 GRMZM2G168166 | Proteina de funci6 desconeguda No determinat
MLF10 895 GRMZM2G019673 | Glysosyl hydrolase Metabolisme
MLF9 613 GRMZM5G812298 | Proteina de funci6 desconeguda No determinat
MLG12 278 GRMZM2G456570 | Structural maintenance of chromosome protein 3 Divisi6 cel.lular i desenvolupament
MLG5 775 GRMZM2G316635 | Auxilin/Cyclin G-Associated kinase Divisid cel.lular i desenvolupament
MLG7 674 GRMZM2G029552 | 50S ribosome-binding GTPase Traduccié
MLH3 993 GRMZM2G174619 | Proteina de funci6 desconeguda No determinat
MMA2 803 GRMZM2G181453 | PolyA binding protein 2 Transcripci6 i splicing
MMA3 963 GRMZM2G378906 | Vesicle coat complex COP], beta subunit Transport
MMB1 542 GRMZM2G174147 | Proteina de funci6 desconeguda No determinat
MMB9 714 GRMZM5G872204 | Putative GTPase activating protein for Arf Divisi6 cel.lular i desenvolupament
MMC1 79 GRMZM2G049759 | Proteina de funcié desconeguda No determinat
MMD5 899 GRMZM2G154574 | Methyltransferase Metabolisme
MME12 768 GRMZM2G049687 | SNARE protein PEP12/VAM3/Syntaxin 7 /Syntaxin 17 Divisi6 cel.lular i desenvolupament
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MME6 217 GRMZM2G008341 | Zein Reserva de nutrients

MMF1 769 GRMZM5G820122 | Peptide exporter Transport

MMF6 913 GRMZM2G012052 | Ubiquitin-protein ligase Procesament i degradacid de proteines
MMG5 827 GRMZM2G093098 | Proteina de funci6 desconeguda No determinat

MMH3 351 GRMZM2G030284 | Microtubule associated protein (MAP65/ASE1 family) Divisi6 cel.lular i desenvolupament
MMH5 872 GRMZM2G140150 | Pyruvate dehydrogenase E1, alpha subunit Metabolisme
MNA11 753 GRMZM2G115901 | 60S ribosomal protein L32 Traduccié

MNA6 918 GRMZM2G115834 | Proteina de funci6 desconeguda No determinat

MNC2 963 GRMZM2G432738 | DHHC palmitoyltransferase Metabolisme

MNC4 877 GRMZM2G142334 | Protein phosphatase type 2A regulator activity Procesament i degradacid de proteines
MND10 557 GRMZM2G124965 | Phosphatidylcholine Transfer protein Metabolisme

MND6 840 GRMZM2G080054 | Helix-loop-helix DNA-binding domain Regulacié de la transcripcié

MND9 201 GRMZM2G443453 | Phosphatidylinositol transfer protein Metabolisme

MNE2 651 GRMZM5G851929 | Proteina de funci6 desconeguda No determinat

MNE4 559 GRMZM2G177659 | Amino acid transporter protein Transport

MNES5 549 GRMZM2G117900 | Elongation factor Tu GTP binding domain Traduccié

MNE6 529 GRMZM2G088896 | Proteina de funci6 desconeguda No determinat

MNE9 252 GRMZM2G411652 | NADH dehydrogenase Metabolisme

MNF2 392 GRMZM2G583032 | Proteina de funcié desconeguda No determinat

MNF6 471 GRMZM2G165917 | Translation initiation factor 5 (elF-5) Traduccié

MNG4 851 GRMZM5G881996 | Activating signal cointegrator 1 complex subunit 3 Divisi6 cel.lular i desenvolupament
MNG5 619 GRMZM2G157061 | Translation initiation factor 4F, ribosome/mRNA-bridging Traduccié

MNG6 248 GRMZM2G405385 | Proteina de funcié desconeguda No determinat

MNG7 769 GRMZM2G123537 | Translational repressor Pumilio/PUF3 and related RNA-binding | Divisi6 cel.lular i desenvolupament

Els cent vuitanta gens representats als cDNAs es van agrupar en diferents categories
funcionals d'acord amb Gene Ontology (GO) (Figura R1). S’han assignat deu categories, les
més representades de les quals sén “no determinat” (gens de funci6 desconeguda) amb un
21%, "traduccié” amb un 19%, "divisié cel-lular i desenvolupament” amb un 17%,
"metabolisme"” amb un 16% i "processament i degradaci6 de proteines”, amb un 13%. D’entre
tots els gens identificats es van escollir tres per a la seva analisi més profunda d'acord amb el
seu potencial interes: mcyl (MKAS), map65 (MMH3) i licc1 (MIH1).

m No determinat
Traduccié
M Divisio cel.lular i desenvolupament
B Metabolisme
W Procesament i degradacid de proteines
Transcripcid isplicing
HTransport
Regulacio de la transcripcio
Defensa

Resposta a estrés

Figura R1: Categories funcionals dels gens seleccionats amb expressié a embri6 jove (Taula R1).
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1.2- MCYL, un nou péptid antimicrobia

El cDNA MKAS5 conté un insert de 537 bases que, en comparar-lo amb la seqiiéncia del
genoma de blat de moro, correspon al gen GMRZM2G132162 (LOC100275050, UniGene
Zm.14280) situat en el cromosoma 4 entre les posicions 7.172.367 i 7.173.014 en sentit
revers. Aquest gen conté un intr6 de 106 bases, una regié 5’ no traduida de 81 bases i una
regio 3’ no traduida de 185 bases. El gen codifica un polipeptid de 91 aminoacids que conté
un peptid senyal (aminoacids 1 a 23) i no conté cap altre motiu proteic conegut (SMART;
http://smart.embl-heidelberg.de/smart). No hi ha d'altres gens similars al genoma del blat de

moro. Aquest gen s'ha anomenat mcyl (maize cyclotide-like).

1.2.1- Patro d'expressio de mcyl

El blat de moro és una de les espécies de les que es disposa de més informacié de seqiiéncies
transcrites. Aixi es coneixen més de dos milions de seqiiencies de ESTs i els resultats de
nombrosos experiments amb micromatrius i de RNA-seq corresponents a diferents organs,
estadis de desenvolupament i condicions, la qual cosa permet fer estudis d'expressio in silico
amb forga exactitud. Els bancs de seqiiéncies contenen 12 FLcDNAs i 102 ESTs corresponents
a mcyl. Aquestes dades indiquen que mcyl es transcriu preferentment a I'embrié immadur (48
seqiiencies), al pedicel (41 seqiiencies) i en menor grau a I'endosperma (7 seqiiéncies).

Les dades d’hibridacions de micromatrius contingudes a la base de dades PLEXdb
(http://www.plexdb.org) (Sekhon et al, 2011) mostren un patr6 d’expressié semblant

(Figura R2). El maxim d’expressi6 a la llavor ocorre als catorze dies després de la
pol-linitzacié. Curiosament, en aquest cas les dades indiquen una major expressiéo a
I'endosperma que a l'embrid. En teixits vegetatius i florals I'expressié és molt baixa o nul-la
excepte a flor masculina immadura. També s'observa certa expressid al pericarpi immadur.
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Figura R2. Patr6 d’expressié de mycl basat
en les dades d'hibridaci6 de micromatrius
contingudes a la base de dades PLEXdb
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Les dades de RNA-seq disponibles a la base de dades qTELLER (http://gteller.com) mostren
un patré d’expressié semblant (Figura R3). També en aquest cas es mostra una major

expressio a l’endosperma que a l'embrid.
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Figura R3. Patr6 d’expressié de mycl basat en dades de RNA-seq (QTELLER, http://qteller.com).

Aquestes dades d’expressié basades en dades in silico van ser confirmades mitjancant
técniques d’hibridacié northern. L’analisi northern (Figura R4A) mostra un senyal fort
exclusivament en llavor i embrié de deu dies després de la pol-linitzacié (K10 i E10), mentre
que a 'endosperma del mateix estadi de desenvolupament (ND10) s’observa un senyal feble.

Les analisis d’hibridacié in situ amb llavors de 10 DAP mostren acumulaci6 de mRNA a tot
I'embri6é perd en especial a la zona del suspensor i protoderma (Figura R4 B). També
s'observa hibridaci6 a la capa de transferéncia basal de 'endosperma, propera al pedicel.
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A ND10 E10 E20 E30 ES50 KO K10 K20 K30 KS0

mcyl1 ‘ - - ‘

Figura R4. A, Analisi de l'expressi6 de mcyl durant I'embriogenesi a 1'embrié i al gra (kernel). E1 RNA de
I'endosperma es va analitzar als 10 DAP (ND10) (DAP = days after pollination). EI RNA de I'embrié als 10 DAP
(E10), 20 DAP (E20), 30 DAP (E30) i 50 DAP (E50). El RNA del gra sencer es va analitzar a llavors no
pol-linitzades (K0), 10 DAP (K10), 20 DAP (K20), 30 DAP (K30) i 50 DAP (K50). A la part de sota es mostren els
RNA ribosomals tenyits amb bromidi d'etidi com a controls interns de carrega. B, Acumulacié del mRNA de mcyl
en seccions histolégiques de llavors de blat de moro 10 DAP mitjancant hibridacions in situ. a,b Seccions
transversals d'una llavor 10 DAP mostrant 1'embri6 i la regié basal de 'endosperma. c¢ Detall de I'embrié (su,
suspensor; pr, protoderma). d Detall de la capa basal de transferencia de 1'endosperma (ctb). a, ¢ i d estan
hibridades amb una sonda antisentit, i b amb una sonda sentit. Totes les barres representen 50 pm.

1.2.2- Analisi filogenética i possible funcié de MCYL

La seqiiencia de MCYL es va comparar amb les bases de seqiiencies emprant les eines de
BLASTN i BLASTP. Com ja s'ha comentat, al genoma de blat de moro només es troba una
copia d'aquest gen. La recerca de gens homolegs en altres espécies només ha donat resultats
positius en el cas del sorgo. En el genoma d’aquesta espécie (Sorghum bicolor genome v2.1)
s’han detectat tretze gens que codifiquen proteines semblants a MCYL (Figura R5). Es
desconeix la seva funci6 pero tots codifiquen polipeptids de mida petita (71 a 98 aminoacids).
Les similituds de les seqiiencies de sorgo i blat de moro oscil-len entre el 67% i el 30 %. Tots
excepte Sobic005G174400 contenen un domini de peptid senyal molt conservat en la regié N-
terminal d’aproximadament 22 aminoacids (Figura R5) especialment hidrofobic (Figura
R6). La resta de les seqiiencies polipeptidiques és molt més diversa excepte per la preséncia
d’alguns residus de cisteina dispersos molt conservats al llarg de tota la seqiiéncia, el que
suggereix la formacié d’algun tipus d’estructura secundaria.
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- 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
| | | | |
MCYL YSEG-KVLVSSN GBVFRHKQDATL I AGDVGNKK -~~~
Sobic0056174200 NKRG-VAVKNFY| ABSLGPKKRLPLTTKVNALAD-AEDDNGSFV-
Sobic0056173900 KKND-LVLELFY| MBSLVHKKRLHLTTEVMGLADDAKDDNGTFV-
Sobic0056174100 NKYH-LGVKNSQ HBEBSAKNHLPHT TE IMGLAD-AEDDNG-~-~
Sobic0056174000 NKVN-KEVKSSK| HBEL STKQHLPLTTEVMGLAD-ALDNNGTSV-
Sobic0056174700 KTEG-GVLKLSY)| EBELAPKKHLPLTTEVKGLAD-AEDDNGSFF-
Sobic0056174600 KSEG-GVLKLSY] EBELAPKKHLPLTTEVRG-~--=---~ -
Sobic0056174500 NNHN-VVVKSSH INBEVAPKQRLPLTREVKGLAD-AEDDN-—--—
Sobic005G174800 INKNGGKVVKSSH INBKLAPKQHQPHTTEVKGLAD-AEDDNGTFVS
Sobic0056174900 KKNG-AVVKMBF] EBLYVKQQHPLLTTEVMGLAA-AEDDNGTFV-
Sobic0056173800 SRTG-QVLQRSY| LGHQLAAAEDDKGTFV---
Sobic0056200400 B-AVLEIVLVIMSSTTLTSSENGVPTT I SFHUPGETFALE I SEBSV 1A TRNG-QVLQBSNBQKK-~---—-~ DQYNAT-——-ABFVTN-—— ===
Sobic0056173500 GBVFLKR
Sobic0056174400  —----==-==—=——| N-L-SSBY-RV IVWNYHEYGETEARBQTKEL QYANKYN-QAVKSFQEVKADLBHBEBFNKQHLP-BHQSHG 1 S - -~~~ -~
* * * * * .
Prim.cons. VRTES-RALBIVEVINSST - -SSBY-PP 1V2S I HEPGBTAALBQTKBLEFANKNG-KVVKSSYBAKAN2B2BEL APKQHLPLTTEVMGLAD2-EDDNGTFV~

Figura R5. Alineament de les seqiiéncies d’aminoacids deduides a partir del gen mcyl i dels gens homolegs de
sorgo. Alineament mitjangant el programa CLUSTALW. En verd es representa el grau de més conservaci6é de
seqiiencia respecte a MCYL, i en vermell les cisteines.
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Figura R6. Perfil d’hidrofobicitat de Sobic.005g174200.1. Basat en el meétode Kyte & Doolittle
(http://web.expasy.org/cgi-bin/protscale).

Com ja s'ha dit, la funci6 dels polipeptids de sorgo no ha estat determinada, perd la mida
petita, la preséncia del péptid senyal i la preséncia de residus de cisteina conservats dispersos
per tota la seqliéncia recorda molt a les caracteristiques d'altres families de polipéptids petits
amb funcions defensives com els ciclotides, defensines o les proteines BAP (Figura R7)
(Serna et al., 2001; Cordts et al. 2001; Zhang et al,, 2014). Comparant el patré de distribuci6
de cisteines, MCYL s’assembla més als ciclotides del grup Moebius (Figura R7). MCYL conté
sis residus de cisteines distribuides al llarg del domini i un residu de prolina tipic de la familia
de Moebius, pero la separacio entre els residus de cisteines és diferent. Tot aixd suggereix que
MCYL podria representar una nova familia de proteines semblants a les ciclotides present
només al grup dels Andropogoneae.

45



Resultats

MCYL

Zea mays MCYL1
Sorghum bicolor SCYL1
Cyclotides-Moebius
Oldenlandia affinis Kalata
Oldenlandia affinis Kalata
Oldenlandia affinis 0Oak10
Chassalia curviflora chacur
Psychotria braciata psybra
Palicourea tetragona c022
Palicourea tetragona vibi B
Palicourea tetragona paltet
Viola arvensis Varv A

Viola odorata

Cyclotides-Bracelet

Psychotria longipes
Chassalia Parviflora
Viola odorata
Parlicourea condensata

Hybanthus parviflorus Hypa A
Viola hederacea Vhri
Viola hederacea Vhi-1
Hybanthus parviflorus Hyfl A

Viola tricolor
Viola yedoensis

Chassalia discolor CD-1
Viola biflora VibiE
Oldenlandia affinis Kalata
Oldenlandia affinis Kalata
Petunia hybrida Phyb A

Carapichea ipecacuanha caripe
Carapichea ipecacuanha caripe
Carapichea ipecacuanha caripe

Cyclotides-Trypsin Inhibitor

Momocordica cochinchinensis
Momocordica cochinchinensis

Cyclotides-Acyclic

Petunia hybrida Phyb K
Petunia hybrida Phyb M
Defensins

Zea mays ZmES1

Zea mays ZmES2

Zea mays ZmES3

Zea mays ZmES4

Zea mays ZmES6

Zea mays Ec-AMP-D1-like
Zea mays GRMZM2G045378
Zea mays GRMZM2G134660
Zea mays GRMZM2G164478
Zea mays GRMZM2G119475
Zea mays GRMZM2G079962
Zea mays GRMZM2G535409
Zea mays GRMZM2G137883
Zea mays GRMZM2G175165
Zea mays GRMZM2G099353
Zea mays GRMZM2G175101
Zea mays GRMZM2G035049
Zea mays GRMZM2G154235
Zea mays GRMZM2G047842
Zea mays GRMZM2G047699
Zea mays GRMZM2G004354
Zea mays GRMZM2G158400
Zea mays GRMZM2G437040

d

B1
B2

1

Cycloviolacin 014

Cyclopsychotride A
Circulin A
Cycloviolacin 02
Palicourein

Tricyclon A
Cycloviolacin Y1

B18
B8

MCoTI-11
MCoTI-11

(Ac)
(Ac)

LTQSTRLPGHL|
LTQSTRLPGHL]
LTQSTRLPGHL]
LTQSTRLPGHL]
STTMDLLI---
EKDSERFLGA-
TBRQFVKVHPF-
TBRQFVKVHPF
TBRQFVKVHPF
TBREFAKWHPF-
KBFYTTDRVATW.
TBKQFPKWSPL-
1@SYADFRAMF-
PEPAHGGDDER
SBEAGGNR---
PEPVHGRNDER
KEGYTTPIIPF-
KEGYTTPLIPF-
DEWVEDRVDYVV
DBWADTRVI
SBWKDDDHHP 1
PBFHAGTSQYP
LESTTMERLI---|

Basal transfer layer Antimicrobial Peptides

DTG
EK-]

ETPTR]

NAATSRLK|
NTPTE]

FLMAYSEGKVLVSSN
SFLLAKLK]

FLEAKRQGKVEVSA

VEGETEVGGTENTPGETESW-PVET
VEGETEFGGTENTPGESETW-PIET
VEGETEVGGTENTPGETESW-PVET
VEGETEVGGTENTPGETESW-PIET
IBGETRTLGTENTPGETESW-PIET
1BGETRVGGTANTPGETESW-PVET
VEGETEFGGTENTPGETESY-PIET
IBGETRFTGTEANTPGETESY-PVET
PEGETEVGGTENTPGESESW-PVET
ABGESBFKGKEYTPGESESKYPLEA

PEGESEVF1P-ETVTALLGESEKSRV---BY
PEGESEVWIP-J1-SAALGESEKNKV--
PEGESEVWIP-J1-SSAIGESEKSKV---BY
FEGETERV1PVETYSAALGETEDDRSDGLEK
PEAESEVY 1P-ET I TALLGESEKNKV-—-BY
PEAESEVWIP-ETVTALLGESESNKV---BY
SBGESEAMISFEFTEV I 1GESEKNKV---FY
SBGESEVY IP-ETVTALVGETEKDKV---BY
DEGESEFLGT-BY-T-K-GESEGEWK--LEY
DEGETEFLGT-BY-T-P-GESECNYG--FEY
FEGESBYVIP-B1-SYLVGESEDTIEK-VEK
PEAESEVWIP-EBTVTAL I GEGESNKV---BY
PEAESEV- 1P-B1-S-L-GESESNQV---BY
NBGETELLGT-BY-T-T-GETENKYR--VET
GEGESEVWIP-FVSA-AIGESESNKI---FY
PEGESBVF 1P-1ST-VIGESEKDKV--
PEGESBVF I1R-BT I TALLGESESNNV---BY
IBTGTEFRNP-L-S-R-RETERHY 1---@Y

VEPK1LQRERRDSDEPGAR IBRGNGYIG
VEPK 1 LKKERRDSDEPGAR 1 BRGNGYRG

DEGEPEVY 1PET I TALLGESELNKVEV
SBAESBVWIPESATSL 1GESBVNSREI

VRSDY
VRSDY

1GBRAEGKGYTGG--R
AIGBRAEGKGYTGG--R
VRSDY------BAIGBRAEGKGYTGG--R
VRSDY AIGBRAEGKGYTGG--R
GGAIPGAVNQABDDTBRNKG--YTGGG-F|
NVERGEG--FSGG--R
FKAM-BKAN--BA I EGKFSDGSYVKDY-
BKAN--BAIEGKFSDGSYVKDY-
AN--BA1EGKFSDGSYVKDY-
FSAM-BKAN-

KAS--@F 1EGKFSDGYYVKGH-

KNWM-BKSQ--BWFQSQL I TPPNVVKEHRBIKGG 1 YGL -~

THVPGEN 1 SR-BRSQBKQWGYANPY IN--BWNTPPNTELDTEBBFSNAAR
HAFPGEDS I L-@WAEBDRL GYSNPKPR--BLYPKPNHDGDESEE
THVPGT I SR-BLSQBKQWGYANPV IN--BWNTPPNTVLDT]

KAWM-BKAE--BWTEAKLTGGKVTQYK--
KAWM-BKAE - -@WTEAKL TGGKVTQQK-
BVRTGRERS 1 --BREHSYVDG
TKTHNERDDT-BAGRGMPDG
LPED-VAT--BRDHGHADG--
TTDG-BRRL--BEHQHHRSDKAY - -
GGASRGDVNRAIDET.RSKGYTGGGF———

G
G

b

LISPIPLDGILEBYBVKP-|
LISPIPLDGILEBYBVKP-|
LISPIPLDGILEBYBVKP-|
LISPITLDGILEBYBVKP-|

NMK 1QR

Zea mays  BAP-la LEYLRAL--EYBEARTRQEYDD I KKELEHER
Zea mays  BAP-1b LEYLKAL--EYBEERTKQEYDD I KKELEHEH
Zea mays  BAP-2 PBYLDSGLNEYVERKTNKEYKSLVLBVASEQ
Zea mays  BAP-3b LEFLDPRTLWY 1K1 TYRLFRTLKD@ELEFEH
Zea mays  BAP-3a LEFEDIKTLWY IBRTTYHLYRTLKDELSH

Figura R7. Comparacié de seqliencies de péptids petits rics en cisteines de plantes.
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1.3- Un membre de la familia MAP65 de proteines associades a microtibuls

1.3.1- Analisi funcional del cDNA MMH3

El cDNA MMH3 conté un insert que correspon al gen GRMZM2G030284 que codifica una
proteina pertanyent a la familia de proteines de plantes associades a microtibuls MAP65 que
s6n homologues a ASE1 de llevat i PRC1 de mamifers. Hi han onze gens al genoma de blat de
moro que codifiquen proteines d'aquesta familia (Taula R2), deu al d'arros, nou al
d'Arabidopsis i en el genoma huma n'hi han set gens.

Taula R2. Gens relacionats amb GRMZM2G030284 en blat de moro i d'altres especies.

Gen ID Definicié (si és coneguda)

Zea_mays_1 GRMZM2G030284 Microtubule associated protein (MAP65/ASE1 family)
Zea_mays_2 GRMZM2G106028 Microtubule associated protein (MAP65/ASE1 family)
Zea_mays_3 GRMZM2G101874 Microtubule associated protein (MAP65/ASE1 family)
Zea_mays_4 GRMZM2G465169 Microtubule associated protein (MAP65/ASE1 family)
Zea_mays_5 GRMZM2G027187 Microtubule associated protein (MAP65/ASE1 family)
Zea_mays_6 GRMZM2G100714 Microtubule associated protein (MAP65/ASE1 family)
Zea_mays_7 GRMZM2G099827 Microtubule associated protein (MAP65/ASE1 family)
Zea_mays_8 GRMZM2G141208 Microtubule associated protein (MAP65/ASE1 family)
Zea_mays_9 GRMZM2G114841 Microtubule associated protein (MAP65/ASE1 family)
Zea_mays_10 GRMZM2G359929 Microtubule associated protein (MAP65 /ASE1 family)
Zea_mays_11 GRMZM2G121649 Microtubule associated protein (MAP65 /ASE1 family)

Oryza_sativa_1
Oryza_sativa_2
Oryza_sativa_3
Oryza_sativa_4
Oryza_sativa_5
Oryza_sativa_6
Oryza_sativa_7
Oryza_sativa_8
Oryza_sativa_9
Oryza_sativa_10

LOC_0s01g49200
LOC_0s02g03400
LOC_0s05g47970
LOC_0s02g48830
LOC_0s06g40840
LOC_0s06g20370
LOC_0s08g41890
LOC_0s03g13460
LOC_0s05g33890
LOC_0s09g27700

Microtubule associated protein
Microtubule associated protein
Microtubule associated protein
Microtubule associated protein
Microtubule associated protein
Microtubule associated protein
Microtubule associated protein
Microtubule associated protein
Microtubule associated protein
Microtubule associated protein

Arabidopsis_thaliana_1 AT5G55230 MAP65-1
Arabidopsis_thaliana_2 AT4G26760 MAPG65-2
Arabidopsis_thaliana_3 AT5G51600 MAP65-3
Arabidopsis_thaliana_4 AT3G60840 MAP65-4
Arabidopsis_thaliana_5 AT2G38720 MAP65-5
Arabidopsis_thaliana_6 AT2G01910 MAP65-6
Arabidopsis_thaliana_7 AT1G14690 MAP65-7
Arabidopsis_thaliana_8 AT1G27920 MAPG65-8
Arabidopsis_thaliana_9 AT5G62250 MAP65-9
Homo_sapiens_1 NP_003972.1 protein regulator of cytokinesis 1 isoform 1
Homo_sapiens_2 NP_955445.1 protein regulator of cytokinesis 1 isoform 2

Homo_sapiens_3

NP_001254509.1

protein regulator of cytokinesis 1 isoform 4

Homo_sapiens_4

XP_005255043.1

protein regulator of cytokinesis 1 isoform X1

Homo_sapiens_5

XP_005255044.1

protein regulator of cytokinesis 1 isoform X2

Homo_sapiens_6

XP_006720822.1

protein regulator of cytokinesis 1 isoform X3

Homo_sapiens_7

XP_006720823.1

protein regulator of cytokinesis 1 isoform X4

L’analisi filogenética d'aquestes seqiiencies mostra que s'agrupen en tres families amb dos
subgrups cadascuna d'elles (Figura R8). Hi han més gens en monocotiledonies que en
Arabidopsis, de manera que el subgrup 1b esta constituit només per blat de moro i arros.
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Zea mays 1
E Zea mays 2
Oryza sativa 1

Oryza sativa 3

Arabidopsis thaliana 3
Arabidopsis thaliana 9
Arabidopsis thaliana 4

Zea mays 5
Zea mays 7
Oryza sativa 2

Oryza sativa 8

Figura R8. Arbre
filogenetic dels
gens homolegs al

gen de blat de
Oryza sativa 10 — a GRMZM2G03028
Arabidopsis thaliana 6 - 2 4 blatd
Arabidopsis thaliana 7 enblatde
Zea mays 10 moro, arros,
Zea mays 9 - Arabidopis i
Oryza sativa 7 - b humans. Per a la
Arabidopsis thaliana 8 .z
— construccio de
Zea mays 3 , ,
I'arbre s'ha
| Zea mays 4
Oryza sativa 6 emprat el
Oryza sativa 4 — a metode
 E— Arabidopsis thaliana 1 - 3 neighbor-joining.
l—A:ab':dopsis thaliana 2 Els codis de les

Oryza sativa 5

= sequencies

Zea mays 8
4‘—|:Dryza sativa 9 - b
Arabidopsis thaliana 5 J

Homo sapiens 1

correspones a la
Taula R2.

Homo sapiens 2
Homo sapiens 6

Homo sapiens 4

Homo sapiens 7
IiHomo sapiens 3

Homo sapiens 5

1.3.2- Patro d'expressio

La analisi northern amb la sonda MMH3 va donar un maxim de senyal a 'embri6 de 20 DAP i
un senyal més feble a I'embrié de 10 DAP i a la llavor sencera no pol-linitzada (Figura R9). No
es va detectar senyal als embrions de 30 o 50 DAP, a llavors de 10 o més DAP, ni a
I'endosperma de 10 DAP.

Els resultats de I'analisi per northern-blot es van confirmar amb una RT-PCR quantitativa a
temps real (qQRT-PCR) (Figura R10). La quantificaci6 de l'expressi6 génica es va fer de forma
relativa i com a gen housekeeping es va triar la ubiquitina. El valor maxim d'expressi6 es va
trobar a embrions de 13 DAP, amb una expressi6 molt més baixa als embrions de 10 DAP
(Figura R10). També s'observa expressié baixa a llavors no pol-linitzades, confirmant-se

basicament els resultats de I’analisi per northern-blot.
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ND10 E10 E20 E30 E50 KO K10 K20 K30 K50
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Figura R9. Analisi de 1'expressié del gen GRMZM2G030284 durant l'embriogénesi a les llavors. El RNA de
I'endosperma es va analitzar als 10 DAP (ND10). E1 RNA de I'embri6 als 10 DAP (E10), 20 DAP (E20), 30 DAP
(E30) i 50 DAP (E50). El RNA del gra sencer es va analitzar abans de ser pol-linitzat (K0), 10 DAP (K10), 20 DAP
(K20), 30 DAP (K30) i 50 DAP (K50). A la part de sota es mostren els RNA ribosomals tenyits amb bromidi d'etidi
com a controls interns de carrega.
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Figura R10. Analisi d’expressié del gen GRMZM2G030284 per qRT-PCR. Valors d’expressié de les diferents
mostres: ND, endosperma; E, embrio; K, llavor. El nimero correspon als dies després de la pol-linitzacié (DAP).

Les hibridacions in situ (Figura R11) van demostrar que l'expressié a les llavors no
pol-linitzades es centra al sac embrionari, l'expressi6 en posteriors estadis de
desenvolupament a I'embri6 es centra a la plimula.
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Sentit Antisentit

KO

£ N

E30

Figura R11. Hibridacions in situ de GRMZM2G030284 emprant sondes sentit i antisentit de talls transversals de
llavors sense pol-linitzar (K0), i embrions de 30 DAP (E30). Les fletxes assenyalen el sac embrionari i la plumula.
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2- CARACTERITZACIO DE LA PROTEINA LICC1

El cDNA MIH1 correspon al gen GRMZM2G098797 que codifica una proteina de funcié
desconeguda de 245 aminoacids que presenta uns dominis proteics conservats i una
distribuci6 filogenetica a tots els Eucariotes que la van fer interessant per al seu estudi més
detallat.

2.1- Preséncia dels dominis LisH-CTLH-CRA a les proteines de plantes

L’analisi de la seqliéncia d’aminoacids de LICC1 va permetre identificar una serie de dominis
proteics préviament caracteritzats: LisH, CTLH i CRA. La funcié d’aquests tres dominis esta
relacionada amb interaccions entre proteines, particularment microtibuls (Tomastikova et al
2012, Kobayashi et al. 2007). Degut a la presencia d’aquests dominis hem anomenat LICC1
(LisH-CTLH-CRA) la proteina codificada pel gen GRMZM2G098797.

2.1.1.- Gens que contenen dominis LisH-CTLH-CRA en blat de moro

Una recerca exhaustiva de tots els gens continguts en el genoma del blat de moro
(http://www.phytozome.net/maize.php) que codifiquin proteines amb algun d’aquests
dominis (LisH, CHTL, CRA) ha permes identificar vint-i-tres gens. D'acord amb els dominis
que contenen, les proteines es poden classificar en onze grups (Taula R3). La majoria de les
proteines trobades estan classificades com de funcié desconeguda tot i que unes poques sén
descrites com a reguladors de la transcripcié o bé s'han anotat en funcié de la seva homologia
amb proteines de llevat o humanes.

En el grup I s’inclouen, junt a LICC1, altres dues proteines amb els mateixos dominis:
GRMZM2G096877 i GRMZM2G085602. Quatre proteines contenen els tres dominis (LisH-
CTHL-CRA) i un altre domini addicional. Dues d'elles tenen el domini RING C-terminal (grup
I1) i altres dues contenen un domini SPRY N-terminal (grup III). Aquestes sén totes les
proteines que contenen el domini CRA. Es a dir, aquest domini només es troba en presencia
de LisH i CTLH. En canvi existeixen proteines amb només LisH o bé només CTLH, o ambdds,
sols o amb altres dominis addicionals (repeticions WD40, dominis transmembrana o domini
REQ).

El patré d’expressio dels gens identificats es va obtenir a partir de la base de dades qTELLER
d’experiments de RNA-seq per a blat de moro (qTELLER, http://qteller.com) (Figura R12).
Els patrons d’expressié obtinguts s6n molt variables, sense patrons especifics per als gens
d’'un grup determinat. Els gens del grup I (dominis LisH-CTLH-CRA) mostren, en general,
expressio en totes les parts de la planta pero mentre LICC1 té una major acumulacié de
mRNA en anteres, panotxes i llavors immadures de 10 DAP, GRMZM2G085602 presenta una
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maxima expressié en pistils i llavors 10 DAP, i GRMZM2G096877 un maxim en embrions
d’entre 14 i 25 DAP. A la resta de grups els patrons d’expressi6 son variables, pero en general
s’observa expressié en molts teixits, en ocasions amb un maxim en alguns en concret. Per
exemple, grup Il LisH-CTLH-CRA-RING)
GRMZM2G177026 es déna a 'endosperma de 25 DAP, pero aixd no passa amb l'altre gen del
grup (GRMZM2G449083). En el grup IV (LisH-CTLH-repeticions WD40) hi ha una maxima
expressio a la panotxa per a dos dels gens (GRMZM2G030422 i GRMZM2G042992), pero no
per a la resta.

en el (dominis la major expressio de

Taula R3. Gens de blat de moro que contenen tots o alguns dels dominis LisH-CTLH-CRA. Els dominis s'han

identificat mitjancant el programa SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/).

Grup Dominis Esquema D Definicié
GRMZM2G098797 Hypothetical protein (LICC1)
feH- _ i — - -
I LisH-CTLH (o) crunlbsgiEra GRMZM2G096877 Glucose-induced degradation protein 8
CRA ¥ homolog
GRMZM2G085602 Uncharacterized protein
: i GRMZM2G449083 Uncharacterized protein
LisH-CTLH- / ~ p
11 .L" CTLH <{CRA |- <iin Similar to macrophage erythroblast
CRA-RING | GRMZM2G177026
b attacher
SPRY-LisH- 8 j GRMZM5G886785 Ran binding protein 9 related
11 G““" Jm i"> L @ - SPRY-domain family protein isoform 1,
CTLH-CRA . W GRMZM2G082642 ran-binding protein 9
GRMZM2G030422 Uncharacterized protein
= ) ) GRMZM2G316967 Uncharacterized protein
W LisH-CTLH- ar. A _i.) |>i~).[>i>l> i>i>l) b GRMZM2G042992 Ramosa 1 enhancer locus 2-like
WD40 repeats ¥ ’) 44444, ” ry) ’) " GRMZM2G111247 Uncharacterized protein
y ‘ GRMZM2G061186 Uncharacterized protein
GRMZM2G037683 Uncharacterized protein
GRMZM2G079013 Transcriptional corepressor LEUNIG
LisH-WD40 [ b bk b b GRMZM2G361398 Uncharacterized protein
v repeats T - —PVPy ’,')}')',' 4 GRMZM2G097640 | Uncharacterized protein
GRMZM2G036169 Transcriptional corepressor LEUNIG
I
VI LisH-CTLH &/ GRMZM2G116506 Uncharacterized protein
VIl LisH ‘<"" -— GRMZM5G869422 Uncharacterized protein
VIII CTLH cTLH GRMZM2G427790 Uncharacterized protein
X CTLH-CTLH _—i -l GRMZM2G152853 Uncharacterized protein
X TM-CTLH II CTLH GRMZM2G141725 Uncharacterized protein
XI CTLH-REC — CTUH (= B GRMZM2G418575 Uncharacterized protein

L CTLH =@ CRA ARING]

‘.>, domini LisH , domini CTLH Q, domini CRA <], domini RING: RING-finger és un tipus de Zn-finger de
40 a 60 residus que s’uneix a dos atoms de Zn i probablement esta involucrat en interaccions proteina-proteina
com en diversos processos biologics com és el cas de E3 ubiquitin protein d’activitat ligasa on la seva funci6 és

determinar el substrat especific per a 'ubiquitilacié. éa, domini SPRY: és un domini de funcié desconeguda que

b
és homoleg distant del domini butyrophilin/marenostrin/pyrin. F>, repetici6 WD40: WD40 sén motius de

quaranta aminoacids que generalment acaben en el dipeptid tripsina i asparagina (W-D), repetits normalment
entre set i vuit vegades, d'estructura en 8 hélix. Repeticions de WD40 actuen com interaccié de proteina-proteina,
com scaffolding i mediadors de la interacci6 transitoria entre altres proteines. En Arabidopsis aquest motiu fa

funcions de regulador en alguns processos especifics de desenvolupament. I, regié transmembrana |, domini
REC: és un domini receptor de senyal present en bacteris (CheY, OmpR, NtrC i PhoB), i Eucariotes (ETR1,
Arabidopsis thaliana).
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Figura R12- Patr6 d’expressié dels gens de blat de moro amb dominis LisH, CTLH o CRA segons les dades

d’estudis de RNA-seq en la base qTELLER per a blat de moro (http://qteller.com). El color intens representa una
major acumulacié de mRNA. Els grups de gens corresponen als definits a la Taula R3.
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2.1.2.- Gens que contenen alguns dels dominis LisH-CTLH-CRA en arros

Es va repetir l'anterior estudi amb el genoma d'arrds (Taula R4). En aquest cas s’han
identificat divuit gens repartits en només sis grups, segons la combinaci6 dels diferents
dominis trobats. També en aquest cas la majoria soén proteines de funcié desconeguda. Com al
blat de moro, el grup I (LisH-CTLH-CRA) conté tres gens, mentre que els grups II i III
contenen un gen cadascun a arros en lloc dels dos presents en blat de moro. També en aquest
cas el domini CRA nomes es presenta juntament amb els altres dos dominis LisH i CTLH. Els
grups IV i V també estan representats al genoma d'arros tot i que amb un nombre diferent de
gens. No és aixi amb la resta dels grups de gens que, o estan només al blat de moro o només a
I'arrods. Aixd fa pensar que alguns puguin ser pseudogens, tot i que no es pot descartar que

siguin errors d'anotacié.

L’expressid dels gens identificats es va estudiar segons dades de RNA-seq a la base de dades
qTELLER per a arros (http://qteller.com) (Figura R13). A I'igual que passa amb el blat de
moro, els patrons d’expressié sén molt variables. Destaquen el gen LOC_0s02g35070 del grup
III, amb una expressié alta a I'endosperma de 25 DAP i a la llavor de 10 DAP, i el gen
LOC_0s03g14980, amb una expressio alta a les plantules de catorze dies després de la
germinacio. Els tres gens del grup I tenen una expressioé baixa en tots els drgans estudiats.
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Taula R4. Proteines d’arrds que contenen tots o alguns dels dominis LisH-CTLH-CRA. Els simbols sén els mateixos

que en Taula R3.
Grup D Esq ID Definicié
LOC_0s03g13220 Ran binding protein 9-related
. ’ LOC_0s01g56820 Ran binding protein 9-related
. LisH-CTLH y AN =
-CRA r LOC_ 0505206760 Macrophage erythroblast attacher-
’ -0sUo8 related
. A Sporulation protein Rmd5-related
11 EEXEE‘(? L CTLH <=l CRA r\'ﬁ LOC_0s06g38940 (Glucose-induced sporulation
: ) protein 2)
11 Z?EE_}'&S{X '.@’ :9 CTLH -=CRA |- LOC_0s02g35070 SPRY-domain containing protein
LOC 0501021940 WD domain, G-beta repeat domain
- 8 containing protein
WD domain, repeat domain
LOC_0502g19210 containing protein
o o Lissencephaly type-1-like homology
v LisH-CTLH- B N E)!}L)E}!}!} - .‘.)!)!} !} - LOC.0503¢14980 motif
WD40 v yrvryrrypy rry ¥ LOC_0s08g06480 Lissencephaly type-1-like homology
- motif
LOC 0501215020 Lissencephaly type-1-like homology
- 8 motif
LOC 007922220 putative WD-40 repeat protein
- 8 family
LOC_0s02g56880 transcriptional corepressor LEUNIG
LOC_0s01g08190 transcriptional corepressor LEUNIG
_ ;} b e s b ! b b LOC_0s01g42260 transcriptional corepressor LEUNIG
v LisH-WD40 Y’ 4 '>'>')' ’)’> LOC_0s04g43130 transcriptional corepressor LEUNIG
LOC_0s01g42270 transcriptional corepressor LEUNIG
LOC_0s03g64300 THIOI_\I30 - Plant thionin family
protein precursor
IX CTLH-CTLH S CTLH i CTLH LOC_0s10g24070 Ran binding protein 9-related
T
0.0 180.0
g =%
o
c (1] o
g s 8|8 2
w o~
@ o T <+ O
e [« ] 1] £ -— o
e |8 8 9 |l « . .
o E|8 2 g 2|2 o Figura R13.- Patré
[T} 5 ° .z
s 218 8 € 8|% 218 =® d’expressié dels gens
c o (1) (1] IS c Q ) = [=] ) .
< Wjo o W wiljn J]n o d’arros amb els
| tgg—ggg?gégggg dominis LisH, CTLH i
OC 0s05q067 CRA segons les dades
1] 0 .
m - H ‘88 85222284 0 dels estudis de RNA-
LOC_Os01g21940| seq en la base
LOC_0Os02g198210 .
- TELLER per rr
Y, - h LOC_Os03g14980 | 9 per a arros
LOC_Os08g06480 | (http://qteller.com). El
LOC _0s01g15020 .
LOC 0907922220 color intens representa
tgg_gsgfggg?gg una major acumulaci6
S
V LOC_OSO1g42260 de mRNA. Els grups de
Il:gg_gsg?giggg gens corresponen als
S .
Lmﬁm definits en la Taula R4.
X LOC Os10024070
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2.1.3.- Gens que contenen alguns dels dominis LisH-CTLH-CRA en Arabidopsis thaliana

Finalment es va procedir a la identificacié dels gens d'Arabidopsis thaliana que codifiquen
proteines amb al menys un dels dominis LisH, CTLH i CRA (Taula R5). S'han trobat trenta-
dos gens classificats en onze grups segons els dominis proteics trobats. La majoria tenen una
funcié no determinada perd alguns sén reguladors de la transcripcid. La majoria dels grups,
per0 no tots, coincideixen amb els observats en blat de moro, perd el nombre de gens per
grup és variable. El grup I a Arabidopsis conté cinc gens dels quals es desconeixen les seves
funcions tot i que estan anotats per homologia amb una proteina humana. També en aquest
cas el domini CRA només s’observa en presencia de LisH i CTLH.

Taula R5. Gens d’Arabidopsis thaliana que contenen tots o alguns dels dominis LisH-CTLH-CRA.

Grup |D E 1D Definicio
AT4G09300 LisH and RanBPM domain-containing protein
LisH- F AT1G11110 LisH and RanBPM domain-containing protein
I CTLH- -';im- CTLH-<@ CRA AT1G61150 L¥sH and RanBPM doma¥n-conta¥n¥ng prote¥n
CRA 'q AT1G06060 LisH and RanBPM domain-containing protein
At3g55070 LlsH/FIRA/RING»U-box domains-containing
protein
Glucose-induced degradation protein
LisH- F AT2G22690 2/Predicted E3 ubiquitin ligase
1 CTLH- L CTLH ~<liCRA o At4g37880 LlsH/_CRA/RlNG-U-box domains-containing
CRA- A protein
RING At5809630 LlsH/_CRA/RING-U-box domains-containing
protein
AT4G09340 SPla/RYanodlne .receptor (SPRY) domain-
containing protein
AT1G35470 SPla/l_ZYanodme .receptor (SPRY) domain-
SPRY- i containing protein
" LisH- 8 sprY |m _L CTLH==@CRA |m At4g09200 SPla/l_U{anodine .receptor (SPRY) domain-
CTLH- ) containing protein
CRA AT4G09310 SPla/RYanodlne .receptor (SPRY) domain-
containing protein
At4g09340 SPla/BYanodlne .receptor (SPRY) domain-
containing protein
AT3G15880 Tople_ss-related 4, TPR4, WSIP2, WUS-interacting
protein 2
. AT1G15750 Topless, TPL, WSIP1, WUS-interacting protein 1
El;fl}{ " AR T AT1G80490 | Topless-related 1, TPR1
Vo ‘Lﬁ“" a4 F)p;););) - %>F>;> F> - AT3G16830 | Topless-related 2, TPR2
repeats ! ! AT5G27030 Topless-related 3, TPR3
P AT5G08560 | Transducin
AT5G43920 Transducin
AT1G73720 SMU1, supressors of MEC-8 and UNC-52 1
At2832700 11\‘/[611;]\]:11% homolog LUH, Mucilage-modified 1
LisH-
v |wpso Q - - - !.)1!»!.)!)!).‘.)!) At4g32551 | LEUNIG, LUG, RONZ, ROTUNDA 2
repeats u dddddd. AT5G67320 Osmotically responsive gene 15, HOS15
AT4G31160 DCAF1, DDB1-CUL4 ASSOCIATED FACTOR 1
j AT3G55000 TON1, TON1A, TONNEAU 1, TONNEAU 1A
i e -—
Vit | LisH 3 AT3G55005 | TON1B, TONNEAU 1B
CTLH- . B
IX CTLH — CTLH = CTLH At5g66810 Uncharacterized protein
LisH- . ) }
CTLH- " B\ b N I ) ) )
X1 . Lan] CTLH L] CTLH = = = AT2G25420 transducin family protein
LisH- \',f 1 '> ’>’> ’> P
CTLH )
= § . .
Xill SPRY- a &RY ) AT4G09250 SPla/l_U{anodme .receptor (SPRY) domain
LisH e ] containing protein
XIv LisH- / . AT5G57120 Uncharacterized protein
SRP40 l‘w —— — { p:
LisH- a . .
Xv LisH- l,) - i) i scor = AT5G16210 Uncharacterized protein
SCop ) - '

Els simbols sén els mateixos que en la Taula R3, amb I'excepcié de:

RP40_C

, domini SRP40_C: domini trobat a l'extrem C-terminal de la proteina SRP40 de S. cerevisiae, una xaperona

involucrada en el transport nucleocitoplasmatic. =, domini SCOP: possible domini de funcié desconeguda.
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2.1.4.-Analisi filogenetica de les proteines LICC (LisH-CTLH-CRA)

A continuacié es va fer una recerca de proteines semblants a LICC1 en altres especies

representatives amb els genomes completament seqlienciats de plantes (Phytozome), fongs

(Mycocosm) i altres Eucariotes (GeneBank). No es van trobar gens que codifiquessin

proteines semblants en Procariotes. La presencia dels tres dominis es va confirmar amb I’eina

SMART. Es van identificar setenta-dues seqiiéncies corresponents a vint-i-set especies de

Viridiplantae, fongs, animals, Alveolata i Amoebozoa (Taula R6). El nombre de gens per

espécie varia entre un i set, sent, en general, més gran en plantes que en els altres grups.

Taula R6- Gens que codifiquen proteines LICC1 en diferents espécies. N-(aa): nombre d’aminoacids des de I'inici

de la proteina a 'inici del domini LisH; -C(aa): nombre d’aminoacis des del final del domini CRA fins al final de la

proteina
Gen Tipus aa N- -C Codi d’acces Definicié Gru Subgru;
p (aa) | (aa) p grup
Arabidopsis thaliana 1 la 277 70 21 At1g11110 l;;l:(];{te?:d RanBPM domain-containing Viridiplantae Eudicotyledons
Arabidopsis thaliana 2 la 243 39 16 At1g61150 AtRamBP-binding Viridiplantae Eudicotyledons
Arabidopsis thaliana 3 la 224 22 18 At4g09300 ];)l:g[e?:d RanBPM domain-containing Viridiplantae Eudicotyledons
Arabidopsis thaliana 4 b | 213 | 11 14 At1g06060 I;rsc:{tei:d RanBPM domains containing | v, ;qisantae | Eudicotyledons
Arabidopsis thaliana 5 2 418 140 89 At3g55070 LISH/(.:R.A/RING-.U-bOX domains- Viridiplantae Eudicotyledons
containing protein
Glycine max 1 1a | 226 | 22 | 16 | xp.003543074 | Glucose-induced degradationprotein8 | yiyiiantae | Eudicotyledons
homolog isoform X1
Glycine max 2 1b 215 13 13 XP_001236297.1 Uncharacterized protein Viridiplantae Eudicotyledons
Glycine max 3 1b 215 13 14 XP_003527884.1 Uncharacterized protein Viridiplantae Eudicotyledons
Glycine max 4 b | 215 | 13 13 | XP.0035442811 | Glucose-induced degradationprotein8 | yinginionae | Eudicotyledons
homolog isoform X1
Glycine max 5 1b 215 13 13 XP_001236297.1 Uncharacterized protein Viridiplantae Eudicotyledons
Glycine max 6 2 436 161 89 XP 003536784.1 Macrophage erythroblast attacher Viridiplantae Eudicotyledons
Populus trichocarpa 1 la 242 38 16 XP_002316637.2 Uncharacterized protein Viridiplantae Eudicotyledons
Populus trichocarpa 2 la 226 22 16 XP_002305675.1 Uncharacterized protein Viridiplantae Eudicotyledons
Populus trichocarpa 3 1b 215 13 14 XP_002306895.1 RanBPM-related family protein Viridiplantae Eudicotyledons
Populus trichocarpa 4 1b 215 13 14 XP_002302009.1 RanBPM-related family protein Viridiplantae Eudicotyledons
Populus trichocarpa 5 2 412 137 89 XP_002311128.1 Uncharacterized protein Viridiplantae Eudicotyledons
Oryza sativa 1 la 246 42 16 0s03g13220.1 Uncharacterized protein Viridiplantae Liliopsida
Oryza sativa 2 1b 216 14 14 0s01g56820.1 Uncharacterized protein Viridiplantae Liliopsida
Oryza sativa 3 2 | 406 | 131 | 89 050506760 ’:[;:Igghage erythroblast  attacher- |y 4ipantae | Liliopsida
Zea mays 1 la 226 22 16 GRMZM2G098797 Uncharacterized protein Viridiplantae Liliopsida
Zea mays 2 la | 245 | 41 | 16 | GRMZM2G096877 il‘:‘r‘;“"fli:g‘“d“”d degradation protein 8 | vy jqisiantae | Liliopsida
Zea mays 3 1b 215 13 14 GRMZM2G085602 Uncharacterized protein Viridiplantae Liliopsida
Picea sitchensis 1 1a 261 57 16 ABK23060.1 Uncharacterized protein Viridiplantae Acrogymnospermae
Picea sitchensis 2 1b 209 7 14 ABK23979.1 Uncharacterized protein Viridiplantae Acrogymnospermae
Picea sitchensis 3 2 406 131 89 ABR16457.1 Uncharacterized protein Viridiplantae Acrogymnospermae
iemg‘“e“a moellendorffii 1a | 230 | 26 16 | XP_002962197.1 | Uncharacterized protein Viridiplantae | Lycopodiidae
;elagmella moellendorffii 1b 210 8 14 XP_002968915.1 Uncharacterized protein Viridiplantae Lycopodiidae
gelagme“a moellendorffii 2 410 | 136 | 88 | XP_002968172.1 | Uncharacterized protein Viridiplantae | Lycopodiidae
i"lag‘“e“a moellendorffii 2 | 398 | 123 | 89 | XP.002971744.1 | Uncharacterized protein Viridiplantae | Lycopodiidae
Physcomitrella patens 1 la 233 26 16 XP_001758468.1 Uncharacterized protein Viridiplantae Bryophyta
Physcomitrella patens 2 la 233 26 16 XP_001783856.1 Uncharacterized protein Viridiplantae Bryophyta
Physcomitrella patens 3 1a 230 23 16 XP_001779937.1 Uncharacterized protein Viridiplantae Bryophyta
Physcomitrella patens 4 la 230 21 16 XP_001758468.1 Uncharacterized protein Viridiplantae Bryophyta
Physcomitrella patens 5 1b 216 13 14 XP_001776447.1 Uncharacterized protein Viridiplantae Bryophyta
Physcomitrella patens 6 1b 216 13 14 XP_001756780.1 Uncharacterized protein Viridiplantae Bryophyta
Physcomitrella patens 7 2 414 139 89 XP_001780731.1 Uncharacterized protein Viridiplantae Bryophyta
Cl{lamydojnonas la 232 26 18 XP_001690032.1 Uncharacterized protein Viridiplantae Chlorophyta
reinhardtii 1
Chlamydomonas 2 387 | 140 | 56 | XP_001695737.1 | Uncharacterized protein Viridiplantae | Chlorophyta
reinhardtii 2
Chlorella variabilis 1 la 244 26 19 XP_005845500.1 Uncharacterized protein Viridiplantae Chlorophyta
Chlorella variabilis 2 2 381 106 89 XP_005847260.1 Uncharacterized protein Viridiplantae Chlorophyta
Magnaporthe oryzae 1 la 306 81 33 XP_003719692.1 CTLH domain-containing protein Fungi Ascomycota
Magnaporthe oryzae 2 2 410 124 97 XP_003714651.1 Uncharacterized protein Fungi Ascomycota
Penicillium rubens 1 la 266 29 42 XP_002564929.1 Uncharacterized protein Fungi Ascomycota
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Penicillium rubens 2 2 406 125 92 XP_002562638.1 Uncharacterized protein Fungi Ascomycota
Saccharomyces cerevisiae 1 455 84 128 EGA57300.1 Glucosg-mduced degradation complex Fungi Ascomycota
1 subunit GID8
Ezl::lzboesiccharomyces la 240 31 11 XP_594645.1 Uncharacterized protein Fungi Ascomycota
lS)f)l:;zboes;ccharomyces 2 404 115 103 XP_595162.1 Ubiquitin ligase complex subunit Fungi Ascomycota
(1Iryptococcus neoformans la 259 21 24 XP_012048293.1 Uncharacterized protein Fungi Ascomycota
Cryptococcus neoformans 2 505 164 154 AFR92317.2 ligi?;?ihfge erythroblast  attacher Fungi Basidiomycota
Puccinia graminis 1 la 265 21 42 XP 003320385.2 Uncharacterized protein Fungi Basidiomycota
Puccinia graminis 2 2 484 136 162 XP 003328144.2 Uncharacterized protein Fungi Basidiomycota
Phytophthora infestans 1 la 241 44 9 XP 002896982.1 Uncharacterized protein Fungi Oomycetes

. Glucose-induced degradation protein 8 .
Homo sapiens 1 la 228 24 16 XP 060366.1 homolog (TWA1) Metazoa Mammalia
Homo sapiens 2 2 |39 | 120 | 90 | xpoo1284362.1 ’:ig‘;s}hgge erythroblast — attacher | 0, Mammalia
Rattus norvegicus 1 la 228 24 16 XP_942038.1 i?;ﬁﬁ;nduce‘i degradation protein 8 Metazoa Mammalia
Rattus norvegicus 2 2 396 120 90 XP_001008320.2 Macrophage erythroblast attacher Metazoa Mammalia
Alligator sinensis 1 la | 228 | 24 16 | XP_006021697.1 il;‘;‘(’f;;“d“ce‘i degradation protein8 | ../ Sauria
Alligator sinensis 2 2 | 388 | 74 | 90 | xpoos03g729.1 | Macrophage erythroblast attacher | o0, Sauria

isoform X2

Gallus gallus 1 1a | 228 | 24 | 16 | NP001007872.1 fll;‘;‘;slz'g'“d“ed degradation protein8 | ;o000 Sauria
Gallus gallus 2 2 396 120 90 NP 001012622.1 Macrophage erythroblast attacher Metazoa Sauria
Xenopus laevis 1 la 228 24 16 NP 001090234.1 Uncharacterized protein Metazoa Amphibia
Xenopus laevis 2 2 396 120 90 NP 001085357.2 Macrophage erythroblast attacher Metazoa Amphibia
Drosophila melanogaster 1 la 225 24 15 NP 573315.1 Uncharacterized protein Metazoa Arthropoda
Drosophila melanogaster 2 la 237 19 24 NP 611211.3 Uncharacterized protein Metazoa Arthropoda
Drosophila melanogaster 3 2 394 119 89 NP 733044.1 Uncharacterized protein Metazoa Arthropoda
Anopheles gambiae 1 la 228 24 15 XP_309141.2 Uncharacterized protein Metazoa Arthropoda
Anopheles gambiae 2 2 394 119 89 XP_313610.2 Uncharacterized protein Metazoa Arthropoda
Paramecium tetraurelia 1 la 220 22 15 XP 001449478.1 Uncharacterized protein Alveolata Ciliophora
Paramecium tetraurelia 2 la 220 22 15 XP 001452374.1 Uncharacterized protein Alveolata Ciliophora
Toxoplasma gondii 1 2 468 87 192 XP 002364680.1 Uncharacterized protein Alveolata Apicomplexa
?Ca"tham"eba castellanil b | 229 | 15 | 24 | XP004336902.1 | RanBPMrelated Amoebozoa | Discosea
‘;mmham‘)eba castellanii 2 423 | 141 | 92 XP 004339250.1 | Hypothetical protein Amoebozoa Discosea
ll)lctyostellum purpureum la 220 20 12 XP 003284114.1 Uncharacterized protein Amoebozoa Mycetozoa
Dictyostelium purpureum 2 391 116 89 XP 003287656.1 Uncharacterized protein Amoebozoa Mycetozoa

2
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87 Zea mays 1 (LICC1)

Zea mays 2

Oryza sativa 1

Populus trichocarpa 2

Populus trichocarpa 1

Glycine max 1

Picea sitchensis 1

Arabidopsis thaliana 2

Selaginella moellendorffii 1

1007 Physcomitrella patens 3

Physcomitrella patens 2

100; Physcomitrella patens 4
Physcomitrella patens 1
Arabidopsis thaliana 3
Arabidopsis thaliana 1 la
Chlorella variabilis 1

Chlamydomonas reinhardtii 1
Dictyostelium purpureum 1

Puccinia graminis 1

Drosophila melanogaster 2
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_99: Anopheles gambiae 1
3 Drosophila melanogaster 1
100f Xenopus laevis 1 1
= Gallus gallus 1
Alligator sinensis 1
49 Rattus norvegicus 1 (TWA1/GID8)

! Homo sapiens 1 (TWA1)

Phytophtora infestans 1
100, Paramecium tetraurelia 2
Paramecium tetraurelia 1
Cryptococcus neoformans 1
Schizosaccharomyces pombe 1
Penicillium rubens 1
Magnaporthe oryzae 1
Toxoplasma gondii 1
Acanthamoeba castellanii 1
Selaginella moellendorffii 2
Physcomitrella patens 6
Physcomitrella patens 5
Picea sitchensis 2
Zea mays 3
Oryza sativa 2 1b
rabidopsis thaliana 4
Populus trichocarpa 4
Populus trichocarpa 3
Glycine max 3
100 Glycine max 4
Glycine max 5
99L Glycine max 2

Saccharomyces cerevisiae 1 (GID8)
Schizosaccharomyces pombe 2
Penicillium rubens 2
Magnaporthe oryzae 2
Puccinia graminis 2

Cryptococcus neoformans 2
Chlorella variabilis 2

Chlamydomonas reinhardtii 2
Acanthoamoeba castellanii 2
831 Rattus norvegicus 2
Homo sapiens 2 (MAEA)

100|

100 35

100

Xenopus laevis 2 2
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s Anopheles gambiae 2 (MAEA)
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Dictyostelium purpureum 2
Selaginella moellendorffii 4
Selaginella moellendorffii 3
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Picea sitchensis 3
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Glycine max 6
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Figura R14. Analisi filogenetica de les proteines LisH-CTLH-CRA basada en el métode de neighbor-joining. La
identificacié de les seqiiencies es troba a la Taula R6. S'indiquen els grups principals. S'indica el valor de

bootstrap de mil repliques.
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D'acord amb el nombre d'aminoacids, les seqiiéncies es poden agrupar en dos grans grups: al
voltant de 230 aminoacids el primer, i de 410 el segon. Les diferencies de mida es deuen a les
regions N- i C- terminals i no a la regi6 central dels dominis LisH-CTLH-CRA (Taula R6). Com
els extrems N- i C-terminal varien en longitud, per obtenir alineaments més fiables inicament
es va usar la part central de les seqiiencies compreses entre I'inici del domini LisH i el final
del domini CRA. Aquestes seqiiéncies es van alinear i I'alineament resultant es va fer servir
per a la construccid d'un arbre filogenétic (Figura R14). Els resultats obtinguts divideixen les
seqiiéncies en dos grans grups (1 i 2), el primer grup dividit en dos subgrups (1a i 1b). El
grup 1 correspon a les proteines de mida petita i el 2 a les de mida gran. El grup 1b només
conté seqiiéncies de plantes amb una tnica excepcié de la seqiiéncia procedent de I'ameba
Acanthamoeba castellanii, tot i que es tracta d'un cas especial ja que s’ha descrit que el
genoma d’aquesta especie conté gran quantitat de gens procedents de genomes de plantes
incorporats per transferencia horitzontal (Clarke et al., 2013).

L'inica seqiiencia de llevat, GID8, es troba al grup 1 pero queda fora dels dos subgrups ja que
presenta una serie d'insercions entre els dominis que no estan presents a les altres
seqliencies i que ja havien estat observades previament en comparar la seqiiéncia de GID8
amb els seus homolegs d'humans (Menssen et al., 2012). Al grup 1 també es troben LICC1 i
els altres dos gens de blat de moro, el gen d'Arabidopsis At1g61150 i la proteina humana
TWA1, entre d'altres. Al grup 2 es troba la proteina humana MAEA (Macrophage Erythroblast
Attacher). Aquestes dades suggereixen que la funcié LICC1 podria estar relacionada amb les
descrites per als complexos GID/MRCTLH.

2.2- Patré d'expressio del gen liccl

El patr6 d'expressio del gen licc1 es va estudiar mitjancant hibridacié northern utilitzant com
a sonda el cDNA MIH1 (Figura R15). Es va observar hibridacié en totes les mostres
analitzades pero amb més intensitat en estadis primerencs del desenvolupament de la llavor i
en antera. També es va veure hibridacio en tija i pistil. Aquestes dades s6n coherents amb les
obtingudes en experiments de RNA-seq (Figura R13).

[
PR
ND10 E10 E20 E30 ESO KO K10 K20 K30 KSO 2 £ 5 & ks ko E20 E30 B0 ESO
- ﬂ' C . e b oo w

Figura R15. Analisi de |'expressio del gen licc1 per northern en diferents organs i estadis de desenvolupament. El
numero correspon als dies despres de pol-linitzacié. ND, endosperma; E, embrié; K, llavor sencera.
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Per determinar amb més exactitud els teixits o tipus cel-lulars amb més expressié en llavor
immadura i antera s’empra la tecnica d’hibridacié in situ (Figura R16) utilitzant la sonda
MIH1 en sentit com a control. En les llavors immadures l'expressié es va localitzar
principalment en I'embrié encara que es va observar un senyal molt feble en 'endosperma
(Figura R16 B). En I'antera, I'expressid es va concentrar en els grans de pol-len (Figura R16
D).

Sentit Antisentit

Antera

Figura R16. Hibridacions in situ corresponents al gen licc1 amb la sonda MIH1 amb sentit (A, C) i antisentit (B, D)
de talls transversals de llavors de 10 DAP (K10) i anteres. Les fletxes indiquen el lloc de 'hibridacié. Barra: 200 pm
enAiB,i1l0 umenCiD.

2.3- Patré d'acumulacié de la proteina LICC1

Els estudis d’acumulaci6 de la proteina LICC1 es van fer utilitzant un anticos produit contra el
peptid MASSKKVVTRDEWE situat a I'extrem N-terminal de LICC1.

El correcte funcionament de l'anticos es va assajar en una hibridacié western-blot amb
mostres de llavors no pol-linitzades de blat de moro. Es va obtenir una banda de 29 kDa a
partir de 10 pg de proteina total i dues, I'anterior i una altra de 26 kDa corresponent a la mida
esperada (25.8 kDa), en fer servir 20 pg (Figura R17). la qual cosa suggereix que prové d'una
modificacié postraduccional. La petita diferencia entre ambdues proteines, d'uns 3 kDa, pot
ser deguda a desiguals nivells de fosforilacid, atés que cada grup fosfat incrementa el pes
d’'una proteina en aproximadament 1 kDa. Els programes de predicci6 de llocs de fosforilacié
mostren entre cinc i sis possibles llocs, un nombre suficient per explicar les mides observades
d’ambdues bandes (Figura R18)(NetPhos 2.0 Server, Blom et al., 1999; NetPhosK 1.0 Server,
Blom et al., 2004; YinOYang 1.2 Server, Gupta et al., 2002). En qualsevol cas, sense més dades
experimentals no es poden descartar altres tipus de modificacions.
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KO
kDa
10pg 20 ug Figura R17- Deteccié de la proteina LICC1 amb l'anticods anti-
30 —— LICC1 mitjancant un gel SDS-PAGE (12.5%). Es van carregar dues
P ———— quantitats de proteines totals extretes de llavor no pol-linitzada
s de blat de moro. El pes molecular s'indica a I'esquerra.
Figura R18. Predicci6 de llocs de :;;?g:oég

fosforilacié de la proteina LICC1 segons
el programa NetPhos 2.0
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El grau d’acumulaci6é de la proteina a diferents estadis de desenvolupament de la llavor de
blat de moro, tija, antera i fulla es va determinar mitjangant western-blot (Figura R19). Es van
observar dues bandes en la majoria de les mostres, pero no en totes. La intensitat de la banda
de 26 kDa disminuia al principi del desenvolupament de la llavor, desapareixia als 8 DAP i
assolia un maxim als 20 DAP. També esta present a '’endosperm, pero no a la tija, fulla o
anteres En canvi, la banda de 29 kDa era present en totes les mostres amb una intensitat
semblant, excepte a 'antera on el senyal era més feble. El patré d’acumulacié de proteina
LICC1 és, doncs, semblant al d’acumulacié6 de mRNA observat per al gen licc (Figura R12).
Les diferencies d’acumulacié entre les dues bandes segons l'organ o l'estadi de
desenvolupament seria compatible amb la hipotesi de que la banda de 29 kDa correspon a
modificacions post-traduccionals.

kDa

KO K 4 K8 K10 K20 K30 End20 Tija Antera Fylla
35
— T — o — —

Figura R19. Analisi western-blot d’extractes proteics (20 pg) de llavors (K) de blat de moro a diferents estadis de
desenvolupament, de tija, antera i fulla emprant 'anticos anti-LICC1. El ndmero representa els dies després de la
pol-linitzacié. A I'esquerra els marcadors de pes molecular.
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2.4- Interacci6 de la proteina LICC1 amb d'altres proteines

Esta descrit que els dominis LisH, CTLH i CRA s6n responsables de la interaccié6 amb altres
proteines. Resultava molt probable, doncs, que LICC1 interaccionés amb altres proteines.
També s’ha descrit que proteines homologues a LICC1 en llevat (GID8) i humans (TWA1)
formen part de complexos proteics de gran massa, per la qual cosa es va examinar si LICC1
formava part d’'un complex proteic gran.

2.4.1- Inclusié de LICC1 en complexos proteics

La centrifugacid diferencial consisteix en la centrifugacié dels extractes cel-lulars a velocitats
creixents per després analitzar les mostres obtingudes mitjangant hibridacié western. Si una
proteina és soluble llavors apareixera sempre en la fraccié soluble, mentre que si forma part
d'un complex proteic precipitara. Quan més gran sigui el complex menor sera la velocitat a la
que cal fer la centrifugacio6 per a que precipiti. En el nostre cas les centrifugacions es van fer a
10, 20, 100 i 200 mil g (Figura R20). Les bandes de 26 i 29 kDa van apareéixer en totes les
mostres tot i que la intensitat de la banda de 26 kDa va ser molt menor a les mostres de
200000 g. Aix6 voldria dir que ambdues formes de LICC1 formen part de diversos complexos
de diferent pes, incloent-hi complexos de molt alt pes ja que apareixen al pelet de les
centrifugacions més lentes (10P). A més a més, als pelets de 100000 g i, sobre tot, al de
200000 g, apareix una banda d'uns 40 kDa que no apareix a cap altre mostra. Aquesta banda
podria correspondre a un altre modificacié postraduccional de LICC1 que estaria present en
baixa concentracid i per aixo no s'observa als western blot normals, pero que es fa evident
amb les centrifugacions. Aquesta forma de LICC1 forma part d'un complex proteic d’entre
250 i 600 kDa (Tomastikova, 2012). Desconeixem quina modificacié postraduccional
produeix aquesta diferent forma, pero la diferencia de mida respecte a la massa esperada fa
pensar que podria correspondre l'afegiment d'una ubiquitina. De fet, el programa UbPred
(Predictor of protein ubiquitination site; http://www.uppred.org) prediu l'existencia de dos

llocs possibles d'ubiquitinaci6 a LICC1.

kDa 10S 10P 20S 20P 100S 100P 200S 200P
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Figura R20. Distribucié de LICC1 en fraccions cel-lulars mitjangant centrifugacions a partir de proteines de fulla
de blat de moro. Les mostres corresponen a les proteines que es troben en la part soluble (fraccions 10S, 20S,
100S, 200S) com en els pelets (10P, 20P, 100P, 200P) després de centrifugacions a 10000, 20000, 100000 i
200000 g.
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2.4.2- Interacci6 de la proteina LICC1 amb microtibuls

Una de les funcions atribuides als dominis LisH-CTLH és la d'interactuar amb els microtiubuls.
S’ha demostrat que moltes proteines amb aquests dominis interactuen amb microtdbuls, com
ocorre amb les proteines humanes LIS1 (Reiner i Sapir, 2013), RanBPM (Puverel i
Tessarrollo, 2013), katanin p60 (Burk i Ye, 2002) o la proteina d'Arabidopsis TONNEAU
(Azimzadeh et al., 2008). Per aquesta rad es van plantejar experiments per demostrar
aquesta interaccié. Concretament es va pensar en assaigs de cosedimentacié in vitro amb
microtdbuls. Aquests assajos es basen en el fet que, degut a la seva massa molecular, els
microtdbuls precipiten quan es centrifuguen a 100.000 g i, amb ells, qualsevol proteina que hi
estigui associada.

Inicialment es va procedir a la producci6 i purificacié de proteina LICC1 recombinant a E.coli.
Per fer aixo la regid codificant del gen liccl es va clonar al plasmidi pET28a. Un cop
introduida als bacteris, aquesta construccié va induir la produccié de proteina LICC1
recombinant fusionada a un péptid de polihistidina (6xHis) en N-terminal que va permetre la
seva purificaci6 mitjangant columnes d’afinitat. En la Figura R21 es mostra I'analisi per
electroforesi de la proteina pET-LICC1 purificada (carril 6). La proteina pET-LICC1 purificada
es va dialitzar en una soluci6 tampé (Pipes pH 7, Mg2+ i EGTA) abans de fer-la servir en els
assajos de cosedimentacid.

kDa I p—
35 ——
- <— pET-LICC1
e

25 —

™~

Figura R21. Purificacié de la proteina pET-LICC1 produida en la soca BL21 d’E.coli. Electroforesi en gel 12.5%
SDS-PAGE i tincié amb blau de coomassie de les diferents fraccions (20 pl) obtingudes en les diferents etapes de
purificacid. Carril 1, extracte proteic total de cultiu bacteria abans de la induccié; carril 2, extracte proteic total del
cultiu induit durant 5 h a 37 °C; carril 3, 4, 5 i 6, proteines purificades i eluides a diferents concentracions
d’imidazol: 60 mM, 100 mM, 200 mM, 300 mM respectivament. El pes molecular esperat de la proteina pET-LICC1
és de 32 kDa.

En la prova de la cosedimentacié, procediment explicat en I'apartat 10 de Materials i Métodes,
(Figura R22 A), per a cada mostra es van analitzar les fraccions precipitada (P) i soluble (S)
mitjancant electroforesi SDS-PAGE , obtenint els segiients resultats:
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- Microtubuls sols (MT). Només van apareixer a la fraccié precipitada amb la mida esperada
per a la tubulina (55 kDa), confirmant el fet de que els microttibuls precipiten en centrifugar-
los.

- BSA. Proteina soluble d'uns 68 kDa. Com era d'esperar només apareix a la fase soluble.

- Microtubuls i BSA (MT + BSA). El BSA no s’uneix als microtibuls. En conseqiiéncia, no
hauria de apareixer a la fase precipitada, com aixi va ser.

- pET-LICC1. La mida esperada de pET-LICC1 és de 32 kDa. Els resultats ens mostren que si
bé una majoria de la proteina apareix en la fase soluble, aproximadament el 30% apareix a la
fase precipitada, com ja s’havia observat préviament amb la proteina nativa (Figura R20).

- pET-LICC1 amb els microtibuls (pET-LICC1 + MT). En aquest cas es van obtenir dues
bandes només a la fraccié precipitada: una corresponent a la tubulina i I'altra a pET-LICC1.
No es va obtenir cap senyal a la fase soluble. Aquests resultats indiquen que LICC1 es pot
associar amb els microtabuls.

Per confirmar aquestes dades, els experiments de cosedimentacié es van repetir pero en
aquest cas el gel de SDS-PAGE no es va revelar amb tinci6 de nitrat de plata siné que es va
hibridar amb l'anticos anti-LICC1 per corroborar que la banda de 32 kDa obtinguda
préviament corresponia a pET-LICC1. Els resultats van mostrar un comportament semblant
(Figura 22 B). La proteina pET-LICC1 apareix en ambdues fraccions quan s'incuba sola, pero
desapareix de la fraccié soluble quan la incubacid es fa en preséncia de microtibuls. Aquests
resultats permeten afirmar que LICC1 és una proteina capac¢ d'associar-se als microtibuls

com a minim in vitro.

A pET-LICC1
MT BSA +MT BSA +MT PET-LICC1
P s P s P S P s P s
BSA —» - - [—
MT > | g — -— Figura R22: Cosedimentacié amb
els  microtibuls (MT). A,
i cosedimentacié amb i sense els
MT (55 kDa) de BSA (68 kDa) i
PET-LICCI> pET-LICC1 (32 kDa). Les
proteines es mostren en el
sobrenedant (S) i en el precipitat
(P) separades en un gel del 12.5%
SDS-PAGE i tinci6 amb nitrat de
plata. B, Cosedimentacié de pET-
B PET-LICC1 PET-LICC1 +MT LICC1 amb els MT, deteccié per
- P S P S immunodetecci6 amb I'anticos
35 kDa Il “ anti-LICC1.
25 kDa -
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2.4.3- Identificaci6 d'altres proteines que interactuen amb LICC1

Els nostres resultats anteriors indiquen que LICC1 podria interactuar amb els microtubuls,
pero les dades prévies indiquen que les proteines que contenen els dominis LisH-CTLH i CRA
poden interactuar amb moltes proteines (Gerlitz et al., 2005). No es pot descartar, doncs, que
LICC1 pugui interactuar també amb altres proteines a més a més de proteines que formen els
microtibuls. Es per aixo que es va provar d’identificar altres possibles proteines que podrien
interactuar amb LICC1 emprant la immunoprecipitacid (IP).

Es van emprar les boles magneétiques “Dynabeads® M-280 Sheep anti rabbit IgG”. Les mostres
van ser extractes proteics totals de fulles de blat de moro. Es va escollir aquest organ perque
tot i que l'expressié del gen liccl (Figura R15) i 'acumulaci6 de la proteina LICC1 (Figura
R19) no sén tan grans com a embrié immadur, l'elevada presencia de substancies de reserva
als embrions fa que sigui molt dificil obtenir mostres de proteines d'embrié amb prou puresa
per assegurar un bon resultat en aquest tipus d'experiments. La quantitat de proteina
emprada per fer la IP va ser de 27 pg. Les boles magneétiques van ser incubades amb 10 pl de
I'anticos anti-LICC1 (1 mg/ml) durant tota la nit a 4 °C. Posteriorment es va fer un
crosslinking i, a continuaci6, es van incubar de nou amb la mostra de proteina de fulla durant
4 h a4 °C. Com a control negatiu es van incubar boles magnétiques amb el serum pre-immune
en les mateixes condicions.

Les proteines retingudes per I'anticds van ser separades mitjan¢ant una electroforesi SDS-
PAGE i tenyides amb nitrat de plata (Figura R23). En examinar els resultats de
I'immunoprecipitacié (Figura R23), es va observar que una banda corresponent a una
proteina d'uns 68 kDa apareixia molt més clarament al carril corresponent a la
immunoprecipitaci6 respecte al control. Aleshores, va procedir a l'identificaci6 de la proteina
de 68 kDa, per la qual cosa la banda es va retallar del gel i es va analitzar per espectrometria

de masses.
Fulla

+ anti-LICC1 - anti-LICC1 Figura R23. Immunoprecipitacié de proteines
) kDa que interactuen amb LICC1 presents a les fulles
" i de blat de moro. LICC1 va ser
immunoprecipitada a partir de proteines totals
— 8. ! 1 63 de fulla de blat de moro i a continuacié les
: i ’ proteines eluides van ser analitzades per SDS-

;

|

48 PAGE i tinci6 amb plata (+anti-LICC1). Com a
control es va seguir el mateix procés pero
emprant serum pre-immune en lloc d’anticos
anti-LICC1 (-anti-LICC1). Gel tenyit amb nitrat

| F : 35 de plata. Identificacié d'una banda (fletxa) de
| . i ' . - mida 68 kDa en el carril “+anti-LICC1”.
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La banda retallada del gel de la Figura R23, d’aproximadament 68 kDa, va ser analitzada i
identificada per espectrometria de masses. La majoria dels peptids identificats corresponien
a BSA, keratina humana, tripsina i caseina, provinents amb tota seguretat de contaminacions
o de proteines emprades durant el procés experimental (Taula R7). En canvi, dos dels
peptids van ser identificats com part d'una mateixa proteina de blat de moro (LEANPVESCR i
VPIVDFTPEAR) (Figura R24). La seqiiencia de la proteina identificada, inicialment anotada
com de funcié desconeguda (B6ST03), va ser comparada amb la darrera anotaci6 del genoma
de blat de moro (Zea mays 6a), observant-ne que corresponia a la proteina codificada pel gen
GRMZM2G319062. Aquest gen esta localitzat al cromosoma 4 (28099216..28101623 revers)
i codifica una proteina de 71 kDa (Figura R24) La seva seqiiencia peptidica es va comparar
amb les bases phytozome i GeneBank, obtenint multiples resultats positius amb proteines
anotades com a polifenol-oxidases cloroplastiques de diferents especies (Taula R8). Aquesta
proteina conté un domini tirosinasa, un domini PPO1_DWL, un domini PPO_KFDV
(http://smart.embl-heidelberg.de/), i conté un possible péptid de transit a cloroplast (cTP)
(CholorP 1.1 Server; http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/). Els dominis PPO1_DWL i
PPO_KFDV s6n tipics de les polifenol oxidases, enzims que també solen contar amb un péptid
de transit a cloroplast.

Taula R7- Péptids identificats en I'analisi de la banda procedent de la immunoprecipitacié.

Acc Description Score Coverage & & LN ey
) P g Peptides | PSMs [kDa] pl
P02769 Serum albumin OS=Bos taurus 1044,95 41,35 22 47 69,2 6,18
P04264 Keratin, type II cytoskeletal 1 0S=Homo 638,34 30,75 17 29 66,0 8,12
sapiens
P35908 Keratin, type II cytoskeletal 2 epidermal 603,47 25,20 11 19 65,4 8,00
0S=Homo sapiens
P35527 Keratin, type I cytoskeletal 9 0S=Homo sapiens 492,36 12,52 7 11 62,0 5,24
P00761 Trypsin 0S=Sus scrofa 485,04 42,86 11 21 24,4 7,18
P13645 Keratin, type I cytoskeletal 10 0S=Homo 393,99 12,16 6 10 58,8 5,21
sapiens
B6ST03 Putative uncharacterized protein 0S=Zea mays 89,80 3,26 2 4 70,9 7,30
P02662 Alpha-S1-casein 0S=Bos taurus GN=CSN1S1 48,84 10,28 2 3 24,5 5,02

MATASAASSFLVPATAIAPTPSACPSTVPKNKKNAAGRRRRTLQCRASGRRGDDEDSRLLWLPRREVLTGLGGVAASFVGY
PDLAS | ABEBNBNESBRR GEKVTEKLVECSDPNRDFPCPPASRBINBEIBEAR\/ TRVRRPAHLLDPEYQEKYREAVGKMR
ALDGSNPLSFAAQAAVHQSYCDGHYRLDPTEKNRPFDVHFSWIFAPWHRMY 1 YFYERALGQL I GDDTFALPYWNWDAPAGM
GIPAIFKQGVSTADNPLYDPYRNMENMDALLDLDYLKKPRRDT I PFEPPTDPAARAKYDDAVQTNLCT 1 YLQQVRDGKGPR
AFLGEKLCSESSFRVKE INERSKRRQADGQSSKVSPSKSQSQGTLERMAHTTVHVWTGRANPATCSAEQGGVVGHDGKPHC
QVDMGFLGTAGRDPLFYSHHANVDRMWH I WSTRLGGKGFDDPEWLDTSFVFYDDYRSPRLVRMKFRDVLDATRLGYTYDKE
SEAALPWLNSKPTRFSGGGKAKAKAAPKVASEFPLTLTDEAVDVPAVAVPARQAGKDLYVLL IEGIEYDPQINNKFDVVINV
AREDAARVGPKDSEYAGSFSAVPSSNAAGGTLVGKFTLALDGVLADLGLAGASAVDIVLVPHTEGE IKLYLPPTIENA

Figura R24. Seqiiéncia de la proteina codificada pel gen GRMZM2G319062 i els dominis identificats: vermell,
péptids identificats; groc, domini tirosinasa; blau, domini PPO1_DWL; verd, domini PPO1_KFDV.
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Taula R8- Proteines que mostren similitut amb la proteina identificada mitjancant IP.

Acc. Espécie Definici6 %
identitat

Sobic.007G068500 | Sorghum bicolor Similar to polyphenol oxydase 84
AAB94293.1 Saccharum sp Polyphenol oxidase 65
XP_008662712.1 Zea mays Polyphenol oxidase |, chloroplastic-like 64
XP_004974375.1 Setaria italica Polyphenol oxidase I, chloroplastic-like 60
XP_010100574.1 Morus notabilis Polyphenol oxidase 53
BAH36898.1 Triticum aestivum Polyphenol oxidase 51
XP_003571384.1 Brachypodium distachyon Polyphenol oxidase |, chloroplastic-like 51

Per confirmar la interacci6 de LICC1 amb una PPO es va fer servir un anticos especific de
polifenol oxidases de Spinacia oleracea (anti-PPO) (agraiment per la donacié del grup Dr.
Manuel Rodriguez Concepcion). Es va repetir l'assaig de la immunoprecipitacié emprant
I'anticos anti-LICC1 (Figura R25) utilitzant extractes de fulla de blat de moro i també
d’embrié immadur de blat de moro (23 DAP). Les condicions emprades per a fulles van ser les
mateixes que les anteriors i per a embrié es van usar 8 pg de proteina total. Les proteines
retingudes van ser separades mitjancant electroforesi SDS-PAGE, transferides a una
membrana i hibridades amb I'anticos anti-PPO (Figura R25). Cap dels controls amb sérum
pre-immune no presentaren senyal contra I'anticos anti-PPO en canvi, amb I'anticos, es van
obtenir una banda d'hibridaci6 a les fulles. Aquest resultat confirma la interaccié de LICC1
amb, com a minim, una polifenol-oxidasa a les fulles. La immunoprecipitacié amb extractes
totals d'embrié immadur també va donar positiu amb I'anticos anti-PPO (Figura R25). Els
controls de proteina total de fulla de blat de moro i de fulla d'Arabidopsis donaren els
resultats esperats. A la fulla de blat de moro apareix una banda de mida semblant a
I'obtinguda amb la immunoprecipitacié i que deu correspondre a la PPO més abundant en
aquest teixit. D'alta banda, no apareix cap senyal a la fulla d'Arabidopsis, cosa que concorda
amb el fet descrit de que I’Arabidopsis thaliana no conté PPOs (Tran et al. 2012).
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Embrio Fulla

Arabidopsis
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Figura R25. Immunodetecci6 de PPO sobre proteines immunoprecipitades amb anti-LICC1. Extractes de proteines
totals d’embri6 i fulla varen ser sotmeses a immunoprecipitaci6 amb anti-LICC1. Les proteines eluides es van
separar per SDS-PAGE, transferides a membrana i hibridades amb anti-PPO, La immunoprecipitacié es va fer en
presencia de l'anticos anti-LICC1 (+anti-LICC1) o del serum preimmune (-anti-LICC1. Control sense anticos. Els
controls corresponen a extractes de proteines totals de fulla de blat de moro i Arabidopsis.

2.5- Transformacio transitoria de cél-lules de fulla de tabac mitjancant agroinfiltracid

La cosedimentacié amb microtibuls va revelar que LICC1 interactua amb microtubuls in
vitro. Per confirmar aquesta interaccié in vivo i per delimitar la part de la proteina
responsable, es va procedir a transformar cel-lules vegetals amb construccions que
expressessin LICC1 fusionat a YFP. Primer de tot es va obtenir un cDNA que contingués la
regié codificant del gen liccl sencera. Es va partir de RNA d’apex de blat de moro que es va
convertir en cDNA d'una cadena i posteriorment es va amplificar mitjangant PCR fent servir
els oligonucleotids MiH1-D3 i MiH1-R4 (Figura R26). El fragment obtingut es va clonar al
plasmidi pCRII-TOPO. A partir d’aqui es van obtenir els fragments que es van fer servir per a
les construccions: proteina sencera anomenada LICC1, fragment LC amb els dominis LisH i
CTLH i el fragment CRA amb el domini CRA (CT11-RanBPM) (Figura R27). Els tres fragments
es van clonar al vector pYL que contenia el promotor 2x35S i el gen informador YFP fusionat
en C-terminal:

- pLICC1: Tota la regi6 codificant LisH-CTLH-CRA (oligonucledtids: MiH1 LisH-CRA fw i MiH1
LisH-CRA rev).

- pLC: Els dominis LisH-CTLH (oligonucleotids: MiH1 LisH-CRA fw i MiH1 LisH rev).
- pCRA: El domini CRA (oligonucleotids: MiH1 CRA fw i MiH1 LisH-CRA rev).

68



Resultats

gacctggattccatcgactctccl | ctCCATGGogt coct cgaagaaggtt ghbg |

teccocgratcgbtactccgegaccbggabtccat cgact ctococggoctccat ggegibcctcgaagaaggtt gb gaccocgtgac gagbtgggagectgaagect ccgogacghcaagat cogoaag
M A 5 5 K K ¥ ¥ T R D E @ EL KL E D ¥ K I R K

gaggacat gaaccgoctogbcabgaacttoctoghcacegagggettcgbcgacgoecgrocgacaagbttcgrab cgagbcoggracecagreggagat Egacctagegaccak cactgat
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cgaatggaggttaagagagcagtacagtcgggt aatgtccagaaagegat cgagaaaat caacgaccttaaccccacgatt ctggacacgaatcecccaactabactttecatctccageaa
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|Cagaaac[!:ﬂTEga.g‘ttgattcgcg‘tgg | | caagaagaactigccACTAGTggc gaag |

cagaaact aat agagttgabtcgogtgggaaaaal aaatgaagoitiggagbtcgricaagaagaactigroocgagaggr gadgaaaatcaaacatttcbcgaggaaat agaaaaaact
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gtagecact acrt ggtttttgaagatgtaaaaaattgecettabggggaactattggatghttetecaacgtttgaagactgeaagt gaagttaatgetgotattettacaagecaaagteat
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gagaaagatccgaagecttccaagettgttaaagab gt t gaaatggacccaaaat caact ggacgaaaaggeggettatcct cgaatcaacgacttcaccactgeocgoget g
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| gtgaaggaactgagyggl at goacc

| gaagatccatcgataACTASTEgotghg |

gaagatccatcgatatgaatctgretgbgaaggaacrtgagggt atgecaccaagectgoct ggbgectaca

E D P 5 I -

MiH1-D3 MIH1LisH CRATw | |MIH1LisHrev | [MIH1CRAfw | |MIH1LisH-(RArev | | MiH1-R4

Figura R26. Seqiiéncia nucleotidica i aminoacidica del gen licc1. Els oligonucleotids emprats per la a clonacié dels
fragments en el vector pCRII-TOPO es representa en quadrats de diferents colors. Les lletres majiscules dels
oligonucleotids representen les dianes de restriccié dels enzims Ncol i Spel. Els aminoacids de color vermell i blau
corresponen al domini LisH-CTLH i en verd el domini CRA de la proteina.

pPYL-LICC1

Hind 111 Hind I Xho I
LisH-CTLH-CRA | Figura R27: Representacié de les
2x355: TMV U1 ATEBT atB2 construccions emprades per a la
YL-LC .z \
P Hind 111 Hind I  Xhol transformacié6 de cel-lules vegetals
basades en el vector pYL amb el
LisH-CTLH I YFP =——x . .,
’ ' promotor 2x35S:TMVU1Q i la regid
2x355: TMV U1 AtEB1 attB2 o . . .,
PYL-CRA codificant del gen yfp. S'indica la posici6
Hind III Hind III Xho I
dels enzims de restriccié HindIll i Xhol.
—>> H T m—
attB1 attB2
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2.5.1- Localitzacio subcel-lular de LICC1i LC

Les tres construccions (Figura R27) es van introduir a I'’Agrobacterium tumefaciens de
manera que més tard es van agroinfiltrar en cel-lules de mesofil de fulles de Nicotiana
benthamina. Les observacions al microscopi confocal van mostrar que la proteina sencera té
una distribucié citoplasmatica, no observant-se senyal al nucli (Figura R28 A). La
construccié LC-YFP també va mostrar una distribuci6 citoplasmatica encara que s'observaren
unes estructures puntuals més intenses i senyal al nucli (Figura R28 B). El control amb la
YFP sola tenia una distribuci6 semblant a LC-YFP pero sense estructures puntuals intenses
(Figura R28 (). Les cel-lules transformades amb la contrucci6 pYL-CRA van mostrar una
intensitat de senyal molt feble i no es van poder realitzar fotografies.
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LICC1-YFP LC-YFP YFP

YFP

Figura R28. Distribuci6 subcel-lular de la proteina LICC1-YFP (A), el fragment LC-YFP (B) i control pYL-YFP (C) en
cél-lules de mesofil de fulles de N.benthamiana agroinfiltrades. Barra 10 pm.

2.5.2.- Colocalitzacié amb microtubuls

Per comprovar si la distribucié observada podria correspondre amb els microtubuls es va
procedir a colocalitzar LICC1-YFP i LC-YFP amb la -tubulina marcada amb RFP (TUB-RFP)
(gentilesa del Dr. Takehide Kato). En la Figura R29 A-C es mostren dues cél-lules, a
I'esquerra cotransformada amb LICC1-YFP i TUB-RFP, i a la dreta solament amb LICC1-YFP.
En la cel-lula cotransformada es pot observar un solapament quasi perfecte entre els dos
marcatges (Figura R29 C). Aix0 suggereix que LICC1-YFP estaria associada als microtubuls
en aquestes cel-lules. El mateix assaig realitzat amb la construccié LC-YFP mostra també un
solapament entre els dos marcatges pero LC-YFP, i no TUB-RFP, va marcar el nucli i algunes
zones del citoplasma (Figura R29 E-G). Els punts intensos en el citoplasma sén marcats per
les dues construccions, tot i que és remarcable que TUB-RFP no forma punts intensos quan es
cotransforma amb LICC1-YFP i si quan es cotransforma amb LC-YFP. Aix0 mostra que la
presencia del fragment LC altera d’alguna manera la distribucié de les tubulines.
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YFP TUB-RFP Solapament Transmissio

LICC1-YFP
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Figura R29. Agroinfiltracions en fulles de N.benthamiana de les construccions LICC1-YFP i LC-YFP (macatge
verd) conjuntament amb la construccié TUB-RFP (-tubulina, marcatge vermell). Les figures (A-D) fan referencia
a la construccié que expressa la proteina sencera, LICC1-YFP i les figures (E-H) a la costruccié que expressa el
fragment LC-YFP (LisH-CTLH). YFP, fa referéncia a les observacions al canal YFP; RFP fa referéncia a les
observacions al canal RFP. Solapament fa referéncia a les observacions amb tots dos canals al mateix temps. i
transmissié a la llum blanca. Barra 10 um.

El paclitaxel és una droga antimitotica que s’uneix a la subunitat 8 de la tubulina, provocant
una disfuncié de la unié dels microtibuls. Per tant, si LICC1 i LC estan associades als
microtdbuls la seva distribucié subcel-lular hauria de canviar en afegir paclitaxel a les
cél-lules transformades (Figura R30). Un cop les celul-les van ser agroinfiltrades amb els
plasmidis de les diferents construccions es van deixar passar tres dies fins obtenir un senyal
de la transformacié i posteriorment es va aplicar la droga a la concentraci6 de 20 pM, es deixa
actuar durant 24 h i s’observa en el microscopi. L’aplicacié del paclitaxel va produir, com era
d’esperar, un profund efecte en la distribucié dels microtibuls (TUB-RFP) en les cel-lules del
mesofil on la distribucié uniforme de la RFP passa a ser majoritariament puntual (Figura
R30 D i F). Un efecte semblant es va observar en la distribuci6 de la proteina sencera LICC1-
YFP (Figura R30 E) i del fragment LC-YFP (Figura R30 G). En afegir paclitaxel LICC1-YFP es
localitza en uns punts intensos al citoplasma que majoritariament colocalitzen amb la TUB-
RFP (Figura R30 D i E). Un efecte semblant es va observar en la construccié LC-YFP, toti que
en aquest cas la localitzacié nuclear de LC-YFP es va mantenir mentre que TUB-RFP seguia
absent al nucli (Figura R30 Fi G).

71



Resultats

Sense tractament

TUB-RFP LICC1-YFP
Paclitaxel

RFP YFP

(&) ‘ P,

S

o

»

2]

jom]

=

(@] 1 :

q »

>

[2a]

-

=

Figura R30. Efecte de la droga paclitaxel en fulles de N.benthamiana agroinfiltrades amb TUB-RFP (A, D, G),
LICC1-YFP (B, E) o LC-YFP (C,H). A,B,C: no es va fer cap tractament. D-], tractament amb paclitaxel 20 uM. D i G,
RFP.EiH, YFP. FiH, solapament. Barra 10 pm.

Aquests resultats confirmen que la proteina LICC1 interacciona amb els microtabuls in vivo i
ens informen de que el fragment LC, que conté els dominis LisH i CTLH, és suficient per
produir aquesta interacci6é o dit d’'una altra manera, que el domini CRA no és necessari per
aquesta interaccio.

Com es mostra a la Figura R29, la transformacié amb la construccié LC-YFP produeix uns
punts intensos en el citoplasma que colocalitzen amb TUB-RFP. Alguns d'aquests punts es
desplacen pel citoplasma (Figura R31). La Figura R31 A mostra una cel-lula cotransformada
amb YFP-LC i amb TUB-RFP. Amb un cercle vermell es delimita la zona d’estudi. En la Figura
R31 B, els petits desplacaments d‘un dels punts es recullen en cinc fotografies. En les
fotografies 1, 2 i 3 es veu com un punt, marcat amb una fletxa negra en la imatge de
transmissié, es va desplacant. En 3 paral-lelament s’observa 'aparicié d'uns nous punts,
marcats en vermell, en 4 s’han desplagat una mica i en 5 deixen d’estar a la vista.
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A LC-YFP Transmissio

B LC-YFP TUB-RFP Solapament Transmissio

LC-YFP i TUB-RFP. A, visi6 general de la cél-lula encerclant en vermell la zona d’estudi. B, representacié en cinc
fotogrames del moviment de les estructures puntuals, marcades amb fletxes negres i vermelles en les imatges de
transmissid. Barra 10 pm.
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2.6.-Transformacio estable de cél-lules de Nicotiana benthamiana

La localitzacié subcel-lular de LICC1 i dels seus fragments també es va estudiar a cél-lules
cultivades de Nicotiana tabacum cv Bright-Yellow-2 (BY2) transformades de manera estable
amb les mateixes construccions que a I'anterior punt amb l'objectiu d’avaluar les variacions
de la distribucié de LICC1 durant el cicle de divisié cel-lular. La transformaci6 estable de les
cél-lules BY2 es va dur a terme mitjancant A. tumefaciens emprant la soca LB4404. La selecci6
dels calls transformats es va fer a partir de subcultius cada vint dies en plaques de medi BY2
amb gentamicina. Paral-lelament, es va confirmar la transformacié amb la visualitzacié de la
fluorescéncia de YFP. Si no es diu el contrari, les observacions al microscopi confocal sempre
es van fer set dies després dels subcultius per minimitzar la formacié de possibles compostos
fenolics autofluorescents que poden donar falsos positius en les observacions al microscopi.

2.6.1- Localitzacio subcel-lular

Un cop obtinguts els cultius cel-lulars BY2 transformats estables amb les construccions LICC-
YFP, LC-YFP i CRA-YFP, es va determinar la seva localitzacié subcel-lular mitjancant
microscopia confocal juntament amb un control amb la YFP sola (Figura R32). El patré de
distribucio per a la construccié LC-YFP va ser molt semblant a I'obtingut amb les cél-lules de
mesofil de fulla de N.benthamiana (Figura R28 B). Les imatges mostren una tinci6 al nucli,
menor en el nucleol, i al citoplasma, amb estructures que podrien correspondre a microtibuls
amb alguns punts de major intensitat.

Si els resultats s6n semblants als anteriors en el cas de LC-YFP, no passa el mateix amb la
construccié LICC1-YFP (Figura 32 A) ja que només apareixen marcades unes estructures
puntuals distribuides pel citoplasma a la periféria de la cel-lula i al voltant del nucli (Figura
R32 A). El fragment CRA mostra una distribucid similar a la de la proteina sencera (Figura
R32 C). La YFP sola té una distribuci6 uniforme al citoplasma (Figura R32 D).
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Figura R32. Distribucié subcel-lular de LICC1-YFP (A), LC-YFP (B) i CRA-YFP (C) en cel-lules BY2 de tabac
comparades amb la distribucid de la proteina YFP sola (D). També es mostren les imatges de les mateixes cél-lules
il-luminades amb llum de transmissi6 (E-H). Barra 10 um.

2.6.2- Identificacio dels corpuscles on es localitzen LICC1-YFP i CRA-YFP

L’observacié d'estructures puntuals distribuides pel citoplasma podia correspondre a
diferents organuls i estructures. Per poder-les identificar es va procedir a colocalitzar-les
amb tincions fluorescents especifiques.

2.6.2.1- Colocalitzacio amb FM4-64

La distribucié observada de la proteina LICC1-YFP i la construccié6 CRA-YFP podria
correspondre a vesicules d’endocitosi o de I'aparell de Golgi. Per provar si aquesta hipotesi
era certa es van colocalitzar les construccions amb FM4-64 (Figura R33). FM4-64 és un
colorant lipofilic que tenyeix les membranes plasmatiques i vacuoles, vesicules derivades
d’elles i 'aparell de Golgi en cél-lules vives de plantes (Bolte et al., 2004). Com es pot observar
en la Figura R33, ni LICC1-YFP, ni CRA-YFP colocalitzen amb FM4-64. Podem concloure,
doncs, que LICC1-YFP i CRA-YFP no es localitzen en l'aparell de Golgi ni en vesicules
d’endocitosi ni en vacuoles.
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Figura R33. Colocalitzacié de les construccions LICC1-YFP i CRA-YFP amb FM4-64 en cél-lules BY2 de tabac.
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2.6.2.2-Colocalitzacié amb cossos lipidics

La distribuci6 observada de la proteina LICC1-YFP i la construcci6 CRA-YFP recorda la dels
cossos lipidics (Lopez-Ribera et al., 2014), per la qual cosa es va examinar aquesta
possibilitat. El Nile Red és un marcador especific de lipids neutres i que, per tant, marca els
cossos lipidics. Com era d’esperar, el patrd de distribucié observat després de la tincié amb
Nile Red en cél-lules no transformades és de punts dispersos pel citoplasma (Figura R34A). A
continuaci6 es va procedir a tenyir amb Nile Red cel-lules transformades amb les
construccions LICC1-YFP i CRA-YFP. En ambdoés casos, de manera semblant al control, el Nile-
Red va mostrar punts dispersos en el citoplasma (Figura R34 D i H). La majoria del marcatge
amb LICC1-YFP va colocalitzar amb el marcatge amb Nile Red (Figura R34 E), si bé alguns
punts només presentaven marcatge de YFP. Un resultat similar es va obtenir amb la
construccié CRA-YFP (Figura R34 1), si bé en aquest cas la colocalitzacié era encara més gran,
no observant punts tenyits dnicament amb YFP encara que si s’observaren només tenyits
amb Nile Red. Es pot concloure, que la distribuci6 de la proteina LICC1-YFP en cél-lules BY2
s’associa principalment a cossos lipidics. La mateixa distribuci6 s'observa per al fragment
CRA.
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Figura R34. Colocalitzaci6 de LICC1-YFP i CRA-YFP en suspensions cel-lulars BY2 amb Nile Red. (A,B) cél-lules
BY2 sense transformar. (C-F) cél-lules transformades amb LICC1-YFP. (G-I) cél-lules transformades amb CRA-YFP.
Barres 10 pm.

Degut a la menor densitat dels cossos lipidics, es poden aillar facilment respecte la resta de
components cel-lulars mitjangant la centrifugacié diferencial. A partir d'ells es poden aillar les
proteines associades, aixi doncs, es van aillar cossos lipidics d'embrions de blat de moro, on
sén molt abundants, i es van extreure les proteines associades. Com a control es van extreure
proteines totals directament de les mostres d'embrions. Aquestes dues mostres es van
separar mitjan¢ant una electroforesi, es van transferir a una membrana i es van hibridar amb
I'anticos anti-LICC1 (Figura R 35 A). L’anticos anti-LICC1 detecta la proteina LICC1 tant en
les proteines totals com en les proteines dels cossos lipidics, confirmant-se que, al menys en
part, LICC1 es troba tant en els cossos lipidics.

Aquestes mateixes mostres es van hibridar amb 'anticos anti-PPO, observant-se la preséncia
d'aquesta proteina tant en els extractes totals com en els provinents de cossos lipidics
(Figura 35 B). Aquesta és la primera indicacié de que les polifenol oxidases es poden trobar
associades als cossos lipidics de les plantes.
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Figura R35. Western blot de proteines totals i proteines de cossos lipidics d’embrions de llavors de blat de moro.
A. Anticos anti-LICC1. B. Anticos anti-PPO

2.6.3- Identificacié dels organuls on es localitza LC-YFP
2.6.3.1- Interaccions amb els microtubuls

Com s'ha comentat anteriorment la distribuci6 de LC-YFP en cel-lules BY2 (Figura R32) és
semblant a I'obtinguda a cel-lules de mesofil de fulla N. benthamiana (Figura R29) i, per tant,
hauria de colocalitzar, al menys en part, amb els microtibuls. Per comprovar aquesta
hipotesi, cel-lules BY2 transformades es van tractar amb 20 pM de la droga metil-amiprofos,
produint la despolimeritzacié dels microtibuls. L'aplicacié d'aquesta droga va produir canvis
molt significatius en la distribucié de LC-YFP pel citoplasma (Figura R36 A (B, E) i R36 B (B,
E)). La localitzacié nuclear no es va veure alterada pel metil-amiprophos. Podem concloure
que, a I'igual que a les cel-lules de mesofil de fulla, LC-YFP s'associa amb els microtabuls a les
cél-lules BY2.

També es va aplicar aquest tractament a cél-lules transformades amb LICC1-YFP i CRA-YFP
(Figura R36 A (A, D, C, F)), perod les distribucions subcel-lulars no es van veure alterades ni
per LICC1-YFP (Figura R36 B (A,D)), ni per CRA-YFP (Figura R36 B (C, F)).
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Figura R36. A, Control sense tractament de droga de suspensions cel-lulars de tabac BY2 transformades amb
LICC1-YFP, LC-YFP i CRA-YFP. Barra, 10-10-5 pum respectivament B, Suspensions cel-lulars de tabac BY2

transformades amb LICC1-YFP, LC-YFP i CRA-YFP tractades amb 20 UM de la droga metil-amiprofos. Barra, 5-5-5
pm.
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2.6.3.2- Localitzacio de LC-YFP en nucli

La construccié LC-YFP va donar marcatge en el nucli de cél-lules BY2 (Figura R37 A). Per
confirmar aquesta distribuci6é es van generar protoplasts (Materials i Métodes apartat 8) a
partir de cel-lules BY2 transformades amb LC-YFP i de cel-lules control sense transformar.
Posteriorment es van extreure els seus nuclis. Un cop es van aillar els nuclis, es van estudiar
al microscopi confocal (Figura R37). Mentre en nuclis de cél-lules BY2 sense transformar no
es va veure cap tipus de marcatge (Figura R37 B), els nuclis extrets de protoplasts BY2
transformats si que van mostrar senyal fluorescent (Figura R37 D). Aquest senyal era menor
en la part que sembla correspondre al nucléol. Per confirmar-ho, els nuclis es van tenyir amb
iodur de propidi, que tenyeix especificament el DNA (Figura R37 E). Els marcatges obtinguts
amb el iodur de propidi i LC-YFP eren similars, confirmant-se per un costat que les
estructures observades son nuclis i, per altra part, que la construccié LC-YFP té una menor
representacio en el nucléol.

Iodur
Transmissio YFP Propidi

A
| Figura R37. Observacié al microscopi

o BEA -
o 3 5‘:%-' confocal dels nuclis extrets de protoplasts
o W ‘3 de suspensions cel-lulars BY2. (A,B)
QM cél-lules sense transformar. (C,D) cél-lules
- transformades amb LC-YFP. (E-G) cél-lules
€ transformades amb LC-YFP i tenyides amb
S iodur de propidi. Barres 5 pm.
()
]

Paral-lelament, es van extreure proteines de nuclis purificats de cel-lules BY2 control i de

cél-lules transformades amb LC-YFP. Aquests extractes proteics es van separar per
electroforesi mitjangant un gel SDS-PAGE, es van transferir a dues membranes i es van
hibridar en paral-lel amb els anticossos anti-LICC1 i anti-gamma tubulina (Figura R38). Com
era d’esperar, només les cél-lules transformades LC-YFP de mida 42 kDa van donar senyal a
I'hibridar amb I'anticds anti-LICC1 (Figura R38 A). D’altra banda, es va observar molt més
senyal d’hibridaci6 amb l'anticds anti-gamma tubulina (48 kDa) en el cas dels nuclis
transformats respecte als controls (Figura R38 B).
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Podem concloure que la construccié LC-YFP es localitza, a més d’altres llocs de la cél-lula, en
el nucli, amb una menor intensitat en el nucléol, i que aquesta localitzacié indueix la
acumulaci6 d'una major quantitat de gamma-tubulina als nuclis. Aix0 suggereix que el
fragment LC (LisH-CTLH) podria estar implicat en la nucleaci6 dels microtubuls.

BY2 LC-YFP

kDa
48 Figura R38. Immunodeteccié d’extractes proteics de
T . Anti-LicC1 nuclis procedents de suspensions cel-lulars de tabac
BY2 sense transformar (BY2) i transformades amb la
consrucci6 LC-YFP. A, hibridacié amb l'anticos anti-
’ LICC1. B, hibridacié amb I'anticos anti-gamma tubulina.
Anti-Gamma
48  — Tubulina

2.6.4- Localitzacio durant la divisio cel-lular

Se sap que algunes proteines amb dominis LisH s’uneixen als microtibuls. Els nostres
resultats suggereixen que LICC1 podria ser una d'elles, almenys en certs tipus cel-lulars, i/o
en certes condicions i que el fragment LC seria el responsable d'aquesta interaccié. Aixo, junt
amb la localitzacié del fragment LC-YFP en el nucli, ens va confirmar que seria interessant
observar la distribucié subcel-lular de la proteina LICC1 i dels seus fragments durant el
procés de la divisid cel-lular. Per observar aix0 es van sincronitzar les divisions cel-lulars en
cultius transformats amb cadascuna de les construccions aplicant afidicolina, un bloquejador
de la sintesi de DNA (Figura R39).

La proteina sencera, LICC1-YFP i el fragment CRA-YFP van mantenir una distribucié semblant
al llarg de tot el cicle cel-lular, com ja s’ha vist abans, observant punts dispersos en el
citoplasma corresponents a cossos lipidics. En canvi, la distribuci6 del fragment LC-YFP
canviava al llarg del cicle cel-lular. En la interfase, el senyal es va distribuir pel citoplasma i
nucli, com ja hem vist abans (Figura R32). Durant la divisié el senyal es va concentrar
fonamentalment al nucli i en unes estructures globulars localitzades al seu voltant, observant-
se un marcatge feble també al citoplasma en contacte amb la membrana citoplasmatica.
Aquestes estructures globulars ens fan recordar molt a les observades quan s’aplica metil-
amiprofos (Figura R36 BB) En la profase el nucléol desapareix i els cromosomes es
comencen a condensar. La preséncia comparativa del fragment LC-YFP en el nucli va
augmentar respecte al citoplasma. Durant I'anafase el senyal va ser menor en la zona de la
placa d’anafase, zona ocupada pels cromosomes, seguint el marcatge en la resta de la zona al
voltant del fus mitotic i en les estructures citoplasmatiques. En la telofase inicial el procés
continua de manera similar mentre que al final del procés es van observar de nou els nucleols
amb una menor intensitat de senyal. La mida de les estructures globulars arriba a un maxim a
la profase i després va anar minvant fins a desapareixer al final de la telofase.
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Figura R39. Sincronitzacié de la divisi6 cel-lular en cél-lules de tabac BY2 transformades amb la construccié

LICC1-YFP, LC-YFP i CRA-YFP. En la telofase final es representa amb “n” en vermell els nous nuclis i amb una fletxa
vermella la formacié de la nova paret cel-lular. Barres 10 pm.
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2.6.5- Interaccio amb PPO en cél-lules transformades de BY2

Per saber si la interacci6 de LICC1 amb PPOs (Capitol 2.4.2) es produeix en cel-lules
transformades de tabac BY2 es va fer servir la immunoprecipitacié6 usant aquesta vegada
mostres de proteines totals de cel-lules BY2 transformades amb la construcci6 LICC1-YFP i
fent servir en la immunoprecipitacié 1'anticos anti-GFP. Com a control, es van agafar cél-lules
BY2 sense transformar. La quantitat de mostra emprada va ser de 2 pg i la incubaci6 de les
boles magnétiques amb les mostres va ser de 2 h a 4 °C. Les proteines retingudes per I'anticos
van ser analitzades per electroforesi SDS-PAGE. Els resultats van mostrar moltes bandes
visualitzades per tinci6é de nitrat de plata, també en el control sense anticos (Figura R40 A).
Les proteines eluides van ser transferides a una membrana i hibridades amb I'anticos anti-
GFP (Figura R40 B). Es van observar dues bandes, una d'uns 53 kDa, que correspondria a
I'esperat per LICC1-YFP, i I'altra d'uns 42 kDa que podria ser un processament de l'anterior.
En el control amb les cel-lules BY2 no transformades no es va veure cap banda. Posteriorment
es va rehibridar la mateixa membrana emprant l'anticos anti-PPO (Figura R41). Van
apareixer dues bandes noves d'uns 63 kDa, d'una mida semblant a la detectada anteriorment
en fulla de blat de moro (Figura R40), la qual cosa demostrava que LICC1 també interactua
amb una PPO en cel-lules cultivades de tabac i que la fusié a YFP no impedeix aquesta

interaccio.
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Figura R40. Immunoprecipitacié amb I'anticos anti-GFP de proteines de cél-lules BY2. Les proteines eluides de les
columnes van ser separades per SDS-PAGE (12.5%). El control correspon al mateix procés pero partint de cél-lules
BY2 no transformades. A, Gel tenyit amb nitrat de plata, corresponent a les segones fraccions dels rentats de les
elucions retingudes per 'anticds anti-GFP durant la IP. Les fletxes indiquen la presencia d’'una banda de 53 kDa
propia de licc1-yfp i altra d'uns 64 kDa de mida semblant a la detectada anteriorment com a PPO. B, Western-blot
de les proteines anteriors hibridades amb I'anticos anti-GFP (1:3000), corresponent a les primeres fraccions dels
rentats de les elucions de les mostres.

84



Resultats

licc1-yfp Control

kDa
75
63 Figura R41. Western-blot de les proteines eluides durant la IP
— hibridades primer amb I'anticos anti-GFP i a continuacié amb I'anticos
48 anti-PPO (1:1000). Rehibridaci6é de la membrana de la Figura R39 B.
Aparicié de dues noves bandes (encerclades en vermell) d'uns 63 kDa.
35
25

2.6.6- Fenotip

Les cél-lules de tabac BY2 transformades es van mantenir en cultiu en forma de calls en medi
selectiu. Després d'un seguit de subcultius es va mesurar la velocitat de creixement dels calls
en absencia d’antibiotic, estudiant les variacions en mida del call al llarg del temps (Figura
R42 A) i el pes als vint-i-un dies del subcultiu (Figura R42 B). Es van fer servir cel-lules sense
transformar com a control. Tots els calls transformats tenien una mida i pes significativament
menor respecte al control, pero la diferencia és especialment gran en els transformats amb la
construccié LC-YFP (Figura R42 A i B).

CRA-YFP LC-YFP.

WT  LICCIgGP Figura R42. Evoluci6 de la mida i pes de calls
Dia 0 Dia 8 transformats amb les construccions LICC1-YFP, LC-
YFP i CRA-YFP, comparats amb calls de control no
transformats (wt). A, imatges dels calls els dies 0, 8, 15
i 21 després del replicatge. B, Pes dels diferents calls
el dia 21 després del repicatge. Promig de deu

repliques.
Dia 15 Dia 21
B
.
T
35 J.
3
25 T
—_
=
B T
e 2 I 1
"
[}
[=%}
15
1
05
0
WT LICC1-YFP  CRA-YFP LC-YFP

Linies transgéniques
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7- Plantes transgeniques d’Arabidopsis thaliana

Per completar la caracteritzacié de la localitzaci6 subcel-lular de LICC1-YFP i els seus
fragments es van obtenir plantes transgeniques d’Arabidopsis thaliana contenint les mateixes
construccions utilitzades en els capitols anteriors i, per tant, amb 'expressio controlada pel
promotor constitutiu 35S i conjugats amb la proteina fluorescent YFP.

2.7.1- Distribucié subcel-lular de LICC1-YFP i els seus fragments a plantes
d’Arabidopsis thaliana

Els estudis es van realitzar amb plantes homozigotes. La localitzaci6 es va estudiar a quatre
parts de la planta: fulla, hipocotil, arrel i punta d'arrel.

2.7.1.1- Fulles

A les fulles el control amb només YFP va marcar tot el citoplasma (Figura R43 D). LICC1-YFP
tenia un marcatge general a tot el citoplasma, amb més intensitat a la periféria, i no es va
observar marcatge en el nucli (Figura R43 A). LC-YFP tenia una distribuci6 citoplasmatica
semblant encara que, en aquest cas si s’observa marcatge dintre del nucli (Figura R43 B). En
algunes cél-lules es van observar buits ovalats sense marcatge que per la seva mida i
distribuci6 podrien correspondre als cloroplasts. Per ultim, la construccié CRA-YFP va donar
un senyal semblant a LICC1-YFP (Figura R43 C).

LICC1-YFP LC-YFP CRA-YFP

Figura R43. Localitzaci6 subcel-lular de LICC1-YFP, LC.YFP, CRA-YFP i YFP a cél-lules del mesofil de fulles
d'A.thaliana transgeniques. A-D fluorescéncia YFP ; E-H camp clar. Barres 10 pm.

FULLES
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2.7.1.2- Hipocotil

AT'hipocotil els patrons de distribucid van ser similars als observats a les fulles (Figura R44):
marcatge dispers al citoplasma, especialment a la periferia, i al nucli només en el cas de LC-
YFP. Hi havia, pero, una diferencia: mentre les imatges de LICC-YFP i LC-YFP mostraven els
buits possiblement corresponents a cloroplasts, la CRA-YFP no els mostrava i, ben al contrari,
marcava especialment els possibles cloroplasts (Figura R44 C). S'ha de dir que les imatges
corresponen a la part superior de I'hipocotil que mostra coloracié verda.

LICC1-YFP LC-YFP CRA-YFP

N\

HIPOCOTIL

Figura R44. Localitzacié subcel-lular de LICC1-YFP, LC.-YFP i CRA-YFP a cel-lules de hipocotils d'Arabidopsis
thaliana transgeéniques. A-D fluorescéncia YFP ; E-H camp clar. Barres 10 um.

2.7.1.3- Arrel

A les cél-lules de I'arrel la distribucid va resultar similar a 'observada anteriorment (Figura
R45). L'tnica diferencia fou que CRA-YFP semblava tenir una distribucié menys homogénia
amb estructures puntuals més marcades. (Figura R45).

LICC1-YFP LC-YFP CRA-YFP
A C

]
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e | E : g
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Figura R45. Localitzacié subcel-lular de LICC1-YFP, LC.-YFP, CRA-YFP i YFP a cél-lules d'arrels d'Arabidopsis
thaliana transgéniques. A-D fluorescéncia YFP ; E-H camp clar. Barres 10 um.
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2.7.1.4- Punta d'arrel

A les cel-lules de la punta d’arrel es van observar notables diferencies en la distribucié de la
fluorescéncia respecte als organs anteriors (Figura R46). La distribucié de LICC1-YFP va
resultar semblant a I'observat en altres organs en algunes cél-lules, perd en d’altres només
van apareixer unes estructures puntuals molt marcades (Figura R46 A). La distribucié de LC-
YFP va ser semblant a la dels altres organs excepte que el nucli esta comparativament més
marcat que el citoplasma (Figura R46 B). En canvi, la distribucié del senyal corresponent al
fragment CRA-YFP va canviar completament (Figura R46 C), mostrant unes estructures
puntuals semblants a les observades en algunes cél-lules de la punta de l'arrel amb la
proteina completa, perd en aquest cas es va observar en totes les cél-lules (Figura R45 C).
Aquestes estructures puntuals recorden les observades en la transformacié estable de
cél-lules de tabac (Figura R35).

LICC1-YFP LC-YFP CRA-YFP

PUNTA

Figura R46. Localitzacié subcel-lular de LICC1-YFP, LC.-YFP, CRA-YFP i YFP a cél-lules de puntes d'arrel
d'Arabidopsis thaliana transgéniques. A-D fluorescencia YFP ; E-H camp clar. Barres 10 pm.

2.7.2- Colocalitzacié amb organuls
2.7.2.1- Cloroplasts

A les cel-lules del mesofil de la fulla de plantes LC-YFP es van observar buits ovalats sense
marcatge que per la seva mida i distribucié podrien correspondre als cloroplasts (Figura
R47). En canvi, a les cel-lules de I'hipocotil es van observar els mateixos buits amb LICC1-YFP
i LC-YFP (Figura R44 A,B), pero la distribucié contraria amb CRA-YFP (Figura R44 C). Per
tal de verificar si aquestes estructures corresponien realment a cloroplasts es va fer una
colocalitzacié del senyal d’'YFP i de I'autofluorescéncia de la clorofil-la (Figura R47). Els dos
senyals colocalitzen pel que efectivament, els buits observats al marcatge LICC1-YFP i LC-YFP
corresponien als cloroplasts (Figura R47 C, G). Aquestes dades no permeten afirmar
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I'existéncia interaccié entre la superficie del cloroplast i les proteines LICC1-YFP i LC-YFP,
pero posen de manifest la seva proximitat. En canvi, per a CRA-YFP es va observar una
colocalitzacié, la qual cosa suggereix que es troba a dintre o en la superficie d'aquests
organuls (Figura R47 C, K). Les possibles implicacions funcionals d'aquesta dada s6n dificils
d’imaginar pero és interessant tenir en compte que les polifenol oxidases (PPOs) soén enzims

predominantment localitzats als cloroplasts.

LICC1-YFP

Cloroplasts YFP

+ YFP

FULLES (mesofil)

Transmissi¢ Cloroplasts

Figura R47. Colocalitzacié en ceél-lules dels hipocotils de LICC1-YFP, LC-YFP i CRA-YFP (marcats en verd) amb

cloroplasts (marcats en vermell). Barres 10 pm.

2.7.2.2- Paret cel'lular: tractament amb sorbitol

Els resultats anteriors mostren una distribucié citoplasmatica de LICC1-YFP pero de vegades
el senyal es troba en la regid periférica de les cel-lules i podria correspondre també amb la
paret cel-lular. Per discriminar si la localitzacié subcel-lular corresponia a la membrana
plasmatica o a la paret cel-lular, es van sotmetre plantules d’Arabidopsis a plasmolisi
mitjancant shock osmotic amb sorbitol (Figura R48). El sorbitol va produir la contraccié del
citoplasma, separant-lo de la paret, i va permetre discriminar entre ambdues localitzacions,
atés que si la localitzaci6 de la proteina fos de paret cel-lular el marcatge mantindra la forma
original de la cel-lula mentre que, si la localitzacié fos de membrana o el citoplasma, el
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marcatge tindria una forma diferent per efecte de la plasmolisi. Com a control es van fer
servir plantes transformades amb TUA6-GFP de marcatge al citoplasma. Els resultats van
revelar amb claredat que tant TUA6-GFP como LCC1-YFP no es localitzen a la paret cel-lular
(Figura R48).

TUA6-GFP

LICC1 -YFP

Figura R48. Efecte de la plasmolisi per sorbitol en la distribucié de TUA6-GFP (A,B) o LICC-YFP (C,D) en arrels
d’Arabidopsis transformades En les imatges de microscopia confocal s’observa el canvi morfologic produit pel

citoplasma. mc: membrana plasmatica, pc: paret cel-lular. Barres 10 pm.

2.7.2.3- Microtibuls

Per comprovar si també en Arabidopsis existia colocalitzacié amb els microtiibuls es van fer
creuaments entre plantes transgeniques LC-YFP i plantes transgéniques sobreexpressores
d’a-tubulina, TUA6-RFP (Figura R49). Les imatges van mostrar una certa colocalitzacié entre
LC-YFP i TUA6-RFP, sobre tot a la periferia cel-lular tant en fulla com en hipocotil, perd no es
va observar colocalitzacié a la part més interior del citoplasma i a més, LC-YFP marcava el

nucli mentre que TUA6-RFP no.

90



Resultats

LC-YFP TUAG6-RFP Solapament Transmissio

.
.

Figura R49. Distribucié del marcatge fluorescent a cel-lules de I'hipocotil i la fulla de plantes d’Arabidopsis
obtingudes del creuament entre LC-YFP i TUA6-RFP. Les imatges (A-D) corresponen a cél-lules de cotiledd i (E-F)

FULLA

py

HIPOCOTIL

a cél-lules d’hipocotil. La distribuciép del fragment LC-YFP es representa en verd i TUA6-RFP en vermell. Barres
10pm.

A continuacié per comprovar aquesta colocalitzacié amb el microtubuls es van tractar a les
plantes transgeniques LC-YFP amb la droga antimitotica metil-amiprofos que indueix la
despolimeritzacié dels microtubuls (Figura R50). Com control es van utilitzar plantes TUA6-
GFP.

En les plantes que s’expressen TUA6-GFP I'accié de la droga va produir un canvi drastic del
patr6 de distribuci6, desapareixent les estructures filamentoses (Figures R50 A i C) i
apareixent una distribucié més dispersa (Figura R50 B i D). Aixd va confirmar que 'acci6 de
la droga és I'esperada.

La distribuci6 dels marcatges també va canviar de manera considerable en aplicar la droga a
les plantes transgéniques LC-YFP (Figura R50 F i H). En els cotiledons el senyal es va
dispersar en forma de punts distribuits pel citoplasma, mantenint-se cert marcatge en el nucli
(Figura R50 F). L’efecte en I'hipocotil va ser menys clar encara que també es va observar
I'aparici6é d’estructures puntuals disperses perd mantenint el marcatge en el nucli (Figura
R50 H).
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Figura R50. Efecte de la droga metil-amiprofos (10 uM durant 2 dies) en cotiledons i hipocotils d'Arabidopsis
TUA6-GFP i LC-YFP. Barres 10 um.

El mateix tractament aplicat a les plantes LICC1-YFP i CRA-YFP va produir un efecte molt
menys drastic (Figura R51). La droga va provocar certs canvis en la distribuci6 de LICC1-YFP
(Figura R51 I-L), pero l'efecte va ser gairebé nul en la distribuci6 de CRA-YFP (Figura R51
M-P).
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Figura R51. Efecte de la droga metil-amiprofos (10 uM durant 2 dies) en cotiledons i hipocotils en Arabidopsis

LICC1-YFP i CRA-YFP. Barres 10 pm.
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2.7.2.4- Cossos lipidics

LICC1-YFP i CRA-YFP a les puntes d'arrel van donar una distribucié en punts més o menys
dominant (Figura R46). Aquestes estructures puntuals poden ser moltes coses perd, com ja
s'ha vist, a suspensions cel-lulars BY2 apareixen punts semblants que corresponen a cossos
lipidics (Figura R33). Per aix0 es van tenyir amb Nile Red les puntes de les arrels de plantes
LICC1-YFP i CRA-YFP i amb la intenci6é d’observar la possible colocalitzacié. En la Figura R52
es pot observar com en les plantes transformades amb les construccions LICC1-YFP i CRA-
YFP els punts que es formen colocalitzen majoritariament amb el marcatge amb Nile Red
(vermell). En Col 0 es marquen també cossos lipidics. Es pot concloure que, de la mateixa
manera que en les cel-lules BY2, la proteina LICC1-YFP esta en gran mesura associada a
cossos lipidics. La mateixa distribuci6 es va observar per al fragment CRA-YFP.

Nile Red Solapament Transmissio

Col 0

LICC1-YFP

CRA-YFP

Figura R52. Colocalitzaci6 de LICC1-YFP i CRA-YFP en arrels d’Arabidopsis amb Nile Red. Es van fer servir plantes
Col0 com a control. Barres 5 - 10 - 5 pm respectivament.
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2.7.3- Fenotip
2.7.3.1- Efectes sobre el creixement de les plantes

Es van estudiar les diferéncies en la germinaci6, mida de les fulles de la roseta, mida i forma
de Tl'arrel i la mida i velocitat de aparici6 i creixement de les tiges per saber si la
sobreexpressi6 de LICC1-YFP o els seus fragments produien algun efecte sobre el
desenvolupament de les plantes d’Arabidopsis.

Inicialment es va avaluar la germinacié i la mida de les arrels de les plantes transgeniques
comparades amb Col0 i 35S-YFP. Totes elles van ser crescudes en medi MS-0.5X amb
vitamines i sense antibiotic. No es va trobar cap tipus de diferencia ni en la germinaci6 ni en
la llargada de les arrels.

Posteriorment es va estudiar I'aparici6 i velocitat de creixement de la tija floral. En la Figura
R53 es mostra el dia en qué comenga a apareixer la tija a les diferents linies (es van fer servir
tres linies transformades independentment per construccid). Totes les dades que es mostren
son promitjos de les mesures de trenta plantes. Es va observar que la tija floral apareixia
entre dos i vuit dies més tard en totes les linies transgéniques respecte a ColO.

=
o
HH

Dies

linia 0—> 2 3 8 2 3 7 2 4 123
wit licc1-yfp cra-yfp Ic-yfp

Linies Sobreexpressades

Figura R53. Dia d’aparicid de la tija en condicions de LD a plantes d'Arabidopsis thaliana salvatges wt (Col0) i a
plantes transgéniques liccl-yfp, lc-yfp i cra-yfp. Els nimeros representen el nom de cadascuna de les linies
transformades de manera independent.

També es va mesurar la velocitat de creixement de les tiges comptant els dies que trigaven a
arribar a l'alcada maxima (Figura R54). Es pot observar com les plantes transgéniques van
créixer més lentament que el control.
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e

Dies

linia —

wt licc1-yfp cra-yfp Ic-yfp

Linies Sobreexpressades

Figura R54. Velocitat de creixement de les tiges en condicions de LD a plantes d'Arabidopsis thaliana salvatges wt,
(Col0) i a plantes tragseniques liccl-yfp, lc-yfp i cra-yfp. Els nimeros representen el nom de cadascuna de les

linies transformades de manera independent.

També es va mesurar la llargada maxima de les tiges (Figura R55). En aquest cas les plantes
transgéniques van créixer més que el control en quasi tots els casos.
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Allargada tija (cm)

linia — 2 3 8 2 3 7 2 4 123
wt licc1-yfp cra-yfp Ic-yfp

Linies Sobreexpressades

Figura R55. Mida maxima de les tiges en condicions de LD a plantes d'Arabidopsis thaliana salvatges wt, (Col0) i a
plantes tragséniques liccl-yfp, lc-yfp i cra-yfp. Els nimeros representen el nom de cadascuna de les linies

transformades de manera independent.
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En la Figura R56 es representa la mida de la fulla més gran de les diferents plantes a les sis
setmanes de creixement en terra. En la majoria de les linies transgéniques la mida de les

fulles és significativament superior que el control.
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Figura R56. Area en cm? de la fulla més gran de la roseta a les sis setmanes de creixement en terra en condicions
de LD a plantes d'Arabidopsis thaliana salvatges wt, (Col0) i a plantes tragséniques licc1l-yfp, lc-yfp i cra-yfp. Els
nuimeros representen el nom de cadascuna de les linees transformades de manera independent.

En resum, la sobreexpressi6 de liccl-yfp i dels seus fragment produeix alteracions
significatives en el creixement de les plantes: retarda l'aparicié de la tija floral, retarda el
creixement de la tija, pero, augmenta lleugerament la mida maxima de la tija i augmenta la

superficie de les fulles de la roseta.

2.7.3.2- Tolerancia a 'estres hidric

En els experiments anteriors es va observar que les plantes liccl-yfp semblaven mantenir un
estat hidric millor que les de control. Per aixd es va dissenyar un experiment per tal de
confirmar-lo. Concretament, es van fer créixer en paral-lel plantes Col0 i plantes liccl-yfp en
terra i en condicions ambientals controlades. Les plantes es sembraren en testos individuals.
Es va pesar la mateixa quantitat de terra en cada test i es rega amb la mateixa quantitat
d’aigua amb la proporcié d’adob : aigua de 1:3. Es van regar durant quatre setmanes en
condicions de dia llarg i aleshores es van deixar de regar durant tretze dies. Durant aquest
tractament les plantes van mostrar simptomes de deshidratacié i perdua de turgencia. En la
Figura R57 A es mostra I'aspecte d’algunes plantes sotmeses a I'estrés hidric. Passats tretze
dies es van tornar a regar. Per quantificar la tolerancia a la sequera es va determinar el
nombre de plantes que van estar vives després de set dies de tornar-les a regar. Els valors es
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van expressar en forma de percentatge de supervivencia (Figura R57 B). Es van fer dos
experiments independents comparant cinquanta plantes de la linia transgenica licc1-yfp amb
la linia salvatge Col0. Les plantes de la liniea transformada liccl-yfp van resistir millor la

deshidrataci6 que les plantes control (Col0).

A

liccl-yfp

! -

% Supervivéncia

wt liccl-yfp

Figura R57. Supervivencia a I'estres hidric de les plantes transgéniques liccl-yfp. A, aspecte de les plantes de les
linies transgenica liccl-yfp i wt (Col0) després de tretze dies d’estres hidric seguit de set dies de reg.. B,

representacié grafica en percentatge de la supervivéncia de les plantes a 'estrés hidric.

2.7.4- Canvis en l'acumulacioé i distribucié de la fluorescéncia en resposta a I'estres
hidric

2.7.4.1- Canvis en I'acumulacié de LICC1-YFP a les cél-lules de guarda dels estomes de
plantes sotmeses a estrés hidric

Per dur a terme l'estudi es van fer créixer llavors Col0O i liccl-yfp en medi MS-0.5X amb
vitamines. Després d’'una setmana els estomes es van observar al microscopi confocal. Es va
muntar un tros de la planta sobre el porta, tapant-la amb el cobreobjectes sense cap tipus de
medi de muntatge i deixant-la durant vint minuts. En les plantes control es va observar un
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tancament dels estomes i un cert senyal de fluorescencia que corresponia a
I'autofluorescéncia de les parets de la part central de les cél-lules de guarda dels estomes
(Figura R58 A i E). En les plantes transgéniques, a més de I'autofluorescéncia, en les parets
internes es va observar un senyal al citoplasma i al nucli de les cél-lules de guarda. La
intensitat d’aquest senyal augmentava en condicions d’estrés, tot i que la distribucid
subcel-lular era semblant (Figura R58 C i G). La quantificacié de la intensitat de vint estomes
de tres fulles va revelar que el promig dels valors era molt més gran en les plantes
estressades que en les no estressades (Figura R59).

wt licc1-yfp

No estrés

Estres

Figura R58. Distribucid subcel-lular de LICC1-YFP a les cél-lules estomatiques de fulles d'Arabidopsis thaliana

sotmeses a estrés hidric. wt, correspon a plantes Col0. Barres 10 pm.

Figura R59. . Intensitat de la

14 B fluorescéncia de les cél-lules de

guarda dels estomes de fulles
2 d'Arabidopsis thaliana sotmeses
0o no a estrés hidric. wt
correspon a Col0. Les dades son

10

el resultat de la mesura de vint
estomes per fulla en un total de

tres fulles.

Intensitat de fluorescéncia

L ——

No estrées Estres No estrés Estres

wt licc1-yfp
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2.7.4.2- Canvis en la localitzacio subcel-lular de LC-YFP a plantes sotmeses a estrés hidric

El fragment LC-YFP va mostrar una distribucié citoplasmatica més o menys uniforme a les
fulles d’Arabidopsis (Figura R43), pero es va observar que si les fulles es deixaven en sec uns
vint minuts en observacié al microscopi comencaven a apareixer uns punts de marcatge
intens al citoplasma (Figura R60). Aquests punts no apareixien en plantes transformades
només amb yfp. Les observacions es van repetir, confirmant que els punts només apareixien
en fulles lc-yfp quan sén sotmeses a dessecaci6. Amb fulles yfp no es veia cap tipus de
formacié de punts durant els vint min. (Figura R60 G,H), ni inclis durant una hora (no es
mostra cap imatge).

Els punts que apareixen amb la dessecacié recorden als cossos lipidics per la qual cosa es va
repetir 'experiment de dessecaci6 tenyint les fulles amb Nile Red. Les observacions mostren
que una part dels senyals corresponents a LICC1-YFP colocalitzen amb els cossos lipidics En
la Figura R61 es pot observar com existeix certa colocalitzacié, indicant que al menys part
dels punts corresponen a cossos lipidics. L’experiment es va realitza paral-lelament amb LC-
YFP i CRA-YFP, confirmant la colocalitzacio.

LC - YFP YFP

Figura R60. Efecte de I'estrés hidric sobre la localitzacié subcel-lular de LC-YFP en cél-lules de fulles d’Arabidopsis
thaliana. Localitzacié subcel-lular de LC-YFP i de YFP sense estrés (t=0) i després de 20 minuts de dessecaci6
(t=20).
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Figura R61. Efecte de I'estrés hidric sobre la localitzaci6 subcel-lular en cel-lules de fulles i hipocdtil d’Arabidopsis
thaliana. Co-localitzacié de LICC1-YFP, LC-YFP, CRA-YFP amb els cossos lipidics tenyits amb Nile Red (vermell).
Barra 10 pm.
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DISCUSSIO

1- IDENTIFICACIO DE GENS D’EXPRESSIO EN EMBRIO JOVE DE BLAT DE MORO

El procés del desenvolupament de la llavor i en concret de 'embrié de blat de moro ha estat
estudiat sota diferents perspectives des de fa decades. Per exemple, Kiesselbach va publicar
en 1949 un dels primers estudis detallats del desenvolupament del blat de moro a nivell
citologic, incloent gametes, embrié i llavor completa basant-se en microscopia oOptica
(Kiesselbach, 1949). Aquests estudis van mostrar que la fase inicial del desenvolupament
embrionari consisteix en la formacié de les estructures basiques (fins als 15 DAP,
aproximadament) i les fases posteriors en el seu creixement i maduracié.

El desenvolupament técnic ha anat afegint noves perspectives i dades a l'estudi del
desenvolupament de I'embri6 del blat de moro. En 1989, Kriz va demostrar que les globulines
son les proteines de reserva més abundants a l'embriéo (Kriz, 1989) i les analisis
bioquimiques i de mutants van permetre identificar I'important paper de les hormones
vegetals (acid abscisic i gibberel-lina) durant el desenvolupament, maduracié i germinacié de
I'embrié (McCarty, 1995).

L’aparici6 de les omiques ha revolucionat els estudis de la biologia molecular ja que generen
grans quantitats d’informacié sobre gens transcrits, proteines acumulades i metabolits
presents en cadascuns dels teixits o tipus cel-lulars, en diferents fases del desenvolupament o
sota diferents condicions ambientals. L’embriogénesi vegetal i, en particular, el
desenvolupament de la llavor del blat de moro no ha estat una excepcié. Per exemple, un
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estudi basat en micromatrius va descriure el 2002 els patrons d’expressié de 900 gens de blat
de moro durant el desenvolupament de I'embri6é (Lee et al, 2002). Més recentment, els
avencos técnics i la seqlienciacié de genomes complets han permés estudiar els patrons
d’expressi6 de més de 30.000 gens de blat de moro en diferents organs i estadis de
desenvolupament, inclos 'embrié (Sekhon et al,, 2011). A més, el desenvolupament de les
tecniques de seqiienciacié massiva de transcrits (RNA-seq) i la reduccio dels seus costos han
facilitat la generaci6 de grans quantitats d’informacié sobre el transcriptoma en moltes
especies i etapes del seu desenvolupament, incloent el de I'embri6 del blat de moro, generant
atles molt detallats d’expressié basats en bilions de seqiiencies (Sekhon et al., 2013; Teoh et
al., 2013; Chen et al.,, 2014; Martin et al., 2014; Salvo et al., 2014; Seaver et al., 2015; Zhan et
al., 2015). Gracies a aquests estudis s’han descobert els gens que s’expressen en les diferents
etapes i parts de '’embrié des de les primeres divisions cel-lulars fins a la dessecacio, en els
que s’han identificat possibles casos de splicing diferencial. A més, la seqiienciacié massiva de
micro RNAs també ha contribuit a mostrar la seva importancia en la regulacié del
desenvolupament de la llavor del blat de moro (Zhang et al., 2009).

En conjunt, tots aquests estudis han permeés descriure un atles d’expressié génica detallat
associat als canvis morfologics i metabdlics que es donen durant el desenvolupament de
I'embri6. Malgrat els notables avengos en la comprensié d’aquests processos encara es
desconeix la funcié d’'un gran nombre dels gens identificats en els estudis del transcriptoma
del blat de moro. Es, per aixo, clau avancar en el coneixement de les funcions dels gens de blat
de moro anotats i interpretar el seu paper en el processos moleculars i cel-lulars relacionats
amb el desenvolupament de 'embrié. Aquesta és la raé per la qual, aquest treball s'ha centrat
en determinar les possibles funcions de tres gens de funcié desconeguda i no tant en els
aspectes del transcriptoma, molt millor detallats en altres estudis.

2. DESENVOLUPAMENT DE LA LLAVOR DE BLAT DE MORO I GENS DE DEFENSA: MCYL

Les plantes estan equipades amb nombrosos mecanismes de proteccié contra els patogens
(bacteris, fongs o virus). Alguns d’ells s’activen com a resposta a I'atac del patogen, pero en
altres casos s’expressen de manera constitutiva, formant una primera barrera de defensa
(Garcia-Olmedo et al., 1998). Unes de les molécules responsables d'aquestes respostes son les
AMPs (antimicrobial peptides). Les AMPs son proteines petites i d’estructura diversa que
tenen en comu la seva capacitat d'atacar patdgens. Algunes d’aquestes proteines s’han
identificat en els embrions i/o I'endosperma d’algunes llavors (Nawrot et al., 2014).

Dintre dels gens que hem trobat que es transcriuen a I'embrié immadur de blat de moro s’ha
identificat un que hem designat com mcyll, de Maize Cyclotide-Like 1, que codifica una
proteina estructuralment relacionada amb la familia de proteines de plantes CYCLOTIDE,
pertanyent al grup dels AMPs. S’ha descrit que les proteines CYCLOTIDE tenen activitats

antimicrobiana i insecticida, entre d'altres.
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La caracteristica més remarcable de les proteines CYCLOTIDE és la seva capacitat per formar
estructures secundaries cicliques basades en la formaci6 de ponts disulfur entre residus de
cisteina. Concretament, presenten sis residus cisteina completament conservats que
permeten la formacié de tres ponts disulfur i el manteniment d'una estructura secundaria
estable (Craik, 2006; Figura D1).
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Figura D1. Seqiiencies de  proteines CYCLOTIDE de  diverses especies de  plantes
(https://en.wikipedia.org/wiki/Cyclotide). Les linies inferiors indiquen interaccions entre residus cisteines.

MCYL1 té una estructura similar a les CYCLOTIDE, amb residus cisteina ben conservats
distribuits al llarg de la seqiiencia (Figura R5). La distribuci6 dels sis residus cisteina més
conservats és semblant a 'observada a les CYCLOTIDE del grup Moebius perd amb certes
diferéncies (Figura D2).

Cisteina 1 2 3 4 5 6
Cyclotides Moéebius C - X3 - C - X, - C-X, - C-X, -C-X,-2¢C

MCYL1 C-%X,-C=-X3-C=X5s-C~-X5-C =Xy -C

Figura D2- Conservacio dels residus cisteina a les proteines CYCLOTIDE de tipus M6ebius comparat amb MCYL1.

Les distancies entre les cisteines 1-2-3 i les 4-5-6 semblen estar invertides mentre que la
distancia entre les cisteines 3 i 4 és molt més gran en MCYL que en CYCLOTIDE. Aquesta
distribuci6 diferent no impediria, pero, que la proteina formés estructures estables
semblants.

Un altre punt en comu és la presencia d'un peptid senyal en I'extrem N-terminal que
suggereix que MCYL1 es sintetitza en el reticle endoplasmatic com una pre-proteina
secretada, com s’ha demostrat per a altres peptids antimicrobians expressats durant el
desenvolupament dels grans de blat de moro (Serna et al., 2001).
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MCYL1 no conté, pero, el residu Asn C-terminal, present en les CYCLOTIDE, que resulta
essencial com a lloc de reconeixement de la tiol-proteasa, enzim responsable de la ciclaci6 de
les CYCLOTIDE. Aixo suggereix que MCYL1 podria correspondre a una variant aciclica de les
CYCLOTIDE. S’han identificat previament variants acicliques de CYCLOTIDE en plantes
dicotiledonies i monocotiledonies, incloent les Poaceae (Nguyen et al., 2013).

Una altra caracteristica que acosta MCYL1 a les CYCLOTIDE és que els membres d’aquesta
familia solen presentar patrons d’expressié molt especifics de teixit (Trabi i Craik, 2004).
Hem vist com mcyll s’expressa especificament en 'embrié i en la capa de transferéncia de
I'endosperma basal (BETL) de llavors de 10 DAP, que es un patr6 d'expressio forca especific
que coincidiria amb aquesta caracteristica. A més a més, aquest patr6 d’expressio és similar a
I'observat en altres gens que codifiquen AMPs a blat de moro, com ZmESR-6 o diversos gens
bap (Balandin et al., 2005; Serna et al., 2001). Aquest patré d'expressio és interesant ja que el
pedicel és un possible punt d'entrada dels patogens a la llavor des del teixit matern. El
patogen pot seguir el flux dels nutrients, és a dir, des del pedicel a I'endosperma a través de la
BETL i des del ESR (embryo surrounding endosperm) al suspensor. En conseqiiéncia, no és
estrany que gens implicats en la defensa s'expressin especificament en aquestes zones, com
s’ha observat per a ZmESR6 i BAP2, i també per a mcyl1.

En conjunt, aquestes dades suggereixen que MCYL1 esta implicat en la proteccié contra
patdgens en les llavors immadures.

3. MICROTUBULS, CITOESQUELET I DESENVOLUPAMENT EMBRIONARI

Els microtibuls sén importants per a moltes funcions cel-lulars en animals i plantes com la
determinacié de la forma i polaritat de les cél-lules, la seva organitzaci6 interna, el transport
de i entre organuls o la divisi6 cel-lular (Sedbrook 2004). Estant els microtubuls implicats en
totes aquestes funcions no resulta estrany que quatre dels gens identificats en la llibreria
d’embrié immadur codifiquin proteines relacionades d’'una manera o altra amb els
microtibuls. En aquesta Tesi hem estudiat més en detall dos d'ells: un membre de la familia
MAP65 i liccl.

El cDNA MMH3 correspon a un gen (GRMZM2G030284) que codifica una proteina de la
familia de les MAP65 (microtubule associated protein 65). Les proteines MAP65 codifiquen
proteines amb un pes molecular de I'ordre d’'uns 60-65 kDa que es troben a plantes, fongs i
animals, i poden interaccionar amb els microtibuls on assumeixen diferents tasques (Chang-
Jie i Sonobe, 1993). S'ha trobat que en cél-lules vegetals MAP65 intervé en molts processos
com la formacié de la paret cel-lular primaria, la divisié i allargament cel-lular, en el
creixement de l'arrel, en la senescencia foliar, 'estabilitzaci6 dels microtibuls durant
condicions d’estres ambiental, en el desenvolupament de les cél-lules gegants durant la
infecci6 de nematodes en l'arrel, etc. (Mao et al., 2006; Keech et al, 2010;. Lucas et al, 2011;.
Soares et al, 2011;. Dhonukshe et al., 2012; Smertenko et al, 2004; Mao et al, 2005; Caillaud et
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al., 2008). MAP65 realitza aquestes funcions estabilitzant els microtiibuls mitjancant la
formacié de ponts creuats (Chang-Jie i Sonobe 1993). Els genomes de plantes contenen
multiples gens de la familia MAP65 repartits entre diferents subfamilies que tenen propietats
i funcions diferents (Neumann et al. 2008).

El gen GRMZM2G030284 es transcriu de manera exclusiva en estadis primerencs del
desenvolupament de I'embri6 i la llavor. Aquest patré d’expressié fa pensar que la seva funcié
estaria relacionada amb la divisi6 cel-lular, la determinacié del patr6 o I’elongaci6 cel-lular.
L’analisi filogenetica mostra que GRMZM2G030284 pertany al mateix grup que les proteines
d’Arabidopsis AtMAP65-3, AtMAP65-4 i AtMAP65-9. Les dues primeres s’expressen sobretot
en el meristem apical, en la llavor i en flors immadures, mentre que, Atmap65-9 (At5g62250)
s’expressa Unicament en el pol-len. El gen de blat de moro identificat s’expressa en embrio i
en llavor immadura, mentre que en embrions més madurs la seva expressidé es concentra en
les zones meristemiques (Figura R11), la qual cosa suggereix una major similitud funcional
amb Atmap65-3 (At5g51600) i Atmap65-4 (At3g60840). Els mutants de AtMAP65-3 (pleiade
(ple)) presenten defectes en la morfogenesi de l'arrel i l'embri6, produint cel-lules
multinucleades i amb parets cel-lulars incompletes (Hussey et al., 2002; Miiller et al., 2004).
En la interfase AtMAP65-3 s’associa amb els microtubuls corticals i amb els microtibuls
propers al nucli, pero durant la citocinesi esta només present en el centre del fragmoplast
(Mtller et al. 2004; Van Damme et al. 2004). La localitzaci6 subcel-lular i el fenotip dels seus
mutants indiquen que AtMAP65-3 és necessari per a la culminacié de la citocinesi. AtMAP65-
4 no es localitza en els microtibuls corticals, sino en els perinuclears i en el fus mitotic (Van
Damme et al, 2004), on sembla que contribueix a les connexions laterals entre els
microtibuls del fus i a la iniciacié de la formacié del cinetocor (Fache et al, 2010). No
existeix cap informacid sobre la localitzacié subcel-lular o possibles funcions de AtMAP65-9.

Aquestes dades no permeten aventurar cap possible funcié per al gen GRMZM2G030284. Les
dades d’expressié podrien relacionar-lo tant amb el procés de divisié6 com el d’elongacié, o
ambdds. Estudis de localitzacié subcel-lular i d’inactivacié del gen permetran en un futur
determinar la seva funcio.

4. CARACTERITZACIO MOLECULAR DE LICC1

4.1. Gens licc1 en plantes

Tots els genomes eucariotes contenen gens que codifiquen proteines LICC en un nombre més
o menys gran. Per exemple, els genomes del blat de moro i I'arros contenen tres gens, el
genoma d’Arabidopsis en conté cinc, el genoma de Physcomitrella en conté set i el genoma
huma en conté dos. Un estudi filogenetic indica que els gens licc estan dividits en dos grans
grups. Els dos grups estan representats en tots els grups filogenétics perd amb diferent
nombre de copies. Fins ara els Uinics gens caracteritzats d'aquesta familia pertanyen a llevat o
humans.

109



Discussio

El genoma de llevat conté una sola copia de gen licc anomenat gid8 que, si bé pertany al grup
1, presenta diferencies respecte a la resta dels membres d'aquest grup i es localitza separat
de la resta en l'arbre filogenétic. GID8 va ser identificat com part del complex GID que intervé
en la degradacié de la fructosa-1,6-bifosfatasa durant l'aturada de la gluconeogénesi
(Regelmann et al., 2003), pero és probable que aquesta no sigui la seva tnica funcié (Santt et
al., 2008). El genoma huma conté dos gens codificant proteines LICC anomenats twal i maea.
Les proteines TWA1 i MAEA formen part del complex MRCTLH (anomenat aixi per la
presencia de les proteines Muskelin, RanBPM i cinc proteines amb domini CTLH) que, per la
seva composicid, es pensa que és homoleg al complex GID de llevat (Francis et al., 2013). En
mamifers s'ha demostrat que el complex MRCTLH interactua amb un nombre elevat i divers
de proteines (Suresh et al., 2012), la qual cosa suggereix que esta implicat en maultiples
funcions com ara la regulacié de la estabilitat d'algunes proteines, la del cicle cel-lular o la
d'altres processos cel-lulars encara no definits (Suzuki et al., 2008; Tomaru et al, 2010;
Francis et al., 2013).

El gen liccl ha estat identificat per la seva expressié en embrié immadur del blat de moro
pero els posteriors analisis han demostrat que s’expressa en tots els organs i estadis de
desenvolupament tot i que l'acumulaci6 de mRNA és més gran a les anteres, llavors
immadures i, més especificament, als embrions. L'acumulacié de la proteina també es déna en
tots els teixits i condicions analitzades en quantitats més o menys similars, tot i que si que
s'observen diferencies en la mida de la proteina. La mida teodrica de la proteina deduida a
partir de la seva seqiiencia aminoacidica és de 26 kDa. Tot i que en molts casos s'observa una
banda d'aquesta mida, no és la més abundant. En canvi, una altra banda d'una mida aparent
d'uns 29 kDa apareix en totes les mostres i en major quantitat. També hem observat en
alguns cassos bandes de mida superior. Aquests resultats indiquen que LICC1 podria
presentar diferents formes degudes a modificacions postraduccionals. Tot i que no tenim
dades experimentals al respecte, les diferencies de pes molecular entre les formes observades
i la presencia de possibles llocs de fosforilaci6 semblen indicar que sigui aquesta la
modificacié que pateix LICC1. En qualsevol cas, com ja es comentara més endavant, aquestes
modificacions semblen afectar la distribucié subcel-lular de LICC i la seva capacitat
d'interacci6 amb altres proteines, la seva estabilitat, i, en conseqiéncia, la seva funcié. La
natura exacta de les modificacions i el seu control seran objecte d’estudi en futurs treballs.

4.2. Dominis LisH, CTLH i CRA interaccions amb proteines

Els dominis proteics LisH, CTLH i CRA han estat descrits com a responsables d'interaccions
proteina-proteina. Aquest dominis es poden presentar en combinaci6 amb d'altres. S'ha
descrit que la funcié del domini LisH pot ser tant la d’afavorir la homodimeritzacié com la
d'interactuar amb els microtibuls o altres proteines (Emes i Ponting, 2001). No s’ha descrit
cap funci6 concreta pel al domini CTLH tot i estar involucrat en interaccions entre proteines
(Umeda et al., 2003). Per ultim, el domini CRA també és un domini d’interacci6 proteina-
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proteina sense unes funcions especifiques descrites (Menon et al., 2004). Les nostres dades
experimentals estarien d'acord amb aquestes funcions dels dominis.

4.2.1.Formacié de complexos

L'experiment de centrifugacié diferencial (Figura R20) indica que LICC1 forma part de
complexos d'alt pes molecular. Probablement LICC1 forma part de més d'un complex ja que
apareix en la fracci6 precipitada tant després de centrifugar a només 10000 g com a 200000
g. S'observa, pero, que les formes de LICC1 que precipiten sén en part diferents ja que a
velocitats de centrifugacio altes apareix en el precipitat una banda d'una mida aparent d'uns
40 kDa que no s'observa a la resta de les mostres. Aquesta banda probablement correspon a
una modificaci6 postraduccional de LICC1 que, toti que no en tenim dades que ho demostrin,
podria correspondre a una ubiquitinacid. S'ha descrit que el complex GID/MRCTLH té
activitat ubiquitin ligasa (Santt et al., 2008). D'altra banda, inclis després de centrifugar a
200000 g una part de la proteina segueix apareixent al sobrenedant i, per tant, no forma part
de complexos proteics de gran massa. Tot plegat indica que LICC1 estaria present en
diferents formes i localitzacions: una part seria soluble, una part formaria part d'un complex
de molt alt pes molecular, que, com veurem, podria correspondre als microtibuls, i una altra
part podria formar part d'un complex de mida gran, pero no tant com els microtubuls, i que
podria correspondre, al menys en part, al complex GID/MRCTLH descrit a humans i llevat.
Les modificacions postraduccionals podrien modificar i regular aquestes interaccions.

4.2.2. Interacciéo amb microtubuls

Una de les primeres funcions descrites per al domini LisH va ser la de mediar a la interacci6
amb els microtibuls. La proteina RanBPM va ser descoberta per primer cop associada al
microtubule organizing center (Nakamura et al., 1998), tot i que després es va descobrir que
només hi esta parcialment localitzada al microtubule organizing center (Nishitani et al.,, 2001).
De tota manera, s'han descrit altres proteines amb dominis LisH que interaccionen amb
microtibuls com RanBP10 (Salemi et al., 2014), nementin (Atabakhsh et al., 2012), o MKLN1,
que participa en el transport a través dels microtibuls del receptor GABAx depenent de
dineina (Pfirrman et al,, 2015).

Les nostres dades indiquen que LICC1 interacciona amb els microtubuls in vitro i que
colocalitza, al menys parcialment, amb els microtibuls in vivo. A més a més, 'aplicacié de
drogues que desestabilitzen els microtibuls produeix canvis importants en la distribucio6
subcel-lular de LICC1. Aquesta interacci6 sembla dependre de les condicions ambientals ja
que, per exemple, LICC1 sembla desplacar-se cap als cossos lipidics sota condicions d'estreés.

La part de la proteina que conté els dominis LisH-CTLH és la responsable de la colocalitzaci6
amb els microtubuls. El fragment LC també mostra una certa localitzacié nuclear perd aixo
podria ser degut a que la petita mida del fragment (40 kDa) facilitaria la difusié passiva en el
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nucli (Wang i Brattain, 2007). Les possibles funcions derivades d'aquesta interaccié ens sén
desconegudes. Els microtibuls estan implicats en multiples funcions cel-lulars incloent la
divisié cel-lular, elongacié cel-lular o transport intracel-lular, entre d'altres. En llevat, la
sobreexpressié de GID8 (homoleg a LICC1) accelera l'inici de la replicacié del DNA i la manca
de GID8 retarda el comencament de la replicacié6 del DNA produint un allargament de les
cél-lules (Pathak et al., 2004). GID8 esta parcialment localitzat en el nucli (Huh et al., 2003).
En humans, TWA1 també es localitza en el nucli pero en preséncia de Muskelin es distribueix
en el citoplasma (Umeda et al., 2003). Nosaltres hem observat que la sobreexpressi6 de
LICC1-YFP produeix una reduccié en la taxa de creixement dels calls de tabac i del creixement
de les tiges d'Arabidopsis, 1a qual cosa sembla indicar que la sobreexpressié de LICC1 pot
interferir amb la divisié o bé 'elongaci6 cel-lular. De fet, durant la divisio cel-lular, el fragment
LC es localitza en torn al fus mitotic. D'altra banda, hem observat moviment de vesicules a
través de regions marcades per LICC1, la qual cosa pot indicar que LICC també podria estar
implicada en funcions de transport intracel-lular.

4.2.3. Cossos lipidics

La distribuci6 subcel-lular de LICC1 pot variar segons les condicions o el sistema
experimental emprat. Aixi, 'agroinfiltraci6 de fulles de N. benthamiana i la transformacio
estable de plantes d’Arabidopsis indiquen que LICC1-YFP es localitza al citoplasma amb un alt
grau de colocalitzacié6 amb els microtibuls, en especial els microtibuls corticals. En canvi,
quan es transformen de manera estable cel-lules de tabac BY2, LICC1-YFP esta principalment
associada a cossos lipidics. Aquesta diferent localitzaci6 sembla dependre, al menys en part,
de l'estat d'estres de les cel-lules ja que quan en I'hipocotil d’Arabidopsis que expressen
LICC1-YFP sén sotmeses a deshidratacié s'observa que la localitzacié de LICC1-YFP passa de
citoplasmatica a associada a cossos lipidics. Aquest no és el primer cas observat de proteines
que s'associen amb els cossos lipidics en cas d'estrés. Per exemple, la proteina quinasa
depenent de calci AtCPK1, la caleosina 3 (AtCLO3) i la a-dioxigenasa 1 (a-DOX1) es mouen
cap els cossos lipidics en resposta a l'atac de patogens (Shimada et al., 2014; Coca i San
Segundo, 2010). La funci6 de LICC1 en el cossos lipidics en condicions d'estres és
desconeguda, per0 tenint en compte que probablement LICC1 forma part del complex
GID/MRCTLH i que aquest complex esta involucrat en la degradacié de certes proteines via
ubiquitinacié, és possible que aquesta també sigui la seva funcié en plantes i que aquest
procés tingui lloc en la superficie dels cossos lipidics. Cada cop hi ha més dades que indiquen
que els cossos lipidics tenen altres funcions més enlla de la de ser cimuls de reserves, una
d’aquestes noves funcions en plantes podria ser la de respondre a I'estres (Shimada et al,
2014; Shimada i Hara-Nishimuda, 2015; Welte, 2015). S'ha proposat que la superficie dels
cossos lipidics podria servir com a aglutinador per a certes reaccions o interaccions entre
proteines. Per exemple, se sap que els virus HCV i Dengue fan servir la superficie dels cossos
lipidics per ensamblar les capsides (Welte, 2015). Es a dir, la superficie del cos lipidic podria
actuar com una mena de scaffold per mediar les interaccions entre proteines o altres
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components cel-lulars. Curiosament, també s'ha atribuit aquesta mateixa funcié de scaffold al
complex GID/MRCTLH. No resulta agosarat pensar que el complex GID/MRCTLH podria fer
servir la superficie dels cossos lipidics com a suport per interaccionar amb certes proteines
només en certes condicions d'estres, donant lloc a reaccions que de moment sén
desconegudes. Una possible funcié podria ser, per exemple, la regulaci6 de I'estabilitat de la
caleosina 4. La caleosina 4 (AtCLO4) esta associada al cossos lipidics, s’expressa en teixits que
no siguin la llavor, incloent estomes, i esta regulada pel ABA exogen (Kim et al., 2011). Els
mutants atclo4 mostren un augment en la tolerancia a l'estrés hidric i les plantes que
sobreexpressen AtCL0O4 mostren una disminucié de la tolerancia a l'estrés. Una possible
funcié de LICC1 podria ser la degradacié de AtCLO4 i aix0 podria explicar l'increment de la
resistencia a l'estrés hidric en plantes transformades d’Arabidopsis que sobreexpressen
LICC1-YFP.

Un altre punt a resoldre és la forma d'unié de LICC1 als cossos lipidics. Les proteines
components estructurals d'aquests organuls (oleosines, caleosines, estereoleosines)
s'uneixen a través d'un domini altament hidrofobic que s'insereix al nucli lipidic (Murphy,
2001), pero LICC1 no conté cap regié amb aquestes caracteristiques. La part responsable de
la localitzacid als cossos lipidics és la C-terminal que conté el domini CRA, un domini d'unié a
proteines. Aquest fet suggereix que LICC1 podria interaccionar amb proteines del cos lipidic
per localitzar-se, mecanisme que ja ha estat proposat anteriorment, per a exemple, per les
proteines OBAP (Ldpez-Ribera et al, 2014). De tota manera, no es pot descartar que la
localitzacié requereix el complex MRCTLH sencer.

4.2.4. Polifenol oxidasa i respostes a estres

Hem vist que LICC1 pot interaccionar amb una polifenol oxidasa. Les polifenol oxidases
(PPOs) s6n enzims que usen l'oxigen molecular per oxidar orto-difenols a orto-quinones
(Tran et al.,, 2012). Les PPOs en plantes van ser inicialment considerades com proteines de
defensa davant d’herbivors, patdgens i amb una expressié induida per ferida (Thipyapong et
al., 1995; Constabel i Ryan, 1998), pero la diversitat de teixits i condicions on s'expressen
suggereix que aquest enzim pot jugar un paper en diferents processos i que també podria
estar relacionat amb la resposta a I'estres hidric (Constabel i Barbehenn, 2008). Moltes PPOs
es localitzen en el cloroplast (Constabel et al., 1996), perd també n’existeixen PPOs no
plastidiques (Tran et al., 2012). En altres casos, com a la patata, quan el teixit no esta danyat
les PPOs es troben en els grans de midd i el citoplasma, pero un cop s’ha produit una ferida
les PPOs es traslladen a la vacuola (Tran et al., 2012).

En condicions normals LICC1 esta localitzat en el citoplasma, la qual cosa ens diu que
probablement LICC1 interactua amb PPOs no cloroplastiques. D'una banda, el fragment CRA
mostra una localitzaci6 en el cloroplast de certs dorgans com en l'hipocotil de plantes
d’Arabidopsis. Aix6 podria voler dir que, sota certes condicions, la proteina LICC1 també
podria localitzar-se als cloroplasts. En qualsevol cas, i donat que no es troben PPO en el
genoma d’Arabidopsis (Tran et al., 2012), aquesta localitzacié no dependria de la presencia de
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PPOs. D’altra banda, en condicions d’estrés les membranes del cloroplast poden ser danyades
i alliberar el contingut, PPOs incloses, en el citoplasma. Llavors LICC1 podria estar
involucrada en la reduccié dels nivells de PPO en el citoplasma després de condicions
d’estres. No existeixen gaires dades que relacionin proteines LICC amb estrés en animals,
pero en humans la proteina Muskelin pot interaccionar amb HO-1 (heme oxygenase-1) que, a
la vegada, esta implicada en la resposta contra l'excés de ROS (Matsumoto et al., 2006). La
relacié entre LICC1 i les PPOs és un punt a resoldre en futurs treballs.

Potser relacionat amb las PPOs, hem observat que la sobreexpressié de LICC1 produeix una
reducci6 la velocitat del creixement i un increment de la resisténcia a l'estrés hidric. Les
variacions en el contingut cel-lular de ROS juguen un paper molt important en la divisid
cel-lular a les plantes (Livanos et al., 2012). Canvis en el ROS afecten, per exemple, a la
polimeritzacié dels microtibuls, a la formaci6 del fragmoplast, a la dinamica de 'embolcall
nuclear, a la segregaci6 cromosomica, o a la formacié de la nova paret cel-lular. Si LICC1
d'alguna manera intervé en la regulaci6 del ROS, la sobreexpressié de LICC1 podria afectar la
velocitat de divisié cel-lular i alterar la mida o la velocitat de creixement de les plantes, i,
d'altre banda, variar els efectes del estrées hidric.

Hem observat un augment en la concentracié de LICC1-YFP en les cel-lules de guarda dels
estomes en condicions d'estrés. Donat que en aquestes plantes el gen liccl-yfp esta sota el
control del promotor 35S i que aquest augment no s'observa en les cel-lules properes del
mesofil de la fulla, hem de deduir que en condicions d'estrés augmenta l'estabilitat de LICC1-
YFP a les cellules de guarda de l'estoma, tot i que desconeixem el mecanisme. Tenint en
compte que LICC1 probablement pot formar part d'un complex proteic, és possible que
I'assemblatge del complex segons les condicions d'estres pugui explicar aquestes diferéncies
en l'estabilitat de la proteina i en la seva localitzacid subcel-lular. Se sap que en humans I'estat
de fosforilaci6 de RanBPM pot canviar en certes condicions d'estrés com el shock osmotic i
que aixo pot alterar la seva localitzaci6 subcel-lular (Denti et al., 2004). Tenint en compte que
RanBPM és el component central del complex MRCTLH, un procés semblant podria explicar
els canvis de localitzaci6 i/o d'estabilitat de LICC1-YFP en condicions d'estres hidric o
depenent del tipus cel-lular on ha estat introduida.

4.3. Complexes MRCTLH de plantes

Els genomes de tots els Eucariotes codifiquen proteines homologues a la majoria de les
proteines que formen els complexos GID i MRCTLH en llevats i humans. Els genomes de
plantes contenen gens homolegs a molts dels components del complex GID/MRCTLH. A
Arabidopsis s'han trobat onze gens (Taula D1), pero la informacié disponible sobre aquestes
proteines és molt reduida (Francis et al, 2013). A Arabidopsis aquestes proteines també
formarien un complex ja que s’ha pogut demostrar la interacci6 entre algunes d'elles, incloent
les interaccions que impliquen proteines LICC (Tomastikova et al., 2012). Aquestes dades
semblen indicar la existéncia a les plantes d’'un complex proteic semblant al GID/MRCTLH
pero no hi ha gaire informacid sobre les seves funcions. Només se sap que a Pinus radiata,
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SEPR11, homoleg d'un dels components del complex MRCTLH, esta implicat en la
reproduccié i desenvolupament de la planta (Aquea et al, 2009) i que a I'arros, OsLIS-L1,
també homoleg d’'un dels components, és necessari per a I’elongaci6é del primer internode i
per a la formacié del gametofit masculi (Gao et al.,, 2012). Les nostres dades indiquen que
LICC1 formaria part d'un complex proteic al blat de moro, tot i que no hem pogut demostrar
interaccions amb altres possibles components del complex MRCTLH.

Taula D1- Gens d'Arabidopsis que codifiquen proteines homologues als components del complex GID/MRCTLH

Arabidopsis Humans Llevat Dominis

) —erin @ -
At1g35470 RanBPM GID1/VID30 \
:LN CTLH CRA
Atlg61150 Twal GID8 @ - <
:LN CTLH CRA
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:LN CTLH CRA
At4g09300 @ - <

At2g22690 ¥ cn.u<:£ <
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Una de les caracteristiques més remarcables del complex MRCTLH és I'enorme potencial dels
seus components interactuar amb d'altres proteines (Menssen et al.,, 2012). Les poques dades
disponibles indiquen que a les plantes el complex MRCTLH també podria interactuar amb
moltes proteines. Es més, donat que a les plantes molts dels gens estan presents en un major
nombre de copies és raonable pensar que la capacitat per interaccionar amb altres proteines
podria ser inclis més gran. A Arabidopsis thaliana s'ha fet un esfor¢ per determinar totes les
possibles interaccions entre les proteines codificades en el seu genoma donant lloc a la base

de dades "The Arabidopsis Interactions Viewer" (http://bar.utoronto.ca/interactions/cgi-
bin/arabidopsis interactions viewer.cgi) que conté 70.944 interaccions predites (Geisler-Lee

et al, 2007) i 36.329 interaccions confirmades emprant diferents metodes, com el doble
hibrid o metodes bioquimics (Popescu et al., 2007; Popescu et al., 2009; Braun et al.,, 2011;
(https://associomics.dpb.carnegiescience.edu/Associomics/Home.html). Si es fa una consulta

d'aquesta base de dades amb els onze gens d'Arabidopsis que codifiquen homolegs dels
components del complex GID/MRCTLH (Taula D1) s'obtenen 239 interaccions (Taula D2). Si
bé no totes han estat demostrades experimentalment, aquest elevat nombre suggereix que
també en plantes els components del complex MRCTLH tenen un ampli potencial
d'interaccions amb altres proteines.

Taula D2.- Proteines que interactuen amb les proteines homologues d'Arabidopsis en el llevat i humana del
complex GID / MRCTLH basat en The Arabidopsis Interactions Viewer (http://bar.utoronto.ca/interactions/cgi-

bin/arabidopsis interactions viewer.cgi).

Gen1l Gen 2 Definici6 gen 2
At1g61150 (Twal) At1g16610 ARGININE/SERINE-RICH 45
At1g61150 (Twal) At3g55070 (MAEA) LisH/CRA/RING-U-box domains-containing protein
At1g61150 (Twal) At4g09340 SPla/RYanodine receptor (SPRY) domain-containing protein
At1g61150 (Twal) At4g33200 MYOSIN XI |
At1g61150 (Twal) At4g37880 (RMD5) LisH/CRA/RING-U-box domains-containing protein
At1g61150 (Twal) At5g08560 (WDR26) LisH and RanBPM domains / WD-40 repeat containing protein
At1g61150 (Twal) At5g43900 MYOSIN 2
At3g55070 (MAEA) At1g09100 26S PROTEASOME AAA-ATPASE SUBUNIT RPT5B
At3g55070 (MAEA) At1959900 PYRUVATE DEHYDROGENASE COMPLEX E1 ALPHA SUBUNIT
At3g55070 (MAEA) At1g61150 (TWAL) LisH and RanBPM domains containing protein
At3g55070 (MAEA) At2g22690 LisH/CRA/RING-U-box domains-containing protein
At3g55070 (MAEA) At2g29540 RNApolymerase 14 kDa subunit
At3g55070 (MAEA) At2g39630 A putative dolichyl-phosphate B-glucosyltransferase
At3g55070 (MAEA) At2g40110 Yippee family putative zinc-binding protein
At3g55070 (MAEA) At3905530 REGULATORY PARTICLE TRIPLE-A ATPASE 5A, RPT5A
At3g55070 (MAEA) At3g29800 P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases
At3g55070 (MAEA) At4g09300 LisH/CRA/RING-U-box domains-containing protein ,LisH and RanBPM domains containing protein
At3g55070 (MAEA) At4g27740 Yippee family putative zinc-binding protein
At3g55070 (MAEA) At4g32410 CELLULOSE SYNTHASE 1
At3g55070 (MAEA) At5g08560 (WDR26) LisH/CRA/RING-U-box domains-containing protein ,transducin family protein / WD-40 repeat family
rotein
At3g55070 (MAEA) At5g45430 grmein kinase superfamily protein
At4g37880 (RMD5) At1g10320 Zinc finger C-x8-C-x5-C-x3-H type family protein
At4937880 (RMD5) At1g30090 Galactose oxidase/kelch repeat superfamily protein
At4g37880 (RMD5) At1g61150 (Twal) LisH/CRA/RING-U-box domains-containing protein ,LisH and RanBPM domains containing protein
At4937880 (RMD5) At1g70290 Trehalose-6-phosphatase synthase S8
At4937880 (RMD5) At1g80830 Natural resistance-associated macrophage protein 1
At4g37880 (RMD5) At3g14120 Undetermined
At4937880 (RMD5) At3g62030 Nuclear-encoded chloroplast stromal cyclophilin CYP20-3
At4g37880 (RMD5) At4g16830 Hyaluronan
At4g37880 (RMD5) At4933200 MYOSIN XI |
At4g37880 (RMD5) At4g37880 (RMD5) LisH/CRA/RING-U-box domains-containing protein ,LisH/CRA/RING-U-box domains-containing
protein
At4g37880 (RMD5) At5g48010 Thalianol synthase 1
At1g35470 (RanBPM) | At4g10570 UBIQUITIN-SPECIFIC PROTEASE 9, UBP9
At1g35470 (RanBPM) At4918040 EUKARYOTIC TRANSLATION INITATION FACTOR 4E1
At1g35470 (RanBPM) At5g14080 Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily protein
At1g35470 (RanBPM) | At5g20020 RAN2, RAS-RELATED GTP-BINDING NUCLEAR PROTEIN 2
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At1g35470 (RanBPM) At5¢55190 RAN GTPASE 3, RAN3

At1g35470 (RanBPM) At5g64320 Pentatricopeptide repeat (PPR) superfamily protein

At1g35470 (RanBPM) Atl1g61150 (TWA1) LisH/CRA/RING-U-box domains-containing protein ,LisH and RanBPM domains containing protein

At1g35470 (RanBPM) At3g55070 (MAEA) LisH/CRA/RING-U-box domains-containing protein

At1g35470 (RanBPM) At4g37880 (RMD5) LisH/CRA/RING-U-box domains-containing protein

At1g35470 (RanBPM) At5g08560 (WDR26) LisH and RanBPM domains / WD-40 repeat containing protein

At1g35470 (RanBPM) At5g43920 (WDR26) LisH and RanBPM domains / WD-40 repeat containing protein

At5g08560 (WDR26) At1g61150 (TWAL) LisH/CRA/RING-U-box domains-containing protein ,LisH and RanBPM domains containing protein

At5g08560 (WDR26) At1g78900 VACUOLAR ATP SYNTHASE SUBUNIT A, VHA-A

At5g08560 (WDR26) At2g22690 LisH/CRA/RING-U-box domains-containing protein

At5g08560 (WDR26) At2g39760 MATH-BTB domain proteins (BPMs)

At5g08560 (WDR26) At2g40110 Yippee family putative zinc-binding protein

At5g08560 (WDR26) At3g06720 IMPAL, IMPORTIN ALPHA

At5g08560 (WDR26) At3g55070 (MAEA) LisH/CRA/RING-U-box domains-containing protein

At5g08560 (WDR26) At4g02150 IMPORTIN ALPHA 3

At5g08560 (WDR26) At4g09300 LisH/CRA/RING-U-box domains-containing protein ,LisH and RanBPM domains containing protein

At5g08560 (WDR26) At4916143 IMPORTIN ALPHA ISOFORM 2

At5g08560 (WDR26) At4g24900 TITAN-LIKE, TTL

At5g08560 (WDR26) At5g19000 nucleus,transducin family protein / WD-40 repeat family protein, BTB-POZ AND MATH DOMAIN 1,
BPM1

At5g08560 (WDR26) AT1G49450 Transducin/WDA40 repeat-like superfamily protein

At5g08560 (WDR26) At1g35470 (RanBPM) RAN-BINDING PROTEIN IN THE MICROTUBULE-ORGANIZING CENTRE, RANBPM, SPRY,
LisH, CTLH and CRA domain-containing proteins

At5g43920 (WDR26) AT1G78070 Transducin/WDA40 repeat-like superfamily protein

At5g43920 (WDR26) AT5G50120 Transducin/WDA40 repeat-like superfamily protein

At5g43920 (WDR26) At1g35470 (RanBPM) RAN-BINDING PROTEIN IN THE MICROTUBULE-ORGANIZING CENTRE, RANBPM, SPRY,
LisH, CTLH and CRA domain-containing proteins

At4909340 Atlg61150 (TWA1) LisH/CRA/RING-U-box domains-containing protein ,LisH and RanBPM domains containing protein

At4g09340 At4g26630 DEK-DOMAIN CONTAINING PROTEIN 3, DEK3

At2922690 At1g59900 PYRUVATE DEHYDROGENASE COMPLEX E1 ALPHA SUBUNIT

At2g22690 At2g40110 Yippee family putative zinc-binding protein

At2922690 At3g55070 (MAEA) LisH/CRA/RING-U-box domains-containing protein

At2922690 At4g27740 Yippee family putative zinc-binding protein

At2g22690 At5g08560 (WDR26) LisH and RanBPM domains / WD-40 repeat containing protein

At2922690 At2g38880 nucleus,zinc ion binding ,ATHAP3

At2g22690 At5g27970 zinc ion binding ,ARM repeat superfamily protein

At2g22690 At5¢65180 zinc ion binding ,ENTH/VHS family protein

At2922690 At1g06790 zinc ion binding ,RNA polymerase Rpb7 N-terminal domain-containing protein

At2g22690 At4g33100 Mitochondrial distribution/morphology family 35

At2922690 At5952640 HEAT SHOCK PROTEIN 83

At2922690 AT5G67320 HIGH EXPRESSION OF OSMOTICALLY RESPONSIVE GENES 15, HOS15

At2g22690 At2g13370 CHROMATIN REMODELING 5, DEAD-like helicase

At4g09300 At3g55070 (MAEA) LisH/CRA/RING-U-box domains-containing protein

At4g09300 At5g08560 (WDR26) LisH and RanBPM domains / WD-40 repeat containing protein

At4g09300 At4g09300 LisH/CRA/RING-U-box domains-containing protein ,LisH and RanBPM domains containing protein

At4g09300 At5g20490 MYOSIN XI K

At4g09300 At5g09630 LisH/CRA/RING-U-box domains-containing protein

AT5G67320 At1g02690 IMPA-6, IMPORTIN ALPHA ISOFORM 6

AT5G67320 At1g03190 ULTRAVIOLET HYPERSENSITIVE 6, UVH6

AT5G67320 At1g08780 ABI3-INTERACTING PROTEIN 3, AIP3, PFD4, PREFOLDIN 4

AT5G67320 At1909020 ATSNF4, HOMOLOG OF YEAST SUCROSE NONFERMENTING 4, KINpy, SNF4

AT5G67320 At1g11890 ATSEC22, SEC22, SECRETION 22

AT5G67320 Atlgl7760 ARABIDOPSIS THALIANA CLEAVAGE STIMULATION FACTOR 77, ATCSTF77, CSTF77

AT5G67320 At1g18940 Nodulin-like

AT5G67320 At1g29150 ATS9, NON-ATPASE SUBUNIT 9, REGULATORY PARTICLE NON-ATPASE 6, RPN6

AT5G67320 At1g29990 PFD6, PREFOLDIN 6

AT5G67320 At1g30070 SGS domain-containing protein

AT5G67320 Atl1g52740 HISTONE H2A PROTEIN 9, HTA9

AT5G67320 At1g59890 SIN3-LIKE 5, SNL5

AT5G67320 At1g64790 ILA, ILITHYIA

AT5G67320 Atlg77460 CELLULOSE SYNTHASE INTERACTIVE 3, CSI3

AT5G67320 At1g78900 VACUOLAR ATP SYNTHASE SUBUNIT A, VHA-A

AT5G67320 Atl1g79350 EMB1135, EMBRYO DEFECTIVE 1135

AT5G67320 At1g80510 Amino acid transporter

AT5G67320 At2g13370 CHROMATIN REMODELING 5, DEAD-like helicase

AT5G67320 At2913440 Glucose-inhibited division family A protein

AT5G67320 At2915430 Non-catalytic subunit of nuclear DNA-dependent RNA polymerases I1, IV and V

AT5G67320 At2916600 CYCLOPHILIN 19

AT5G67320 At2g18000 TBP-ASSOCIATED FACTOR 14

AT5G67320 At2g18510 EMB2444, EMBRYO DEFECTIVE 2444

AT5G67320 At2922690 LisH/CRA/RING-U-box domains-containing protein

AT5G67320 At2936740 ATSWC?2, sequence-specific DNA binding transcription factor

AT5G67320 At2g43810 SM-LIKE 6B, Small nuclear ribonucleoprotein

AT5G67320 At2g44150 ASHH3, HISTONE-LYSINE N-METHYLTRANSFERASE

AT5G67320 At3g01090 SNF1-RELATED PROTEIN KINASE 1.1, SNRK1.1

AT5G67320 At3g03600 RIBOSOMAL PROTEIN S2, RPS2

AT5G67320 At3g04710 TETRATRICOPEPTIDE REPEAT 10, TPR10

AT5G67320 At3906720 IMPAL, IMPORTIN ALPHA

AT5G67320 At3912810 PHOTOPERIOD-INDEPENDENT EARLY FLOWERING 1, PIE1
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AT5G67320 At3g21060 RBBP5 LIKE, RBL

AT5G67320 At3g22480 PDF2, PREFOLDIN 2

AT5G67320 At3922590 PLANT HOMOLOGOUS TO PARAFIBROMIN

AT5G67320 At3g52250 Encodes a protein with a putative role in mMRNA splicing
AT5G67320 At3g58040 SEVEN IN ABSENTIA OF ARABIDOPSIS 2, SINAT2
AT5G67320 At4901370 TMPK4, MAP KINASE 4

AT5G67320 At4g04940 Transducin

AT5G67320 At4g05190 KINESIN 5

AT5G67320 At4922140 EARLY BOLTING IN SHORT DAYS, EBS

AT5G67320 At4g27180 KINESIN 2

AT5G67320 At4g38740 ROC1, ROTAMASE CYP 1

AT5G67320 At5902470 DPA

AT5G67320 At5g02560 HISTONE H2A 12, HTA12

AT5G67320 At5902570 Histone

AT5G67320 At5g03415 DPB

AT5G67320 At5g09230 SIRTUIN 2

AT5G67320 At5g09740 HISTONE ACETYLTRANSFERASE OF THE CBP FAMILY 11
AT5G67320 At5g10260 RAB GTPASE HOMOLOG H1E

AT5G67320 At5g10400 HISTONE 3.1

AT5G67320 At5g10980 HISTONE 3.3

AT5G67320 At5g14120 Major facilitator superfamily protein

AT5G67320 At5g15770 GLUCOSE-6-PHOSPHATE ACETYLTRANSFERASE 1, GNAL
AT5G67320 At5g19330 ARM REPEAT PROTEIN INTERACTING WITH ABF2
AT5G67320 At5g22220 E2F TRANSCRIPTION FACTOR 1, E2F1, E2FB

AT5G67320 At5g22880 HISTONE B2

AT5G67320 At5g23290 PREFOLDIN 5

AT5G67320 At5g41880 POLA3, DNA primase, small subunit

AT5G67320 At5g42190 SKP-LIKE 2

AT5G67320 At5g45600 TBP-ASSOCIATED FACTOR 14B

AT5G67320 At5g48120 HOMOLOG OF YEAST MET18, ARM repeat superfamily protein
AT5G67320 At5g49510 PREFOLDIN 3

AT5G67320 At5g53360 TRAF-like superfamily protein

AT5G67320 At5g53480 HOMOLOG OF HUMAN KPNB1, ARM repeat superfamily protein
AT5G67320 At5g54670 KINESIN 3

AT5G67320 At5g61070 HISTONE DEACETYLASE OF THE RPD3/HDA1 SUPERFAMILY 18
AT5G67320 At5¢63110 HISTONE DEACETYLASE 6, RNA-MEDIATED TRANSCRIPTIONAL SILENCING 1
AT5G67320 At5¢66020 IMPAIRED IN BABA-INDUCED STERILITY 2, SACIB, SUPPRESSOR OF ACTIN 1B
AT5G67320 At5g59970 Histone

AT5G67320 At1g07820 Histone

AT5G67320 At5g52310 Low-temperature-induced protein 78

AT5G67320 At3g45930 Histone

AT5G67320 At3g46320 Histone

AT5G67320 Atlg07660 Histone

AT5G67320 At5g59690 Histone

AT5G67320 At2G28740 HISTONE H4

AT5G67320 At3g53730 Histone

At5g09630 At1g07930 GTP binding Elongation factor Tu family protein

At5909630 At1g09640 Translation elongation factor EF1B, gamma chain

At5909630 At1g10320 Zinc finger C-x8-C-x5-C-x3-H type family protein

At5g09630 Atlg11530 C-TERMINAL CYSTEINE RESIDUE IS CHANGED TO A SERINE 1
At5909630 Atl1g13320 PROTEIN PHOSPHATASE 2A SUBUNIT A3

At5g09630 Atl1g15210 ATP-BINDING CASSETTE G35

At5g09630 At1g22780 40S RIBOSOMAL PROTEIN S18

At5909630 At1g27970 NUCLEAR TRANSPORT FACTOR 2B

At5g09630 At1g33090 MATE efflux family protein

At5909630 Atl1g33110 MATE efflux family protein

At5g09630 Atl1g50310 SUGAR TRANSPORTER 9

At5g09630 Atlg51770 Core-2/I-branching beta-1,6-N-acetylglucosaminyltransferase family protein
At5909630 At1g53900 Eukaryotic translation initiation factor 2B (elF-2B)

At5g09630 At1g62880 Cornichon family protein

At5g09630 At1g64480 CALCINEURIN B-LIKE PROTEIN 8, CBL8

At5909630 Atl1g71280 DEA(D/H)-box RNA helicase family protein

At5g09630 Atlg72480 Lung seven transmembrane receptor family protein

At5g09630 Atlg76720 Eukaryotic translation initiation factor 2 (elF-2) family protein
At5g09630 Atlg78970 LUPEOL SYNTHASE 1

At5909630 At2g03667 Asparagine synthase family protein

At5g09630 At29g13650 GOLGI NUCLEOTIDE SUGAR TRANSPORTER 1
At5909630 At2914120 DRP3B, DYNAMIN RELATED PROTEIN

At5909630 At2g19860 HEXOKINASE 2

At5g09630 At2g20280 Zinc finger C-x8-C-x5-C-x3-H type family protein

At5g09630 At2g20450 Ribosomal protein L14

At5g09630 At2g24040 Low temperature and salt responsive protein family

At5g09630 At2929690 ANTHRANILATE SYNTHASE 2

At5909630 At2g31170 CYSTEINYL T-RNA SYNTHETASE, FIONA

At5g09630 At2g37470 Histone

At5909630 At2939290 PHOSPHATIDYLGLYCEROLPHOSPHATE SYNTHASE 1
At5g09630 At2g46860 PYROPHOSPHORYLASE 3

At5909630 At2g47640 Small nuclear ribonucleoprotein family protein
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At5909630 At3901280 VDACL, VOLTAGE DEPENDENT ANION CHANNEL 1
At5g09630 At3g05960 SUGAR TRANSPORTER 6

At5909630 At3g06470 GNS1/SUR4 membrane protein family

At5909630 At3g08650 ZIP metal ion transporter family

At5g09630 At3g08950 HOMOLOGUE OF THE COPPER CHAPERONE SCO1
At5909630 At3g11630 2-Cys peroxiredoxin

At5909630 At3g12690 Serine/threonine kinase

At5g09630 At3914120 Undetermined

At5909630 At3g16050 PYRIDOXINE BIOSYNTHESIS 1.2

At5g09630 At3g16950 LIPOAMIDE DEHYDROGENASE 1

At5909630 At3g19940 Major facilitator superfamily protein

At5909630 At3919980 FLOWER-SPECIFIC, PHYTOCHROME-ASSOCIATED PROTEIN PHOSPHATASE 3
At5g09630 At3g20390 REACTIVE INTERMEDIATE DEAMINASE A, RIDA
At5909630 At3g20650 mRNA capping enzyme family protein

At5g09630 At3g23570 alpha/beta-Hydrolases superfamily protein

At5g09630 At3g28710 ATPase, VO/AO complex, subunit C/D

At5909630 At3g30842 ATP-BINDING CASSETTE G38

At5g09630 At3g49010 40S RIBOSOMAL PROTEIN

At5909630 At3g52390 TatD related DNase

At5909630 At3g52580 Ribosomal protein S11 family protein

At5g09630 At3g53510 ATP-BINDING CASSETTE G20

At5909630 At3g56190 ALPHA-SOLUBLE NSF ATTACHMENT PROTEIN 2
At5g09630 At3g62770 AUTOPHAGY 18A

At5g09630 At4g02120 CTP synthase family protein

At5909630 At4g09300 LisH/CRA/RING-U-box domains-containing protein ,LisH and RanBPM domains containing protein
At5g09630 At4g17770 TREHALOSE -6-PHOSPHATASE SYNTHASE S5
At5909630 At4924400 CBL-INTERACTING PROTEIN KINASE 8

At5909630 At4g30990 ARM repeat superfamily protein

At5909630 At4g32470 Cytochrome hd ubiquinol oxidase, 14kDa subunit
At5909630 At4g33070 PYRUVATE DECARBOXYLASE 1

At5g09630 At4g36860 LIM domain-containing protein

At5909630 At4939330 CINNAMYL ALCOHOL DEHYDROGENASE 9
At5909630 At5g05420 FKBP-like peptidyl-prolyl cis-trans isomerase family protein
At5g09630 At5g09630 LisH/CRA/RING-U-box domains-containing protein
At5909630 At5g12350 Regulator of chromosome condensation (RCC1) family with FYVE zinc finger domain
At5g09630 At5g13050 5-FCL, 5-FORMYLTETRAHYDROFOLATE CYCLOLIGASE
At5g09630 At5g19150 pfkB-like carbohydrate kinase family protein

At5909630 At5g19820 EMBRYO DEFECTIVE 2734

At5g09630 At5g23740 RIBOSOMAL PROTEIN S11-BETA

At5909630 At5g41190 NOBL1, cytoplasmic protein with RNA endonuclease activity
At5g09630 At5g41480 EMBRYO DEFECTIVE 9

At5g09630 At5g43370 PHOSPHATE TRANSPORTER 1

At5909630 At5g44500 Small nuclear ribonucleoprotein family protein

At5g09630 At5g45420 MEMBRANE ANCHORED MYB

At5g09630 At5g47880 EUKARYOTIC RELEASE FACTOR 1-1

At5g09630 At5g59870 HISTONE H2A 6

At5g09630 At5g60390 GTP binding Elongation factor Tu family protein
At5909630 At5g62300 Ribosomal protein S10p/S20e family protein

At5909630 At1g76720 Eukaryotic translation initiation factor 2

Si es representen esquematicament les interaccions predites o confirmades entre els
components del complex MRCTLH a Arabidopsis es pot veure que el resultat es molt semblant
al que es va obtenir per humans o llevat pero amb la diferéncia de que a les plantes podrien
existir dos complexos similars (A i B) i no un com a fongs o mamifers, complexos que
compartirien la proteina At1g35470 (GID1-like) perd que serien diferents en la resta dels
components. Els dos complexos s6n similars entre ells i similars als de llevat i mamifers, tot i
que s'observen diferéncies en la presencia o mancanga d'alguns dels components. Aquests
dos complexos d'Arabidopsis, MRCTLH-A i MRCTLH-B, podrien interactuar entre ells a través
de les proteines codificades per At5g09300 i At5g09630, tot i que aixo s'hauria de demostrar
experimentalment.
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At4g09340
(GIDY)
LisH-CTLH-CRA
-RING

Figura D1- Proteines que interactuen amb les proteines d'Arabidopsis homologues a les proteines dels complexos
GID i MRCTLH de llevat i humans. La proximitat entre ovals indica una possible interaccié. Les fletxes indiquen
possibles interaccions. Les fletxes corbes indiquen possibles dimeritzacions d'una mateixa proteina. Els nimeros
dintre de quadrats indiquen el nombre de proteines que potencialment interactuen (veure taula D2 per a més
detalls). Dins dels ovals s'indica el codi del gen d’Arabidopsis, 'homoleg de la proteina de llevat, i els dominis
proteics que conté. Dades extretes de “the Arabidopsis interactor viewer” (Geisler Lee et al., 2007).

Totes les proteines que potencialment formen part dels complexos també poden interactuar
amb proteines alienes als complexos (Figura D1 i Taula D2). Entre elles destaquen dos pel
gran nombre de possibles interactors: At5g67320 (78) i At5g09630 (81). Les funcions dels
possibles interactors és molt variada pero es pot observar una certa tendencia si es comparen
els possibles interactors del complex A amb els possibles interactors del complex B. Dintre de
les proteines que semblen interactuar amb el complex A n’existeix un nombre
significativament major d'implicades en el transport i el citoesquelet, mentre que entre les
proteines que semblen interactuar amb el complex B n’existeix un nombre significativament
major de implicades en proteosoma, respostes d'estres, organitzacié nuclear, microtibuls o
del cicle cel-lular. Aixo indica que podria existir una certa especialitzaci6 en les funcions dels
dos complexos, per exemple, a través de la regulaci6 de l'estabilitat de les proteines via
ubiquitinacié.

LICC1 de blat de moro és homoleg a GID8 de llevat i TWA1 d’humans, components del
complex GID/MRCTLH. La proteina més semblant a Arabidopsis és la codificada pel gen
At1lg61150 que, segons les prediccions anteriors, és un possible component del complex
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MRCTLH-A (Figura D1). Totes les nostres dades indiquen que al blat de moro també podrien
existir complexos similars i que LICC1 podria formar part d'ells. Tot suggereix que, com en el
cas dels humans, les funcions dels complexos MRCTLH a plantes poden ser moltes, variades i
importants. Aquest perfil estaria d'acord amb els nostres resultat sobre LICC1 ja que aquesta
proteina s'expressa en tots els teixits, presenta diverses formes postraduccionals, té potencial
per interaccionar amb altres proteines, pot tenir diferents localitzacions subcel-lulars i pot
respondre a variacions en el desenvolupament i les condicions ambientals. La determinacid
de les funcions concretes de la proteina LICC1 passaran, probablement, per determinar
I'existencia del complex MRCTLH i de les seves funcions.
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CONCLUSIONS

1- S'han identificat 180 gens que es transcriuen als embrions de blat de moro de 10 DAP, un
21% dels quals tenen una funci6é desconeguda, un 21% estan relacionats amb la traducci6, un
19% amb la divisio cel-lular i el desenvolupament, un 17% amb el metabolisme, un 13% amb
el processament i degradacié de les proteines, i la resta amb funcions diverses.

2- El gen mcyl (cDNA MKAS5) codifica un péptid amb certes semblances amb els peptids
antimicrobians del grup Moebius de la familia CYCLOTIDE. El gen mcyl s'expressa
majoritariament al suspensor, protoderma i en la capa basal de transferéncia de
I'endosperma en embrions a les etapes inicials del desenvolupament.

3- El gen map65 (cDNA MMH3) codifica una proteina associada a microtibuls de la familia
MAPG65. La seva expressid és maxima en sacs embrionaris no pol-linitzats, en tot I'embrié als
13 DAP, i en la plimula en estadis posteriors del desenvolupament.

4- El gen licc1 (cDNA MIH1) codifica una proteina que conté els dominis LisH, CTLH i CRA. En
els genomes de blat de moro i arrds hi ha tres gens que codifiquen proteines semblants i cinc
en el de A. thaliana. Els patrons d’expressio sén variables pero s'expressen en moltes parts
de les plantes.

5- Es troben gens que codifiquen proteines semblants a LICC1 a tots el genomes d'espécies
eucariotes. Entre ells, els més estudiats son gid8 de llevat i twal d'humans. Les proteines
codificades per ambdos gens formen part de complexos proteics anomenats GID/MRCTLH,
respectivament, amb maultiples funcions.

6- La proteina LICC1 pateix modificacions postraduccionals de natura desconeguda ja que es
detecta no només a la mida deduida de 26 kDa sin6 també a mides superiors.

7- LICC1 interacciona amb altres proteines formant complexos proteics d'alt pes molecular.
Les diferents modificacions postraduccionals fan variar la capacitat de LICC1 de formar part
d'aquests complexos.

8- LICC1 interacciona amb els microtibuls in vitro i colocalitza amb la tubulina in vivo.
L'aplicacié de drogues antimitotiques afecta la seva localitzaci6 subcel-lular.

9- LICC1 interactua amb una polifenol oxidasa.

10- La localitzaci6 subcel-lular de LICC1 és citoplasmatica, pero pot variar, depenent del tipus
cel-lular transformat o de les condicions ambientals, i estar principalment colocalitzada amb
els microtibuls o amb els cossos lipidics.

11- La part de LICC1 responsable de la colocalitzaci6 amb els microtubuls és la que conté els
dominis LisH i CTLH. La responsable de la colocalitzacié6 amb els cossos lipidics és la que
conté el domini CRA.

125



Conclusions

12- El fragment LC-YFP també es localitza als nuclis. Durant la mitosi mostra una distribucié
semblant a la del fus mitotic.

13- LICC1 esta present entre les proteines purificades a partir de cossos lipidics. També es
troba una PPO.

14- En condicions d'estres hidric la localitzacié subcel-lular de LICC1, LC i CRA en plantes
d'Arabidopsis passa d’associada amb microtibuls a associada amb cossos lipidics.

15- En condicions d'estres hidric 1'acumulacié de LICC1-YFP s'incrementa a les cél-lules de
guarda dels estomes.

16- Les plantes transformades licc1-yfp son més resistents a la deshidratacio.

17- La sobreexpressio de LICC1 afecta el desenvolupament. Les cel-lules BY2 de tabac que
sobreexpressen LICC1 es divideixen més lentament que les dels controls no transformats. A
les plantes d'Arabidopsis que sobreexpressen LICC1 la tija floral apareix més tard; a més, la
llargada final de les tiges i la mida de les fulles és lleugerament superior en les transgéniques
respecte el control.

18- LICC1 sembla participar en multiples funcions que podrien estar relacionades amb els
complexos GID/MRCTLH descrits a llevats i mamifers.
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Materials i Métodes

1- MATERIALS

1.1 Material Vegetal

En aquest treball s’han usat: Zea mays L. (Blat de moro de les varietats de W64 i B73),
Arabidopsis thaliana (Columbia 0 (Col 0)) , Nicotiana benthamiana L. (tabac) i Nicotiana
tabacum L. (tabac de la linia Bright Yellow 2 (BY2)). Totes elles han crescut en els hivernacles
del Centre de Recerca en Agrigenomica (CRAG).

1.2 Cultiu del material vegetal

1.2.1 Creixement en terra d’Arabidopsis thaliana

Les plantes d’Arabidopsis s’han cultivat en testos en un barreja de 3:1:1 de turba (Plantaflor
tipus 3), perlita i vermiculita amb una composicié de la turba: N 180 mg/l, P,0s 120 mg/1 i
K0 180 mg/l, pH 5.5-6.0.

En els diferents experiments es van sembrar llavors sense esterilitzar, es van cobrir amb
plastic transparent per mantenir un major grau d’humitat i es van mantenir a 4 °C a la foscor
durant 2-3 dies per estratificar i sincronitzar la germinaci6. Un cop passat aquest periode de
temps es van portar a I'hivernacle.

Les condicions de cultiu a I'hivernacle van ser 22+2 °C de temperatura amb fotoperiode de 16
h llum i 8 h de foscor i una humitat del 50%-60%. Les plantes es van regar tres cops per
setmana, segons l’experiment. La solucié nutritiva usada per a la fertirrigacié va ser una
soluci6 de Hoagland modificada per Johnson i col. (1957) amb la composicié segiient: KNO3
8.4 mM, NH4NO3 1.2 mM, K;HPO4 1.2 mM, KH,PO4 3.6 mM, Ca(NOs).-H20 2.5 mM, MgS04-7H-0
0.7 mM, FeS04:7H20 0.6 mM. Aquesta mateixa solucid es va complementar amb un quelant de
ferro Kelamix 35 mg/l i microelements 0.4 g/1 (microelements: B, Cu, Mn, Fe, Mo, Zn).
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1.2.2 Creixement in vitro d’Arabidopsis thaliana
Les llavors germinades en placa in vitro van requerir una esterilitzacié prévia per evitar la
contaminacié de fongs i bacteris. El metode per I'esterilitzaci6 va ser en medi liquid.

Protocol
1- Enun eppendorf de 1.5 ml omplir de llavors fins tenir aprox. una capacitat de 50 pl de llavors.
2- Afegir 500 pl d’'una barreja de EtOH 70% i Triton X-100 al 0.05%.
3- Agitacié molt forta durant 5 min.
4- Treure el sobrenedant i afegir 500 ul d’ EtOH 100%.
5- Agitacié molt forta durant 5 min.
6- Repetir les etapes 41 5.
7- Treure el sobrenedant i deixar assecar a l'aire.

Les llavors germinades es van sembrar en plaques de petri que contenien el medi de cultiu
MS/gelrite i l'antibiotic adequat per cada cas. Per sincronitzar la germinacié es van
estratificar a 4 °C a la foscor durant tres dies. Un cop passat aquest periode de temps es
portaren a les cambres de germinaci6. Les condicions de la cambra de germinacié van ser de
22 °Cifotoperiode de 16 h de llum i 8 h de foscor.

El medi de cultiu utilitzat va ser el MS (Duchefa, Holanda) a raé de 4.3 g/l, amb la segiient
composicid: sals minerals (Murashige T i Skoog F, 1962), vitamines Gamborg B5 (Gamborg i
col, 1968) i 0.5 g/l MES, amb o sense addicié de sacarosa depenen de I'is. El pH es va ajustar
a 5.7 amb KOH. Per obtenir medi solid es van afegir 8 g/l de gelrite. El medi es va autoclavar
durant 30 min a 120 °C i es va deixar refredar a 60 °C abans de I'addicié dels antibiotics.

1.2.3 Creixement en terra de blat de moro i tabac (Nicotiana Benthamiana)

Les plantes de blat de moro, tant les varietats de W64 i B73, com les plantes de tabac i

N. Benthamiana es van cultivar amb turba de torberes altes de la seglient composicié: N 280
mg/1, P205 320 mg/l], K20 360 mg/1, Mg 100 mg/1, S 180 mg/], pH 5.5-6.5.

Les condicions de I'hivernacle per al blat de moro van ser d’'una temperatura de dia de 24-28
°C i durant la nit de 22-24 °C amb una humitat del 50%-60%. En el cas de les plantes de tabac
la temperatura de dia va ser de 23-26 °C i durant la nit de 21-22 °C amb una humitat del 50%-
60%.

Algunes plantes de blat de moro van ser germinades en safata de manera que calia esterilitzar
les llavors. Es va fer de la seglient manera.

Protocol

1- Enun got de precipitats deixar les llavors en EtOH 100% durant 5 min en agitacio.
2- Treure el solvent i substituir-lo amb lleixiu al 5% durant 10 min en agitacio.
3- Rentar amb H20 milli-Q en agitacid. Repetir I'operaci6 tres cops.

Un cop esterilitzades les llavors es van disposar en una safata de vidre que contenia a
'interior una capa de 3-4 cm de vermiculita humida d’H,0 milli-Q. A sobre es van col-locar
uns papers absorbents de tal manera que I’eix de les llavors estigués en contacte amb el paper
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humit. Es van cobrir amb un film de plastic fent uns petits forats i es van mantenir a la
cambra de germinacié en les mateixes condicions que I'hivernacle.

1.2.4 Control de creixement de les cél-lules transformades BY2 en Nicotiana benthamiana
Les diferéncies de creixement de les cel-lules BY2 es va estudiar en plaques en medi solid o
liquid de BY2.

L’estudi en medi solid es realitza pesant 0.5 g de cada call, BY2 sense transformar i
transformat (construccions LICC1, LC, CRA) en una placa de medi BY2 sense antibiotic. Un
cop passat vint dies (periode de canvi de medi) els diferents calls crescuts es van pesar.

1.3 Soques de material bacteria

E.coli DH5a: s’empra per a la generacié de la llibreria en el plasmidi pCR™II-TOPOR.

E.coli TOP 10 (Invitrogen Corp.): s'usa per a la replicaci6 de plasmidis i elaboracié de
construccions. Utilitzat pels vectors pCR™II-TOPOR i pENTRY /D™,

E.coli DB3.1 (Invitrogen Corp.): mutant de la DNA girasa. Es va utilitzar per a la replicaci6 de
plasmidis amb el gen letal ccdB en cassettes Gateway™.

E.coli BL21: es va utilitzar per a 'expressio de les proteines amb el vector de clonatge
pET28a.

A.tumefaciens GV2260: s’empra per a la transformaci6 estable d’A.thaliana i la transformacio
transitoria en N. Benthamiana amb el vector pCambia 1303.

A.tumefaciens LB4404: s’empra per a la transformacié estable en N.tabacum amb el vector
pYL-YFP.

1.4 Plasmidis

pCR™II-TOPOR (Invitrogen): clonatge dels fragments generats per a la construccié de la
llibreria com clonatge de productes de PCR mitjangant complementacié per a T/A
(CarbemicilinaR).

pUC1303: vector binari fusionat a la proteina verda GFP, usat per al bombardeig en cel-lules
de ceba (CarbemicilinaR).

pCambia 1303: vector binari fusionat a la proteina verda GFP usat per a la realitzacié de la
transformaci6 estable via Agrobacterium tumefaciens de plantes Arabidopsis thaliana com
transformaci6 transitoria per agroinfiltracié de plantes Nicotiana benthamiana (KanamicinaR,
Carbemicilina®, RifampicinaR).

pCambia 2303: vector binari usat per a la construccié del gen que codifica per la proteina
inhibidora del silenciament HC-Pro (Goytia i col. 2006). Usat per l'agroinfiltraci6
(KanamicinaR, RifampicinaR).

pENTRY/D™ (Invitrogen): vector usat per clonar seqiiencies generades de construccions de
fusid mitjancant tecnologia Gateway™. Vector d’elaboracié de clons de “donador”
(KanamicinaR).

pYL-YFP: vector de “destinaci6” a per la fusi6 de proteines a la proteina fluorescent groga
YFP mitjancant tecnologia Gateway™. Vector binari d’expressio transitoria per agroinfiltracio
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en plantes de N.benthamiana i transformaci6 estable en plantes d’A.thaliana i de calls BY2
N.tabacum (Carbamicilina® RifampicinaR, EspectinomicinaR per bacteri de la soca GV2260;
RifampicinaR, Espectinomicina®, EstreptomicinaR per bacteri de la soca LBA4404;
GentamicinaR per plantes).

pET28a (Promega): vector utilitzat per a la produccié en E.coli de proteines de fusié amb un
motiu 6xHis (KanamicinaR).

1.5 Medis de cultiu i solucions generals

1.5.1 Medis bacterians

* LB (Luria-Bertani), (cultiu d’ E.coli): triptona 10 g/, extracte de llevat 5 g/1, NaCl 10 g/],
agar (medi solid) 15 g/1. Ajustar pH 7.5 amb NaOH. Autoclavar.

* SOB (recuperacio6 d’ E.coli després de transformar): triptona 20 g/1, extracte de llevat 5 g/I,
NaCl 10 mM, KCI 2.5 mM, MgCl, 10 mM, MgS0, 0.48 g/], agar (medi solid) 15 g/1. Autoclavar.
* YEB (cultiu d’Agrobacterium): extracte de carn 5 g/l, extracte de llevat 1 g/I, peptona 5 g/I,
sacarosa 5 g/l, MgS04 0.48 g/1, agar (medi solid) 15 g/1. Autoclavar.

*Solucié d’induccié d’Agrobacterium: MgCl, 1 M, MES 1 M, ajustar pH 5.6 amb KOH,
acetosiringona 0.2 M.

1.5.2 Medis per a plantes

* MS 0.5X (Murashige-Skoog), (cultiu de llavors i plantules d’Arabidopsis): MS amb vitamines
4.4 g/1, MES 0.5 g/1. Ajustar pH 5.8 amb KOH. Afegir gelrite per medi solid 2 g/l, sacarosa (si
procedeix) 50 g/l. Autoclavar.

* BY2 (cultiu per a calls de N.tabacum): 4.3 g/1 MS macro i micro elements (Duchefa), 30 g/I
sucre, 200 mg/l1 KH2PO4, 100 mg/1 mio-inositol, 0.2 mg/1 2,4 D (acid 2,4-diclorofenoxiacétic),
1 mg/ml tiamina. Ajustar pH 5.7 amb KOH. Autoclavar. Per medi solid afegir 2 g/l gelrite.

1.5.3 Solucions generals

* Acetat de sodi 3 M: 128 g/l AcONa. Ajustar pH 5.2 amb AcOH. Autoclavar.

* Tampd TE 1X: Tris-HCI 50 mM pH 8, EDTA 5 mM.

* Tampé TAE 50X: Tris-base 2 M pH 8, EDTA 0.1 M, AcOH 1 M. Ajustar pH 8.5 amb HCL.

* Tampo carrega DNA 10X: glicerol 30%, blau bromofenol 0.25%, xilé de cianol FF 0.25%,
EDTA 0.5 M.

* Tamp6 de carrega de RNA 2X: glicerol 30%, blau bromofenol 0.25%, xilé de cianol FF
0.25%, EDTA 0.5%, formamida desionitzada 50%, formaldehid 37%, MEN 10X 10%, bromur
d’etidi 1%, 200 pg.

* Solucid SSC 20X: citrat trisodic 0.3 M, NaCl 3 M. Ajustar pH 7 amb HCI. Autoclavar.

* Tampd carrega proteines TM2X: Tris-HCl 0.10 M pH 6.8, glicerol 20%, SDS 4%, blau
bromofenol 0.25%, B-mercaptoetanol 10%.

132



Materials i Métodes

1.6 Antibiotics, reactius i inhibidors de proteases

Els antibiotics, reactius i inhibidors de proteases més comuns emprats en aquesta tesi foren:

Antibiotic/ reactiu Concentracid Inhibidor proteases ... Concentraci6
Carbenicilina (C) 100 pg/ml Aprotina (A) 10 pg/ml
Kanamicina (K) 25 ug /ml Leupeptina (L) 0.5 pg/ml
Spectinomicina (Spect) 100 pg /ml Pepstatina (P) 1 pug/ml
Estreptomicina (Sm) 300 pug/ml E-64 1 pug/ml
Rifampicina (Rif) 100 pg /ml PMSF 0.1 mM
Gentamicina (Gent) 50 pg /ml

IPTG 23.8 ug/ml

X-Gal 40 pg/ml

1.7 Anticossos
Es van utilitzar els segiients anticossos:
Policlonals

*Anti-GFP/YFP/CFP: obtingut en conill contra la proteina verd fluorescent GFP i les seves

variants mutades YFP/CFP. Acris Antibodies GmbH, R1091F.

*Anti-Rabbit-HRP obtingut en cabra contra conill, porta associada la peroxidasa del rave.

Promega, W4011.
Monoclonals

*Anti-LICC1: obtingut a partir de la produccié del péptid en C-terminal MASSKKVVTRDEWEC

en conill. Abyntek Biopharma S.L.
*Anti-PPO: obtingut a partir de conill aillada de I'especie Spinacia
1585.

oleracea. Agrisera, AS10

*Anti-Gamma Tubulin DY647 (TU-30): anticos monoclonal obtingut a partir de ratolj,
incorporat el fluorocrom Dyomics 647. Acris Antibodies GmbH, AM03014D6-N.

1.8 Oligonucleotids i sondes

Els oligonucleotids i sondes emprades en aquesta tesi es mostren a continuacié:

Generacid de la llibreria d’embri6é 10 DAP. Clonatge en pCRII-TOPO

SMART IV 5’-AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTG GCC ATT ACG GCC GGG-3’
CDS1I1I/3’ 5’-ATT CTA GAG GCC GAG GCG GCC GAC ATG-(dT)30N.1N-3’

5’PCR 5’-AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GT-3’

TOPOF 5-GTCACG ACGTTG TTA AAC GAC GGC-3’

TOPO R 5’-GGA AAC AGC TAT GAC CAT GAT TACG-3’

Elaboraci6 de sondes Northern

MKAS5fw 5’-ACT ATT AGA CAT ACC GGT ATA TAT-3’
MKASrev 5’-CCG GCG ATA AGG GTT GCATCT TGT-3’
TOPOF 5’-GTC ACG ACG TTG TTA AAC GAC GGC-3’
TOPO R 5’-GGA AAC AGC TAT GAC CAT GAT TACG-3’
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RT-PCR quantitativa

Ubiquitina fw 5’-TCG TTT AAG CTG CCG ATG TG-3’
Ubiquitina rev 5’-CAT ATG GAG AGA GGG CAC CAG-3’
MMH3fw 5’-GCG TGA ATT GAA AGT CCA GAG GAT GC-3’
MMH3rev 5’-GGA ACA AGG TCT TTC ATC TTG CTC GC-3’

Elaboraci6 de sondes per hibridacions in situ

TOPOF 5’-GTC ACG ACG TTG TTA AAC GAC GGC-3’
TOPO R 5’-GGA AAC AGC TAT GAC CAT GAT TACG-3’

Construccié de MiH1 i els seus dominis. Clonatge en pCRII-TOPO, pUC1303,pCambial303

MiH1LisH-CRA fw 5’-CTC CAT GGC GTC CTC GAA GAA GGT TG-3’
MiH1 LisH-CRA rev 5’-CACAGC AACTAG TTATCG ATG GAT CTT C-3’
MiH1 LisH rev 5’-CTT CGC CAC TAG TGG CAA GTT CTT CTT G-3’
MiH1 CRA fw 5’-CAG AAA CCCATG GAGTTG ATT CGC GTG G-3’
MiH1-D3 5’-GAC CTG GAT TCC ATC GAC TCT CC-3’
MiH1-R4 5’- GGT GCA TAC CCT CAG TTC CTT CAC-3’

Construccié de MiH1 per fusi6 de pEntry-pYL YFP mitjancant Gateway

MiH1 gateway LisH-CRA fw 5’-CAC CAT GGC GTC CTC GAA GAA GG-3’

MiH1 gateway LisH-CRA rev 5’-TAT CGA TGG ATC TTC CAG CG-3’

MiH1 gateway LisH rev 5’-GGC AAG TTC TTC TTG AGC GA-3’

MiH1 gateway CRA fw 5’-CAC CAT GGA GTT GAT TCG CGT G-3’
Construcci6 en pET28a

pET LisH-CRA BamHI fw 5’-CAC CAT GGG ATC CTC GAA GAA GG-3’

pET LisH-CRA Sacl rev 5’-GGT CGG CGA GCT CAC CGT TTATCG-3’

pET LisH Sacl rev 5’-CCC TTG GCG AGC TCT TCT TGA GCG-3’

pET CRA BamHI fw 5’-CAC CAT GGG ATC CAT TCG CGT GGG-3’
Oligonucleotids emprats per comprovar les construccions per a seqiienciaci6

M13 fw 5’-GTA AAA CGA CGG CCA GTC-3’

M13 rev 5’-CAG GAA ACA GCT ATG ACC ATG-3’

AttB1 fw 5’-GGG GAC AAG TTT GTA CAA AAA-3’

AttB2 rev 5’-GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA-3’

T7 5’-AAT ACG ACT CAC TAT AG-3’

SP6 5’-GAT TTA GGT GAC ACT ATA G-3’
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2- METODES GENERALS PER A ACIDS NUCLEICS

2.1 Extraccid d’acids nucléics

2.1.1 Extraccié de DNA genomic de teixits vegetals

Préviament a I’extraccid, el teixit vegetal es va moldre en un morter amb N; liquid fins obtenir
una pols fina. Es va emprar el kit “DNeasy Plant Mini” (Qiagen) per a I'extraccio, seguint les
indicacions del fabricant.

2.1.2 Extraccié rapida de DNA genomic

L’analisi per PCR (genotipat) en els casos en qué la integritat del DNA gendmic no era un
factor critic, es va seguir seguit el protocol adaptat per a I'extracci6 rapida de DNA genomic
de planta descrit per Edwards i col. (Edwards K. et al. 1991).

Protocol

1- Agafar una petita mostra de material i col-locar-la en un eppendorf.

2- Afegir 400 pl de tampd d’extracci6 i triturar la mostra amb l'ajuda d'un embol esteril durant 15 s. Agitar
amb vortex durant 5 s.

3- Centrifugar durant 1 min a 14000 rpm.

4- Transferir 300 pl del sobrenedant a un nou eppendorf i afegir 1 volum d’isopropanol i incubar durant 2
min.

5- Centrifugar durant 5 min a 14000 rpm.

6- Descartar el sobrenedant i deixar assecar el precipitat.

7- Resuspendre el precipitat en 50-100 pl d’H20. (2.5 pl sén suficients per a l'analisi mitjangant PCR
estandard).

Tampo6 d’extraccié rapida de DNA: Tris-HCl 200 mM pH 7.5, NaCl 250mM, EDTA 25 mM pH 8.0, SDS 0.5% (w/v).

2.1.3 Extraccié de DNA plasmidic

Es va emprar el kit “QIAprep spin miniprep” (QIAGEN) per a I'obtencié de DNA plasmidic
seguint les instruccions del fabricant. Per a I'obtencié de DNA plasmidic d’ A.tumefaciens es va
partit de 4 ml de cultiu liquid.

Protocol

1- Transferir 1.5 ml de cultiu a un eppendorf de 1.5 ml i centrifugar durant 2 min a 13000 rpm.

2- Descartar el sobrenedant i repetir el pas anterior.

3- Resuspendre les cél-lules amb 1 ml de tampé STE.

4- Centrifugar durant 1 min a 13000 rpm.

5- Recuperar el sobrenedant i afegir 0.7 volums d’isopropanol. Centrifugar durant 10 min a 13000 rpm.
6- Descartar el sobrenedant i afegir 300 ul d’ EtOH 70% per rentar el precipitat.

7- Centrifugar duran 5 min a 13000 rpm i descartar de nou el sobrenedant.

8- Deixar assecar a temperatura ambient. Resuspendre en 50 pl d’'H20 milli-Q.

Tamp6 STE: Tris-HCl 10 mM pH 8, NaCl 0.1 M, EDTA 1 mM pH 8.
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2.1.4 Extraccié de RNA total
2.1.4.1 Amb Trizol?
Es va utilitzar el reactiu TrizolR d’ Invitrogen per l'extracci6 de RNA total . Per evitar la

degradacié per RNAses fou necessari treballar amb guants i material esteril. Tot el material,
els morters per picar les mostres i les espatules es van tractar durant 2 h a 200 °C. La
centrifugaci6 es va fer a 4 °C.

Protocol

1- Picar el material amb un morter, previament congelat amb N2 liquid. Anar afegint continuament N2z per
evitar descongelacié de la mostra.

2- Afegir Trizol (1 ml/150-200 mg del material picat), deixar incubant durant 5 min.

3- Afegir 200 pl de cloroform i agitar manualment durant 15 s.

4- Incubar durant 2-3 min a temperatura ambient.

5- Centrifugar durant 15 mina 12000 ga 4 °C.

6- Recollir la fase aquosa (part superior) i precipitar el RNA afegint 500 pl d’isopropanol.

7- Incubar durant 10 min a temperatura ambient.

8- Centrifugar durant 10 mina 12000 ga 4 °C.

9- Eliminar el sobrenedant i rentar el precipitat que conté el RNA amb EtOH 75%.

10-Barrejar amb un vortex i centrifugar durant 5 min a 7500 ga 4 °C.

11-Deixar assecar el precipitat, no totalment, dissoldre en 30 pl d’ H20 lliure de RNAsa. Per afavorir la
solubilitat pot escalfar-se durant 5 min a 65 °C.

La concentraci6 i qualitat del RNA obtingut es va determinar a partir de les mesures fetes en un nanodrop i en un
gel d’agarosa.

2.1.4.2 Amb Fenol

Aquest metode es va usar per tenir un RNA completament net per a la construccio
d’una llibreria de cDNA.

Protocol
Durant tot el procés es treballa en gel.

1- Partir de 200 ul de RNA (dissolt en H20 RNAsa free) i afegir 2 pl MgCl2 1 M, 2 pul DTT 0.1M, 1 ul DNAsa |
RNAsa free.

2- Deixar incubar durant 15 min a 37 °C.

3- Afegir en una relacié 1:1, fenol : cloroform/isoamilic. Agitar amb el vortex i centrifugar durant 5 min a
velocitat maxima a 4 °C.

4- Recollir la fase aquosa.

5- Repetir les etapes 3 i 4.

6- Recollir la fase aquosa. Afegir EtOH 100%, 0.1v de AcONa 3 M i agitar amb vortex.

7- Centrifugar durant 20 min a velocitat maxima a 4 °C.

8- Eliminar I'EtOH, rentar el precipitat amb EtOH 70%, agitar amb vortex i centrifugar durant 5 min a
velocitat maxima a 4 °C.

9- Resuspendre amb H20 RNAsa free.
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2.1.5 Precipitacié del DNA i RNA
Per purificar el DNA i RNA extret i alliberar-lo de contaminants i inhibidors es va precipitar
de la segiient manera.

Protocol

1- Afegir 0.1 VAcONa 3 Mi2-2.5V EtOH 100%. Deixar durant 30 min a -20 °C.
2- Centrifugar durant 10 min a maxima velocitat.

3- Eliminar el sobrenedant i afegir EtOH 70% fred i agitar.

4- Centrifugar durant 5 min a maxima velocitat.

5- Eliminar el sobrenedant i deixar assecar a temperatura ambient.

6- Resuspendre amb H20 lliure de RNases o TE 1X pH 8.

2.2 Modificacions del DNA
2.2.1 Digestions amb endonucleases de restriccio
El DNA pot ser digerit en fragments de diferents mides per 'accié de les endonucleases de
restriccio. Aquests enzims reconeixen seqiiencies curtes de DNA i tallen la doble cadena en
aquelles seqiiencies o llocs adjacents. Les condicions de la digestié varien segons I'enzim i la
casa comercial que el subministra pero com regla general es van seguir els seglients passos:

1- La concentraci6 del DNA havia d’estar entre 0.1-0.25 pg/pl.

2- Eltamp6 de digesti6 segons el fabricant no podia ser superior al 1/10 del total.

3- La concentracié d’enzim havia d’estar 2-3 U/ug amb un volum inferior al 1/10. (1U d’enzim de restricci6
és la quantitat necessaria per digerir 1 pg de DNA durant 1 h).

2.2.2 Lligacio de fragments de DNA amplificats per PCR
Els fragments de DNA amplificats per PCR es poden lligar a vectors préviament linealitzats
mitjancant endonucleases de restriccié utilitzant ligases de DNA. Les concentracions de
plasmidi i insert a lligar es van determinar segons les mides tant de l'insert com del vector
utilitzant la férmula:

ng insert = ng vector x mida insert (pb) / mida vector (pb)

Protocol

1- Preparar un mescla de lligacié en un volum final que contingui les quantitats de vector linealitzat i
producte de PCR calculats.

2- Escalfar durant 5 min a 65 °C, refredar en gel i centrifugar durant 10 s a 13000 rpm.

3- Afegir 1 pl de tamp6 de ligasa T4 10X i 1 pl d’enzim ligasa T4 a 5 U/ul (ROCHE)

4- Mesclariincubar des de 2 h fins a tota la nita 16 °C.

Aquesta igualacié determina la relaci6 insert : vector de 1:1. Generalment, les reaccions de
lligacié necessiten una relacié 3:1 (insert : vector) com ha estat el cas d’algunes lligacions
produides en aquesta tesi pels clonatges en vector pUC1303 i pCambia 1303.

La polimerasa addiciona adenines extres en els extrems 3’ del fragment amplificat a la
majoria de reaccions de PCR, la qual cosa permeten el clonatge per aparellament T/A. Per al
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clonatge de productes de PCR per aparellament T/A es va emprar el vector pCRII-TOPO
(Invitrogen).

2.2.3 Addicio d’adenines protuberants a extrems 3’ de productes de PCR

L'ds de polimerases de DNA amb activitat proofreading (reparadora d’errors) és capag
d’eliminar dels productes de PCR les adenines sense aparellar que s’afegeixen a I'extrem 3’ al
final de la sintesi de les cadenes de DNA. Per solucionar-ho s’usen polimerases de DNA
convencionals per addicionar aquestes adenines post-PCR.

Addicionar 0.25 U/reaccié de Taq polimerasa a I’ eppendorf de reaccié de PCR i escalfar durant 10 min
a72°C.

2.2.4 Recombinacié in vitro

La recombinacié in vitro és una tecnica que serveix per transferir un fragment de DNA d'un
plasmidi “donador” a un altre de “destinaci¢”. La manera de dur a terme la recombinacio
homologa de dos regions flanquejant al DNA es basa en la transferéncia del plasmidi donador
als seus respectius homolegs al plasmidi de destinacié. Per fer-ho es va emprar la tecnologia
GatewayR (Invitrogen) amb el kit “Clonasa™” (Invitrogen), que conté una mescla dels enzims
necessaris per la recombinaci6 (excisionasa, recombinasa i integrasa).

Protocol
1- Afegir en un eppendorf de 1.5 ml, 150 ng de plasmidi donador i 300 ng de plasmidi de destinacid.
Afegir TE 1X a 16 pl finals de volum.
Afegir 4 pl d’enzim Clonasa™ i deixar tota la nit a 25 °C.
Aturar la reaccié amb 10 pl de proteinasa K i incubar durant 10 min a 37 °C.

[€2 B SOV NN
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Transformar en E.coli i seleccionar amb I'antibiotic del plasmidi de destinacié.

2.3 Reaccions de PCR, RT-PCR quantitativa

2.3.1 Reaccio en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR és el metode usat per a 'amplificacié de fragments de DNA d’origen divers, ja sigui
DNA genomic, plasmidi o cDNA. S'usa una polimerasa de DNA depenen d’un motlle de DNA
per copiar les dues cadenes una vegada per cicle de reacci6, fent una ampliacié exponencial
del fragment especific desitjat. Les condicions de reacci6 sén variables i depenen de la
naturalesa del fragment a amplificar, aixi com la temperatura de dissociaci6 dels
oligonucleotids/sondes utilitzats en cada reacci6. Els parametres que s’ajusten en cada
reaccié sén la temperatura i la concentraci6 de I'i6 Mg?+.

Les mescles i els reactius, generalment en un volum total de 50 pl, es detallen a continuacio:

DNA 20-200 ng

Tampo PCR 10X 5 pl (sense Mg?+)
MgCl; 25 mM 2-4 mM

dNTPs 10 mM 4 ul
oligonucleotid (fw) 25 pM 2u
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oligonucleotid (rev) 25 uM 2ul
Taq polimerasa 5 U/ pl 0.5 ul
Tampé de PCR: Tris-HCI 200 mM pH 8.4, KCI 500 mM.

Les condicions del termociclador en condicions generals sén:

95°C 10 min (activacié polimerasa “hot-start”)
30-40 cicles:

94 °C 30s

50°C-70°C 30s-45s

72°C 30 s - 1 min
72°C 10 min

2.3.2 Purificacié i clonacio dels productes de PCR

La purificaci6 dels productes de PCR es van fer seguint les especificacions del fabricant de dos
kits diferents, tant a partir del producte sintetitzat directament com a partir de I'extracci6 en
gels d’agarosa. Els kits emprats foren: QIAquickR PCR Purification (QIAGEN) com
NucleoSpinRExtract II (Macherey-Nagel).

Per a la clonaci6 dels productes de PCR es va utilitzar el kit de TOPOR TA CloningR dual
promotor (pCR™II-TOPOR vector) (Invitrogen), la soca emprada TOP10.

2.3.3 RT-PCR a temps real quantitativa (qPCR)

La gPCR es basa en la utilitzaci6 de fluorofors en la reacci6 de PCR que permeten
monitoritzar I'ampliacié del DNA a través de cicles a temps real, quantificar el producte de
PCR generat i la concentracid inicial del fragment a amplificar ja que la quantitat de
fluorescencia recollida en cada cicle d’amplificacié és directament proporcional a la quantitat
de producte de PCR sintetitzat.

El fluorofor utilitzat en aquest treball ha estat la molecula intercalant de DNA SYBR-green 1.
S'uneix a la doble cadena de DNA (etapa d’extensi6 de la nova cadena en la PCR), fins a mil
vegades més fluorescent que en solucio.

Les condicions emprades per a la reacci6 van ser:

cDNA 100 ng, SensiMix (dU) 1X, solucié SYBR Green 1X, oligonucleotids fw i rev 300 mM
cadascy, fins a un volum final de 18 pl.

Composici6 de SensiMix (dU): tamp6 de polimerasa DNA heat-activated, dNTPs , dUTP, 8 mM
MgCl,, estabilitzadors, referéncia interna.

Condicions del termociclador:

95°C 10 min
45 cicles:
95°C 15s
60 °C 30s
76 °C 30s
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Les condicions de la corba de dissociaci6 van ser: 95°C 15 s, 60 °C 1 min, 95 °C 15 s.

Les reaccions de qPCR es van dur a terme en I'aparell ABI 7300 (Applied Biosystems) i els
productes generats s’analitzaren amb el software 7300 System software (Applied Biosystem).
La quantificaci6 es va fer per interpolacié en una corba estandard de regressio lineal dels
valors C; generats a partir de mostres de DNA de concentracié coneguda. Aquells valors, amb
abséncia d’amplificaci6 es van considerar negatius.

Per quantificar el producte de PCR tant de manera absoluta com relativa es van construir
corbes estandard de DNA plasmidi construides a partir dels fragments diana dels sistemes de
PCR a temps real clonats en el vector pCRII-TOPO. Es van preparar dilucions seriades de
concentracié coneguda.

El métode emprat en la quantificacio relativa va ser:

a- Corbes seriades per al gen diana i gen normalitzador. Com a gen normalitzador es va
triar la ubiquitina que es va emprar com a control intern.

b- 2-84Ct sempre i quan es comprovi previament que tant el gen diana com el
normalitzador tenen igual eficiéncia d’amplificacié (mateixa pendent de la corba
estandard).

2.4 Electroforesi d’acids nucleics en gel d’agarosa

Els fragments de DNA se separen mitjangant electroforesi en gels d’agarosa. Depenent de les
mides del DNA, s'usen diferents concentracions d’agarosa. Per regla general en aquesta tesi
s’han emprat gels al 1% d’agarosa.

Protocol

1- Pesar la quantitat d’agarosa necessaria i dissoldre-la en tampé TAE 1X escalfant en un microones.

2- Deixar refredar fins a 50 °C.

3- Afegir 0.5 ug/ml de bromur d’etidi i barrejar suaument. Deixar solidificar en el suport de motlle.

4- Mesclar les mostres de DNA amb un tampé de carrega amb un volum final de 1X.

5- Aplicar un voltatge de 50-100 V a I'electroforesi. El temps depéen de com es vulguin tenir de separades les

bandes de DNA.

6- Visualitzar i fotografiar sota llum ultraviolada (254 nm).
Tampé de carrega 10X: blau de bromofenol 0.25%, cianol de xile FF 0.25 %, glicerol 50%, EDTA 10 mM en TE 1X
pH8
TAE 50X: Tris base 2 M pH 8, AcOH 1 M, EDTA 0.1 M.

L’electroforesi del RNA esta explicada en 'apartat 7.3 de transferencia Northern

2.4.1 Quantificacié de la concentracio i puresa

La concentracid dels acids nucleics es van estimar mitjancant I'absorbancia a llum UV de 260
nm de longitud d’ona utilitzant un espectrofotometre (Nanodrop, Thermo Scientific) . La
puresa es determina mitjancant valors de ratio d’absorbancia 260/280 nm, de forma que una
mostra pura d’ADN te un ratio 260/280 nm de 1.8 i en cas de RNA de 1.8-2. Valors inferiors

indiquen la contaminacié de mostra amb proteines.
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2.5 Transformacio bacteriana
2.5.1 Transformacio d’E.coli per xoc térmic
En métode emprat per transformar E.coli ha estat el xoc térmic.

Protocol

1- Afegir 100 ng de vector a un eppendorf de cel-lules competents de E.coli (DH5a, TOP10 (Invitrogen)).

2- Incubar durant 30 min en gel.

3- Fer un xoc termic incubant durant 30 s a 42 °C, transferir immediatament a gel.

4- Recuperar els bacteris incubant-los a 37 °C en medi SOB.

5- Plaquejar en un medi selectiu (LB Agar + antibiotic corresponent) i incubar a 37 °C en posicié invertida
tota la nit.

2.5.2 Transformacio d’ A.tumefaciens

2.5.2.1 Preparacié6 de cél-lules competents per A.tumefaciens

La preparaci6 de bacteris competents d’ A.tumefaciens soca LBA4404 es va fer seguint el
protocol descrit per An i col. (An et al. 1988).

Protocol

1- Fer un pre-cultiu en medi YEB (antibiotics RifR, SmR) d’ A.tumefaciens de la soca LBA4404, a partir d’'una
colonia aillada crescuda en placa. Deixar creixer a 28 °C durant 48-72 h.

2- Inocular 2-3 ml del pre-cultiu en medi YEB (Rif, Sm). Deixar créixer a 28 °C fins que la ODeoo arribi a 0.5-
0.7.

3- Incubar en gel durant 15-30 min.

4- Centrifugar durant 15 min a 4000 rpm i a 4 °C. Llencar el sobrenedant.

5- Resuspendre en 10 ml d’H20 milli-Q esteril.

6- Centrifugar durant 15 min a 4000 rpm i a 4 °C. Llencar el sobrenedant.

7- Repetir les etapes 5 i 4 tres cops més.

8- Resuspendre el precipitat en 10 ml d’H20 milli-Q estéril i glicerol 10%.

9- Centrifugar durant 15 min a 4000 rpmia 4 °C.

10-Repetir els passos 8 i 9 dues vegades.

11-Resupendre el precipitat en 300 pl d’H20 milli-Q estéril i 60 pl de glicerol 10%.

12-Fer aliquotes, congelar-les en Nz liquid i guardar-les a -80 °C.

2.5.2.2 Transformacié d’A.tumefaciens per electroporacid

El metode emprat per transformar A.tumefaciens va ser I'electroporaci6. Aquesta tecnica es
basa en obrir porus en la membrana del bacteri per a la introduccié del vector desitjat
mitjangant un pols de corrent eléctric.

Protocol

1- Rentar amb EtOH absolut les cubetes d’electroporacid, deixar-les assecar totalment en la campana.
2- Descongelar en gel les cél-lules electrocompetents.

3- Afegir 1 ul de la diluci6 1:10 de plasmid i agitar suaument.

4- Deixar durant 5 min en gel.

5- Passar-ho a una cubeta d’electroporaci6.
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6- Electroporar posant el voltatge a 1.8 kV i mirant que la cubeta entri bé. Fer un pols, mesurar el temps
(milisegons) que ha durat I'electroporacié.

7- Afegir 1 ml de medi YEB sense antibiotics a la cubeta per recuperar el maxim volum que s’havia posati es
passa a un eppendorf. de 1.5 ml.

8- Incubar durant 1-2 ha 28 °C.

9- Plaquejar en plaques de medi YEB (RifR, CR, antibiotic de resisténcia al vector introduit). Deixar créixer
durant 2-3 dies a 28 °C (es recomana tapar les plaques amb plastic per evitar evaporacions i en posicié
invertida).

Medi YEB (1L): Extracte de bou 5 g, extracte de llevat 1 g, peptona 5 g, sacarosa 5 g, MgS040.48 g, MgSO4 () 2 mM 2
ml. Ajustar el pH a 7.2 amb NaOH. Si es vol en medi solid afegir 15 g/1 d’agar. Autoclavar.

2.6 Seqiienciacio de DNA

La seqlienciacié de fragments de DNA purificats o clonats en vectors es va fer mitjancant el
metode de la terminacié de sintesi de cadena utilitzant un seqiienciador capil-lar ABI 3730
DNA Analyzer (Applied Biosystems) i el kit Big DyeR terminator v1.1 (Applied Biosystem).
Reaccid de seqiienciacio:

DNA clonat 200-500 ng/pl
fragment de PCR 3-40 ng/pl
Oligonucleotid (10 uM) 1pl
DMSO 1ul
Big Dye 2l
Tampd Big Dye 2ul
H>0 milli-Q fins 10 ul

Condicions del termociclador:

96 °C 5 min
25 cicles:
96 °C 30s
50°C 15s
60 °C 4 min
4°C o
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3-METODES GENERALS PER A L’ANALISI DE PROTEINES

3.1 Extraccio de proteina total

L’extraccié de proteines totals tant de fulles de Blat de moro (B73), fulles d’Arabidopsis
thaliana, Nicotiana benthamiana i calls BY2 es va dur a terme seguint el procediment que es
detalla. Segons el teixit es va utilitzar un tampé de lisi diferent.

Protocol

1- Moldre el teixit en N2 liquid.

2- Resuspendre en un volum, entre 200 pl - 1 ml, de tampd de lisi segons la concentracid de proteina que es
desitgi complementat amb 1 mM PMSF, 1 mM DTT i 1 pl d’inhibidors de proteases (leupeptina,
pepstatina, aprotinina, E-64).

3- Incubar durant 10 min en gel.

4- Centrifugar a 15000 rpm durant 15 min a 4 °C.

5- Recuperar el sobrenedant i clarificar-lo repetint el procés des del punt 4.

6- Conservar l'extracte a -20 °C.

Tamp6 de lisi per a fulla de blat de moro: Tris-HCl 10 mM pH 7.5, NaCl 200 mM, EDTA 0.5 mM, NP-40 0.5%.
Tamp6 de lisi per a fulla d’A. Thaliana, N. Benthamiana i calls BY2: Tris-HCl 10 mM pH 7.5, NaCl 200 mM.

3.2 Quantificacié d’extractes proteics

Per a la quantificacié dels extractes proteics es va emprar el métode descrit per Bradford
(Bradford, 1976), basat en una reaccié colorimetrica per la qual la unié d’'un colorant,
inicialment de color marr6 en una solucié amb acid fosforic i metanol, fa un viratge a blau en
unir-se a les proteines. El colorant ve preparat comercialment en el kit “Bio-Rad Protein
Assay” (BIO-RAD). Per dur a terme la quantificacid va seguir el protocol del fabricant.

Protocol

1- Realitzar la corba de calibratge diluint BSA a les concentracions 0, 0.5, 1, 2, 3, 4, 6, 10 pg/ml.
2- En cubetes d’espectrofotometria de 1.5 mm afegir seqliencialment:
800 pl H20
1 ul de I'extracte, per duplicat
200 pl del reactiu de Bradford a totes les cubetes
3- Barrejar per inversio i esperar durant 20 min a que comenci la reacci6.
4- Llegir en 'espectrofotometre a una longitud d’ona de 595 nm comparant el resultat de les mostres
problema amb el blanc.
5- Es calcula la recta de regressié i s’extrapola la concentracié de les mostres problema.

Les corbes patré de BSA generades van tenir el requisit d’alta linearitat (r2 > 0.98).
3.3 Precipitacio de proteines per TCA

Protocol

1- Afegir 1 volum de TCA 100% en 4 volums de mostra.
2- Incubar durant 10 min a 4 °C.
3- Centrifugar durant 5 min a 14000 rpm.

143



Materials i Métodes

4- Treure el sobrenedant evitant el pellet. El pellet ha de ser blanquinds i esponjoés.
5- Rentar el pellet amb 200 pl d’acetona freda (- 80°C).

6- Repetir les etapes 4-6 amb dos rentats d’acetona.

7- Deixar assecar el pellet durant 5-10 min a 95 °C, fins no olorar acetona.

3.4 Separacio de proteines en gels de poliacrilamida desnaturalitzant (SDS-PAGE)

Les proteines es van separar en gels de poliacrilamida desnaturalitzats (SDS-PAGE) segons
Laemmli, 1970, en equips d’electroforesi vertical Miniprotean III (BIO-RAD). La composicid
del gel de poliacrilamida usat al 12.5%, es detalla a continuacid.

Gel Concentrador (3%) per 4 ml Gel separador (12.5%) per 10 ml

H.0 2.25 ml H:0 3.13 ml
Tampé concentrador 1ml Tamp6 separador 2.5ml
Acril:Bisacrilamida(30:0.8) 0.5 ml Acril:Bisacrilamida(30:0.8)  3.75 ml
APS (15%, p/v) 40l APS (1.5%, p/v) 40 pl
TEMED 6 ul TEMED 5ul

Tamp6 concentrador: Tris-HCI 0.5 M pH 6.8, SDS 0.4% (p/v).
Tamp6 separador: Tris-HCI 1.5 M pH 8.8, SDS 0.4% (p/v).
APS 15%: APS 15 g, H20 100 ml.

Preparaci6 de la mostra

1- Afegir un volum del tampé de carrega (TM2X) igual al volum de la mostra (volum maxim de carrega és de
40 ul).

2- Seguidament afegir 3-mercaptonetanol al 10% (v/v).

3- Desnaturalitzar les proteines abans de carregar durant 5 min a 100 °C.

Tamp6 TM2X: Tris-HCl1 0.10 M pH 6.8, Glicerol 20%, SDS 4%, Blau de bromofenol 0.25%.
Condicions de I'electroforesi

Es va utilitzar un tamp6 d’electroforesi 1X, inicialment a 60 V durant 15 min per introduir les mostres en el gel
concentrador i posteriorment a 100-120 V fins que el front del bromofenol arriba a I'extrem del gel.
Tampé d’electroforesi 1X: Tris-HCl 0.25 M pH 8.5, glicina 2 M, SDS 1%.

3.5 Tinci6 de proteines en gels SDS-PAGE amb blau de Coomassie
Un cop finalitzada I'electroforesi el gel es pot tenyir per observar les bandes de proteines. El
limit de detecci6 és de 0.1-0.2 ug de proteina. Cal tenir en consideracié qué un cop el gel esta

tenyit amb Coomassie ja no serveix per fer una transferéncia a membrana de nitrocel-lulosa.

Protocol

1- Col-locar el gel en un recipient i fixar les proteines amb la solucié de blau de Coomassie R-250 al 0.05%
en MeOH 50% i AcOH 10% durant 15 min.

2- Destenyir el gel fent rentats successius amb una solucié de MeOH 30% i HOAc 10%. Canviar la soluci6
quan es satura de color blau.

3- Repetir el procés tot el temps necessari fins contrastar les bandes amb el fons del gel.

4- Rentar amb H20 dues vegades.
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3.6 Tincio6 de proteines amb nitrat de plata

La tincié de proteines amb AgNO; presenta un limit de detecci6 inferior al de blau de
Coomassie de forma que es pot detectar fins a un limit de 5-10 ng de proteina. El protocol que
es descriu permet poder fer 'analisi de les bandes per espectrometria de masses. Per obtenir
una tincio6 nitida és molt important preparar totes les solucions en H,0 milli-Q.

Protocol

1- Fixar les proteines en una solucié d’EtOH 40%, AcOH 10% durant 30 min.

2- Sensibilitzar el gel amb EtOH 30%, Na2S203 0.2% (w/v), AcONa 6.8% (w/v).

3- Fer tres rentats amb H20 milli-Q durant 5 min.

4- Tinci6 amb AgNO3 0.25% (w/v) durant 20 min.

5- Fer dos rentats amb H20 milli-Q durant 5 min.

6- Revelar fins veure les bandes (pot ser des de segons fins a uns quants min) amb la soluci6 de Naz2CO3
2.5% (w/v), formaldehid 0.6% (v/v).

7- Detecci6 del revelat amb EDTA 1.46% (w/v) durant 10 min.

8- Rentar el gel dues vegades amb H20 milli-Q durant 5 min.

9- Guardar el gel en H20 milli-Q a 4 °C.

3.7 Transferencia de proteines a membranes de nitrocel-lulosa o PVDF

La transferencia de proteines a membranes de nitrocel-lulosa (Hybond C-extra, Amersham)
es realitza mitjancant equips de transferéncia semi-seca (semy trans-blot, BIO-RAD) segons el
protocol del fabricant:

Protocol

1- Equilibrar el gel, els papers Whatman i la membrana en tampd de transferencia de proteines durant 10
min.
2- Muntar el “sandwich” de transferéncia amb el gel, la membrana i els papers Whatman segons les
instruccions del fabricant.
3- Transferir durant 60 mina 10 V.
4- Hi ha l'alternativa de tenyir el gel amb blau de Coomassie i la membrana amb vermell Ponceau-S per
comprovar la correcta transferencia i quantitat de proteines a la membrana.
Tamp6 de transferéncia de proteines: Tris-base 48 mM, glicina 39 mM, MeOH 20% (v/v), SDS 10%. Ajustar el pH
9-9.4. Guardar a 4 °C.

3.8 Tincio6 de proteines en membranes amb vermell Ponceau-S

Protocol

1- Incubar la membrana en un solucié de vermell Ponceau 0.1% en AcOH 1% durant 5 min.

2- Rentar i fixar les proteines a la membrana incubant amb una solucié de MeOH 30% i AcOH 10% fins que
el fons quedi blanc.

3- Un cop feta 'observaci6 de les proteines, destenyir la membrana amb PBS.
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3.9 Immunodetecci6 de proteines fixades a la membrana de nitrocel-lulosa amb
anticossos especifics

Un cop transferides les proteines a la membrana es va procedir a la immunodetecci6 amb
anticossos especifics. La dilucié de I'anticos a utilitzar va ser especifica de cada anticos.

Protocol

1- Rentar la membrana amb solucié PBS 1X-T durant 5 min en agitaci6.

2- Incubar la membrana en soluci6 de bloqueig durant 1 h a temperatura ambient o a 4 °C durant tota la nit,
en agitacio.

3- Rentar amb PBS 1X-T durant 5 min a temperatura ambient, en agitacio. Fer tres rentats.

4- Incubar amb el primer anticds en solucié de bloqueig durant 1 h a temperatura ambient o tota la nit a 4
°C, en agitacid.

5- Rentar amb PBS 1X-T durant 5 min a temperatura ambient, en agitacié. Fer tres rentats.

6- Incubar la membrana amb I'anticos secundari (dilucié 1:5000 a 1:20000) durant 1 h a temperatura
ambient, en agitaci6.

7- Rentar amb PBS 1X-T durant 5 min a temperatura ambient, en agitacio. Fer tres rentats.

8- Ultim rentat amb PBS 1X durant 5 min a temperatura ambient a 4 °C durant més temps, en agitacié.

9- Revelar la membrana utilitzant el substrat quimioluminiscent del kit “SuperSignal West Femto” (Pierce,
Rockfold, IL, USA), seguint les indicacions del fabricant.

10- Exposar la membrana a un equip de quimioluminescéncia.

Solucié PBS 1X: NaCl 80 g, KCI 2 g, NazHPO4 14.4 g, KH2PO4 2.4 g, ajustar a pH 7.4.
Solucié PBS 1X-T: PBS 1X, 0.1% Tween.
Soluci6 bloqueig: PBS 1X, llet en pols o BSA al 5%.

3.10 Seqiienciacio de proteines

La proteina d’interés s’ailla retallant-la del gel un cop precipitada pel metode de nitrat de
plata i es col-loca en un eppendorf amb H,0 milli-Q de forma que fou seqiienciat per
espectrometria de masses (MS) previament passades per cromatografia liquida (LC) en la
Plataforma de Proteomica del Parc Cientific de la Universitat de Barcelona.

Protocol

1- Netejar la banda amb NH4+HCO3 25 mM i ACN.

2- Reduir la proteina a seqiienciar amb DTT durant 30 min a 56 °C.

3- Afegir lodeacetamida 55 mM durant 30 min a 21 °C i foscor.

4- Digerir la proteina amb tripsina (Promega) durant tota la nita 37 °C.

5- Labarreja de peptids van ser extretes amb AcOH 10% i ACN, posteriorment liofilitzats.

6- Els péptids liofilitzats van ser resuspesos amb AcOH 1% i injectats al cromatograf liquid. La columna
capil-lar emprada per a l'eluci6 dels péptids va ser una C18 de fase reversa (75 pm @ i, 25 cm,
nanoAcquity, 1.7 pm BEH column; Waters) amb un gradient de fase mobil: inicialment I'eluci6 va ser de 0
a 40% durant 20 min de la mescla ACN 100% i AcOH 0.1%, i posteriorment de 40% a 60% durant 5 min
amb AcOH 0.1%. La velocitat de flux va ser de 250 ml/min.

7- Un cop eluits els péptids es van passar per 'espectrometre de masses ionitzant préviament la mostra
amb electroesprai (PicoTip™ New Objective) a un voltatge de 2000 V.

8- Els péptids sortits del masses van ser analitzats de manera que els cinc més abundants van ser
seleccionats i fragmentats utilitzant CID (dissociacié induida per col-lisid) amb He com a gas.
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L’analisi MS/MS proporciona un patr6 de fragments peptidics que es comparen en les bases de dades:
SwissProt/TrEMBL plants i cRAP (repositiry of aventitious proteins) i Mascot. Aquests programes permeten la
identificacié de les proteines associades al patrons MS/MS obtinguts.

3.11 Produccio en E.coli de proteines recombinants marcades amb I'epitop d’histidines
En aquest treball es van preparar en E.coli proteines de fusié a les que s’ha fusionat en C-
terminal un epitop de 6xHis que permet la purificacié per afinitat a columnes de niquel.
Concretament es va usar el plasmidi pET28a.

Les proteines de fusi6 van ser produides amb la soca BL21 d’ E.coli. El protocol general per a
la purificacié6 va ser adaptat per a cada una de les proteines obtingudes ajustant la
concentraci6 del IPTG i el temps per afavorir la solubilitat.

Protocol

1- Transformar les cél-lules competents BL21 amb el plasmidi d’interes.

2- Inocular una tinica colonia transformada en 50 ml en medi LB sense antibiotic i deixar créixer tota la nit a
37°Cia250 rpm.

3- Agafar 25 ml del precultiu i posar-lo en 500 ml de medi LB més KR. Deixar créixer a 37 °C a 250 rpm fins
una ODsoo =0.6-0.8.

4- Afegir IPTG 0.5 mM, incubar durant 5 ha 37 °C.

5- Centrifugar el cultiu durant 10 min a 8000 rpm i 4 °C.

6- Eliminar el sobrenedant i congelar el precipitata -20 °C.

7- Descongelar les cél-lules i resuspendre amb 25 ml de tamp6 d'unié 1X complementat amb els inhibidors
de proteases més lisozima a una concentraci6 final 1 mg/ml. Si és necessari usar el vortex.

8- A partir d’ara tot el procediment es realitza a 4 °C.

9- Deixar incubar la mostra durant 1 h en gel.

10- Afegir Triton X-100 0.1% i incubar durant 5 min en gel.

11-Sonicar mantenint la mostra en gel (temps: 30 s; amplitut: 30%; impuls on: 1 s; impuls off: 0.3 s) fer-ho
tres cops.

12-Centrifugar durant 1 ha 8000 rpmi 4 °C.

13- Guardar per separat el sobrenedant i el precipitat i congelar a -20 °C. A partir d’ara es passa a purificar la
proteina per columna.

Preparaci6 previa de la columna amb la reina “Quelating Sepharose Fast-flow”.

14-Omplir a la columna de separacié amb 1 ml de la reina i rentar-la amb 10 ml H20 milli-Q.

15-Carregar la columna amb 10 ml de tamp6 de carrega 1X. Deixar passar els 10 ml, recollir-los i tornar-los a
passar per la columna. Si la columna es torna verda és significatiu de que esta carregada.

16-Passar 10 ml de tampd d’'unié 1X per eliminar I'excés de niquel de la columna.

17-Passar I'extracte proteic.

18-Rentar la columna amb tampé d’'unié complementat amb imidazole 20 mM.

19-Eluir la proteina recombinant unida a la columna amb tampé de rentat complementat amb imidazol a
concentracions creixents (20 mM-1 M) en fraccions de 1 ml.

20-Determinar la concentracié de proteina mitjan¢ant el metode Bradford i complementat amb un gel de
proteines tenyit amb Coomassie.

Tamp6 d’unié 1X: Imidazole 1 mM, NaCl 0.5 M, Tris-HCI 20 mM pH 7.9
Tamp6 carrega 8X: NiSO4 400 mM.

Tamp6 rentat 1: Imidazole 20 mM, NaCl 0.5 M, Tris-HCI 20 mM pH 7.9
Tamp6 rentat 2: Imidazole 60 mM, NaCl 0.5 M, Tris-HCI 20 mM pH 7.9
Tamp6 rentat 3: Imidazole 100 mM, NaCl 0.5 M, Tris-HCI 20 mM pH 7.9
Tamp6 rentat x: Imidazole x mM, NaCl 0.5 M, Tris-HCl 20 mM pH 7.9
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3.12 Dialitzaci6 de proteines

La dialitzacié de les proteines és necessaria per eliminar I'excés de sals o canviar el tamp6
que puguin contenir per a la realitzacié de processos posteriors. La dialitzacié es va fer en
membranes de baix pes molecular deixant passar ions (sals) o molecules petites. Es van
utilitzar solucions salines de diferents concentracions per evitar la precipitacio de les
proteines.

Protocol

1- Posar la solucié de proteina a una membrana de dialitzacid, tancar pels extrems i deixar en suspensio
amb agitaci6é durant 2 h a 4 °C en 500 ml de la solucié que es vol dialitzar amb una concentraci6 alta de
sals (per exemple NaCl 250 mM).

2- Canviar i afegir altres 500 ml de soluci6 de dialitzacié6 amb una concentracié menor de sals (NaCl 100
mM), deixar en agitacié durant2 ha 4 °C.

3- Treure i posar 1000 ml de nova solucié de dialitzacid sense cap sal, deixar en agitacid tota la nit a 4 °C.

3.13 Extraccio de proteines de cossos lipidics
L’extraccié d’aquestes proteines es va fer seguint els protocols de Jason et al. (1992) i Jay ].
Thelen et al. (2006).

Protocol

1- Moldre el teixit en N2 liquid.

2- Resuspendre, 15 g del teixit molt, en 35 ml de medi GMI fred.

3- Filtrar mitjangant dues capes de membrana Miracloth.

4- Afegir a la soluci6 filtrada amb molta cura perque quedi per sobre de GMI, 35 ml del medi FMI fred.
5- Centrifugar a 10000 g durant 30 min a 4 °C.

6- Recollir la part oliosa del sobrenedant i afegir 20 ml de medi GMII. Homogeneitzar.

7- A Miracloth.

8- Centrifugar a 10000 g durant 30 min a 4 °C.

9- Recuperar el sobrenedant (fase oliosa) i afegir 15 ml del medi GMI, homogeneitzar.

10- Afegir 15 ml de FMI per sobre de GMI i evitar que els medis s’ajuntin.

11- Centrifugar a 10000 g durant 30 min a 4 °C.

12-Repetir les etapes 9, 101 11.

13-Recuperar el sobrenedant i resuspendre en 2 ml de GMI. Conté els cossos lipidics purificats.

Per a l'obtencid de les proteines dels cossos lipidics es va seguir el protocol que es descriu a continuacié.

1- Agafar la solucié on hi ha els cossos lipidics purificats i resuspendre amb dietil eter, relacié 1:2 (v/v).
Barrejar.

2- Centrifugar a 13000 g durant 4 min a 4 °C.

3- Recuperar el sobrenedant (lipids neutres) i guardar.

4- Agafar la interfase i la fase aquosa i fer el mateix que les etapes 1,2 i 3.

5- Recuperar la interfase i la soluci6é aquosa i posar-ho sota N2 gas durant 1 h per evaporar tot el dietil eter.

6- Afegir 750 pl de cloroform/metanol (2:1, v/v). Barrejar.

7- Centrifugar a 13000 g durant 4 min a 4 °C.

8- Treure la interfase (proteines lipidiques) i la fase de cloroform (fosfolipids).

9- Tractar tres vegades la fase de cloroform amb H20/metanol 1:1. Centrifugar. Posar sota N2 gas per
evaporar el cloroform. Resuspendre en PBS 1x.
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10-Tractar dues vegades la interfase amb 250 pl H20 i 750 ul cloroform/metanol (2:1), es fa un vortex i es
centrifuga a 13000 g durant 5 min. Deixar assecar bé i dissoldre les proteines en PBS 1x. Sonicar durant 5
min.
Medi GMI: EDTA 1 mM, KCL 10 mM, MgClz 1 mM, DTT 2 mM, sacarosa 0.6 M, tricina-KOH 0.15 M, pH 7.5.
Medi FMI: la mateixa composicié que GMI pero amb sacarosa 0.4 M.
Medi GMII: 1a mateixa composicié que GMI perd amb NaCl 2 M.
Medi FMII: 1a mateixa composicié que FMI perd amb NaCl 2 M.

4-METODES DE TRANSFORMACIO VEGETAL

4.1 Transformacio estable

4.1.1 Transformacié de plantes per Agrobacterium tumefaciens.

Es van transformar plantes d’Arabidopsis thaliana de 'ecotip Col 0 mitjancant Agrobacterium
tumefaciens. El metode emprat va ser el descrit per Clough y Bent (1998), basat en I
infiltracié de flors en un estadi de preantesi (abans de l'autopolinitzacié) amb un cultiu
d’A.tumefaciens. Part de les llavors (T1) produides per les plantes transformades (T0) van
incorporar el T-DNA transferit per Agrobacterium per avaluar la resisténcia a I'antibiotic que
porta el gen de selectiu del T-DNA. Posteriorment, es va deixar que les plantes de la generaci6
T1 (heterozigotes) s’autopolinitzessin. Les plantes de la generacié T2 homozigotes es van
caracteritzar per la segregacid de la resistencia a 'antibiotic en la generacid T3. Aixi doncs, el
cultiu i la segregacié en medi selectiu de les plantes resistents a 'antibiotic va permetre
obtenir, després de dues o tres generacions, linies transgéniques estables i homozigotes pel
transgen.

4.1.1.1 Preparacié material vegetal

Protocol

1- Sembrar llavors d’Arabidopsis en testos recoberts amb una reixeta . Sembrar unes quantes llavors per
test i deixar-les hivernar a 4 °C durant 2-3 dies.

2- Portar els testos a I’ hivernacle i una setmana després de la germinacié es deixar 8-10 plantes per test,
(densitat bona per a un bon creixement).

3- En el moment que les plantes han desenvolupat inflorescéncies de 5-7 cm (aproximadament sis setmanes
després de la sembra), tallar les inflorescéncies a nivell de la roseta.

4- Després dels 9-10 dies les plantes estan en un estadi optim per transformar. Evitar les flors obertes i
eliminar les siliqiies formades abans de la transformacié.
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4.1.1.2 Electroporacio en Agrobacterium tumefaciens.

Protocol

Rentar amb EtOH absolut les cubetes d’electroporacid. Deixar-les assecar totalment en la campana.
Descongelar en gel les cel-lules electrocompetents.

Afegir 1 pl de la dilucié 1:10 de plasmidi i agitar suaument.

Deixar durant 5 min en gel.

Passar-ho a una cubeta d’electroporacid.

Electroporar a un voltatge de 1.8 kV i mirant que la cubeta entri bé. Fer un pols, mesurar el temps
(milisegons) que dura 'electroporaci6.

Afegir 1 ml de medi YEB sense antibiotics a la cubeta per recuperar el maxim volum. Passar a un
eppendorf de 1.5 ml.

Incubar durant 1-2 h a 28 °C.

Plaquejar en plaques de medi YEB més els antibiotics adequats. Deixar créixer durant 2-3 dies a 28 °C (es
recomana tapar les plaques amb plastic per evitar evaporacions).

Medi YEB (1L): Extracte de bou 5 g, extracte de llevat 1 g, peptona 5 g, sacarosa 5 g, MgS0a4(s) 0.48 g, MgSO4 ) 2

mM 2 ml. Ajustar a pH 7.2 amb NaOH. Si es vol, en medi solid afegir 15 g/I d’agar. Autoclavar.

4.1.1.3 Transformacié de les plantes

Protocol

9-

10-
11-

Preparar medi YEB.

Fer una sembra prévia a partir de les construccions glicerinades en medi LB solid més antibiotics. Deixar
créixer a 24 °C durant tota la nit.

Un cop crescudes les colonies correctament, fer un preinocul de 2-3 ml en medi liquid LB més antibiotics.
Deixar créixer en agitaci6 a 24 °C tota la nit.

Inocular 2 ml de la construcci6 en 400 ml de medi YEB més els antibiotics adequats per la soca d’
Agrobacterium portadora de la construcci6 a transformar en un erlenmeyer 11. Deixar créixer en agitacié
a 28 °C tota la nit.

Transvasar en dos pots de plastic 200 ml de medi a cadascun i equilibrar el pes. Centrifugar amb un rotor
JLA 16250 a 3500 rpm durant 20 min a 20 °C.

Descartar el sobrenedant i resuspendre el precipitat de cél-lules amb 400 ml de sacarosa 5% (p/v).
Abans de transformar les plantes, afegir Silwet 0.01%. Silwet és un detergent que ajuda a que la
transformaci6 penetri millor a la planta.

Submergir les inflorescéncies de les plantes durant 5 min en el cultiu bacteria. Es convenient haver regat
les plantes abans de la transformacié ja que interessa que el substrat estigui saturat d’aigua i no
absorbeixi el cultiu, evitant possibles contaminacions.

Deixar les plantes en posicié horitzontal en una safata sobre un paper de filtre, tapar amb un plastic i per
sobre col-locar uns papers per evitar la llum directa.

Deixar la safata durant 2-4 dies a I'hivernacle de dia curt a 20-22 °C.

Retirar el plastic. Posar les plantes en posicio vertical i deixar créixer en condicions estandards.
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4.1.2

Transformacié de calls BY 2 per Agrobacterium tumefaciens

4.1.2.1 Suspensio cel-lular a partir de calls abans de la transformacio

Protocol

Es treballa en un medi completament estéril. Sota campana de flux i material autoclavat o esteril.

6-

Mantenir els calls en medi BY2 solid a la foscor i a 24 °C. Subcultivar cada 2-3 setmanes.

Agafar 2- 3 calls (una mida al voltant de 0.5 cm de diametre) i disgregar-los en un erlenmeyer de 250 ml
amb 50 ml de medi BY2 liquid.

Incubar durant 1-2 setmanes a la foscoria 130 rpm en agitaci6 horitzontal a 24 °C.

Un cop passades dues setmanes observar el creixement de la massa cel-lular. Afegir 50 ml de medi BY2
liquid i incubar altres 1-2 setmanes en les mateixes condicions.

Observar la densitat cel-lular de la manera segiient: Traspassar la suspensié a un falcon de 50 ml, deixar
sedimentar durant 30 min i veure si el volum cel-lular és del 60-70% del total.

Subcultivar cada setmana agafant 2-4 ml de la suspensié6 cel-lular en 100 ml de medi BY2 liquid.

Medi BY2 liquid: 4.3 g/l medi MS amb macro i micro elements (Duchefa), 30 g/l sucre, 200 mg/1 KH2P04, 100 mg/1
mio-inositol, 0.2 mg/1 2,4 D (acid 2,4-diclorofenoxiacetic), 1 mg/ml tiamina. Ajustar a pH 5.7 amb KOH 1 M.

Autoclavar.
Medi BY2 sdlid: és el medi BY2 liquid amb 2 g/1 de Gelrite.

4.1.2.2 Transformacio de calls

Protocol

La transformacid es va fer amb la soca LBA4404 d’ A. tumefaciens.

1-

2-

10-
11-

Tres dies després de subcultivar les cél-lules BY2, traspassar el cultiu a un falcon de 50 ml i deixar
sedimentar. El volum de cél-lules ha de ser d’ 1/3 del volum total.

Descartar la meitat de la suspensi6 i afegir a 4 ml del cultiu BY2, 100 ul d’A. tumefaciens (0.8 0.D. a 595
nm) en plaques de petri petites (5 cm de diametre). Barrejar amb cura. Fer dues vegades: un control
(sense la construccid) i I'altre amb la construccié de vector binari d’interes.

Incubar durant dos dies a la foscor sense agitaci6 a 24 °C.

Fer tres rentats de la segiient manera: agafar totes les cel-lules de les diferents plaques i posar en un
falcon de 50 ml. Afegir medi liquid BY2 fins a 50 ml, centrifugar durant 10 min a 800 rpm sense fre,
decantar eliminant el sobrenedant.

Fer I'Gltim rentat amb 50 ml de BY2 liquid i amb 100 pg/ml de timentina. Centrifugar durant 10 min a
800 rpm sense fre. Si el sobrenedant queda terbol deixar sedimentar durant 30 min. Decantar i afegir 10
ml de medi liquid BY2 amb 100 pg/ml de timentina.

Plaquejar 2 ml del cultiu en plaques amb medi BY2 solid contenint timentina i I'antibiotic selectiu del
vector binari. Segellar amb plastic.

Incubar durant 3-4 setmanes a la foscor i a 24 °C fins a la formaci6 de calls de 1-2 mm.

Si hi ha micro calls (mirant a la lupa), traspassar-los a noves plaques de medi BY2 solid amb timentina i
I'antibidtic selectiu. Segellar amb plastic.

Deixar incubar durant dues setmanes a la foscor i a 24 °C. Repetir el procés tres cops. Cada vegada que es
subcultiva cal mirar al microscopi confocal per seleccionar els calls transformats.

Després del tercer subcultiu les plaques de medi BY2 solid només contenen I'antibiotic selectiu.

Anar subcultivant en periodes de 20 dies els calls en plaques de medi BY2 solid més I'antibiotic selectiu.
Es important conservar els calls per a posteriors treballs.
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4.1.2.3 Suspensio cel-lular a partir de calls un cop transformats

Les cél-lules dels calls es troben agregades, fent dificil la seva observacié al microscopi
altrament, les cél-lules a les suspensions estan més individualitzades o formant tires, una
darrera de d’altra, fent la seva observacié molt més efectiva.

Protocol
Es treballa en medi completament estéril, sota campana de flux i material autoclavat o estéril.

1- Un cop es tenen els calls ben establerts, agafar-ne 3-4 calls, posar-los en una placa de Petri i aixafar-los
amb una espatula fins formar una papilla.

2- Barrejar 25 ml de medi BY2 liquid i 12.5 pl de I'antibiotic selectiu en un erlenmeyer de 100 ml afegir i
anant afegint part de la papilla. Agitar manualment per ajudar a disgregar . Cal fer-ho en dos o tres
erlenmeyers més per possibles contaminacions.

3- Deixar les suspensions durant una setmana en agitacié horitzontal a 130 rpm, a la foscor i a 24 °C.
Tranvasar el medi a un falcon de 50 ml, deixar reposar durant 30 min. Si el sobrenedant és transparent-groguenc
és un indicador del bon creixement, si el sobrenedant és fosc, cal llengar-lo perqué s’ha contaminat. També cal
observar la compactaci6 de les cel-lules, un gran volum (12-15 ml) indica un bon creixement. Si hi ha poc volum,
decantar mig volum del medi, posar-ne mig més de fresc i deixar una setmana més creixent en les mateixes
condicions.

4- Si hi ha un gran volum de cél-lules, diluir-les en dos erlenmeyers. En un erlenmeyer de 100 ml posar 20

ml de medi BY2 liquid, 12.5 pl de I'antibiotic selectiu i 5 ml de la suspensié. En un erlenmeyer de 250 ml,
posar fins a 50 ml de medi BY2 liquid, 25 pl de I'antibiotic selectiu i la resta de la suspensio.

5- Mantenir les suspensions durant una setmana en agitaci6 horitzontal a 130 rpm, a la foscor i a 24 °C.

6- Un cop establertes les suspensions mantenir-les cada setmana.

4.2 Transformacio transitoria

L’expressié transitoria és I'expressié de proteines en un sistema bioldgic que no integra el
transgen en el seu genoma nuclear. De la mateixa manera, és un sistema que permet resoldre
el problema del possible silenciament genic cotransformant el transgen emprat amb una
proteina virica supressora del silenciament , HC-Pro (Goytia et al. 2006). Hi ha tres vies
diferents per aconseguir una expressio transitoria: 1) per bombardeig de particules cobertes
del DNA, 2) infeccié virica de la planta (el virus esta modificat geneticament amb la proteina
d’interes), 3) infecci6é bacteriana, el plasmidi que conté el transgen d’interés s’introdueix en
Agrobacterium tumefaciens de forma que s’introduira dins les cel-lules vegetals per sistemes
a pressio emprant una xeringa (Kapila et al. 1997). En aquesta tesi s’ha emprat aquest darrer
meétode agroinfiltrant fulles de Nicotiana benthamiana.

Protocol

1- Aillar colonies transformades d’A. tumefaciens en plaques contenint medi YEB amb antibiotic selectiu.

2- Agafar una colonia i inocular un precultiu de 5 ml de medi YEB amb antibiotics selectius per a la soca d’A.
tumefaciens i plasmidi emprat en la construccid. Deixar créixer durant 24-48 h en agitacié a 200 rpm i 28
°C.

3- Agafar 3 ml del precultiu i inocular en 30 ml de medi YEB amb els antibiotics selectius. Deixar créixer
durant tota la nit en agitaci6 i a 28 °C.

4- Esperar fins a una ODsoonm de < 1. Centrifugar durant 10 min a 3000 rpm i temperatura ambient.
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5- Eliminar el sobrenedant i resuspendre el precipitat amb tampé d’induccié durant 2 h o fins a una ODeoonm
1.5-2 a temperatura ambient.

6- Paral-lelament fer el mateix amb la construccié del cultiu d’A. tumefaciens de la proteina inhibidora del
silenciament HC-Pro.

7- Agroinfiltrar amb la relacié 1:1 d’ A. tumefaciens transformat de la construccié d’interes i d’ A.tumefaciens
portador de HC-Pro amb una xeringa de plastic sense agulla presionant suament I'envers de les fulles.
Segons la mida de les fulles es poden fer fins a quatre punxades per fulla. Abans d’agroinfiltrar es
recomana regar les plantes de N.benthamiana (de 2-4 setmanes) per tenir els estomes oberts, ja que sén
les cel-lules per on entren els liquids. Per a cada construcci6 que es faci es recomana canviar de xeringues
i de guants.

8- Deixar les plantes agroinfiltrades a I'hivernacle durant 2-3 dies. Observar al microscopi I'expressi6. En
cas de no observar senyal deixar algun dia més.

9- Per fer les observacions al microscopi cal retallar les zones agroinfiltrades.

Tamp6 d’'inducci6 (200 ml): 2 ml MgClz 1M, 2 ml MES 1M (3.9 g MES en 20 ml H20), 200 pl acetosiringona 0.2 M,
196 ml H20. Ajustar a pH 5.7 amb KOH .

5-CONSTRUCCIO D’UNA GENOTECA DE cDNA

La construccid de la genoteca es va fer seguint el protocol “SMART™ cDNA Library
Construction kit” (BD Biosciences). Per a la sintesi del cDNA es va usar la PCR de llarga
distancia (LD PCR) (Barnes 1994) per generar cDNA llargs. Partint de RNA i amb un
encebador modificat (dT)(CDS IlI/3’PCR primer) va generar de la primera cadena de cDNA.
En la part final de 'extrem 5’ del mRNA es va disposar un encebador SMART IV que conté la
sequiéncia (G). En la finalitzaci6 de la retrotranscriptasa (RT) I'enzim transferasa terminal va
afegir uns pocs nucleotids, principalment desoxicitidina a 'extrem 3’ del cDNA. L’encebador
SMART 1V, contenia la seqtiéncia (G) hibrida amb desoxicitidina acabant I'extensi6 de la nova
cadena. El resultat final del ss cDNA contenien la seqiiéncia completa del mRNA amb la
seqliéncia complementaria de 'encebador SMART 1V, el qual també contenia uns nucleotids
d’'unié (adaptadors) per a les segiients amplificacions de la LD PCR (Chenchik et al. 1998).
Unicament els ss cDNA amb I'adaptador de SMART IV en I'extrem 5’ van servir com a motllo
per a 'amplificacié de la PCR. Els cDNA incomplets, sense I'adaptador SMART IV, no es van
amplificar. D’aquesta manera es va assolir una amplificaci6 selectiva i tenir una llibreria de
cDNA amb un percentatge de seqiiéncies senceres.

En aquesta tesi les lligacions dels diferents amplicons es van fer en el vector pTOPO-TA II

(Invitrogen).
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5.1 Sintesi de la primera cadena de cDNA

Protocol

1- En un eppendorf afegir:
1-3 ul de RNA (0.05-1 pg RNA total).
1 ul encebador SMART IV
1 ul encebador CDS 11I/3’ PCR
X ul H20 milliQ finsa 5 pl
2- Barrejar, fer un spin i incubar durant 2 mina 72 °C.
3- Refredar durant 2 min en gel.
4- Fer un spin i afegir:
2 pl tamp6 5X First-Strand
1 I DTT (20 mM)
1 pl barreja de dNTP (10 mM)
1 ul PowerScript transcriptasa reversa
5- Barrejar amb cura i fer un spin.
6- Incubar durant 1 h en un bany d’aigua a 42 °C. Posar 20 pl d’oli mineral per evitar evaporacions.
7- Refredar en gel per acabar la sintesi de la primera cadena.
8- Guardara-20 °C.

5.2 Sintesi de la segona cadena de cDNA

Protocol

1- Preescalfar el termociclador a 95 °C.
2- En un eppendorf per a PCR afegir:
2 pl cDNA primera cadena
80 pl H20 milliQ
10 pl tampd 10X Advantage 2 PCR
2 ul barreja 50X dNTP
2 pl encebador 5’ PCR
2 pl encebador CDS 111/3’ PCR¢
2 pl polimerasa 50X Advantage 2 polymerase Mix
3- Barrejar i fer un spin. Afegir oli mineral.
4- Col-locar I'eppendorf en el termociclador amb el programa:
95°C 1min
20 cicles:
95°C15s
68 °C 6 min
4°C ©
5- Comprovar l'eficiéncia agafant 5 ul de mostra de la PCR i carregar-lo en un gel d’agarosa/bromur d’etidi
del 1.1% . El ds cDNA s’haurien de veure fent un smear entre 0.1-4 kb.

Guardar a -20 °C.
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5.3 Digestié amb proteinasa K

El tractament de la proteinasa K inactiva 'activitat de la polimerasa DNA.

Protocol

10-
11-
12-
13-
14-

En un eppendorf, barrejar 50 pl del ds cDNA amplificat (2-3 pg), sense oli mineral, amb 2 pl de proteinasa
K (20 pg/ pl), fer un spin.

Incubar durant 20 min a 45 °C.

Fer un spin i afegir 50 ul d’H20 milliQ.

Afegir 100 pl de la barreja fenol:cloroform:alcohol isoamilic. Barrejar continuament amb cura i per
inversié durant 1-2 min.

Barrejar continuament amb cura i per inversié durant 1-2 min.

Agafar la fase superior (I'aquosa) sense agafar 'interfase i passar-la a un nou eppendorf.

Afegir 100 pl de la barreja fenol:cloroform:alcohol isoamilic. Barrejar continuament amb cura i per
inversié durant 1-2 min.

Agafar la fase superior (I'aquosa) sense agafar la interfase i passar-la a un nou eppendorf.

Afegir:

10 ul AcONa 3M

1.3 pl glicogen 20 pg/ul

260 pl EtOH 95 °C a temperatura ambient

Rapidament centrifugar a 14000 rpm durant 20 min a temperatura ambient.

Agafar el sobrenedant i descartar.

Rentar el precipitat amb 100 ul EtOH 80%.

Deixar assecar fins I'evaporacié de 'EtOH.

Resuspendre el precipitat amb H20 (RNAsa free).

5.4 Lligaci6é en TOPO-TA

Protocol

1-

10-
11-
12-

En un tub eppendorf afegir:

0.5-4 pl PCR (cDNA total)

1 ul solucié salina

1 ul vector TOPO® (pCR®II-TOPO®)

X ul H20 fins a 6 pl

Barrejar i incubar durant 25 min a temperatura ambient.

Posar en gel.

Afegir a un vial de cél-lules competents DH5a 3 pl de la lligacid. Barrejar amb cura donant petits cops, no
pipetejar.

Posar en gel durant 30 min.

Fer la transformacié per xoc térmic, posant el vial durant 30 sa 42 °C.

Col-locar en gel durant 2 min.

Afegir 250 pl de medi SOC.

Agitar en horitzontal a 200 rpm durant 1 ha 37 °C.

Plaquejar 20 pl de la transformacié en plaques de LB més antibiotic selectiu (carbenicilina) , X-gal, IPTG.
Incubar les plaques en posicid invertida durant tota la nita 37 °C.

Seleccionar les colonies blanques per a 'analisi de la preséncia del DNA d’interes mitjangant la PCR i
oligonucleotids del vector flanquejants de I'insert.

Medi LB (11): 1% (w/v) bacto-triptona, 0.5% (w/v) extracte de llevat, 1% (w/v) NaCl. Ajustar a pH 7.5 amb NaOH.
Si es vol en medi solid afegir 15 g/l d’agar. Autoclavar.
Solucié salina: 1.2 M NaCl, 0.06 M MgClo.
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5.5 Amplificacié dels inserts a partir dels bacteris

L’analisi de la presencia i mida dels inserts per posterior elaboracié de macromatrius es
realitza mitjancant la técnica de la PCR sobre colonies bacterianes.
Mescla de la PCR:

Tampé 10X (Tris-HCI pH 8.4 amb KCL)

25 mM MgCl;

10 mM dNTPs

10 mg/ml BSA

25 pmol/pl de cada oligonucleotid (flanquejant 'insert)

0.5 uM Taq polimerasa

fins a 50 ul H20

A cada colonia bacteriana es va afegir aquesta mescla.

Condicions del termociclador:

95°C 5 min
35 cicles:
94°C 30s
68°C 45s
72°C 3min30s
72°C 5min
4°C oo

Els resultats obtinguts van ser analitzats mitjancant un gel d’agarosa TAE al 1%. Aquells
fragments superiors de 250 pb van ser escollits per a la seva seqiienciacié.

6-TRANSFERENCIA NORTHERN

Amb aquesta técnica es poden transferir fragments de mRNA des d’'un gel d’electroforesi a
una membrana de nilé (Hybon-N, Amersham). La mobilitzacié dels acids nucleics des del gel
fins a la membrana s’aconsegueix per capil-laritat, a través d'una pila de paper absorbent
lleugerament compactada per pressié. La membrana és tractada per tal d'immobilitzar el
RNA, de tal manera que aquesta representa una copia exacta del patré de bandes present en
el gel (Brown, 1993).

Els reactius com el material han d’estar lliures de RNAses per evitar que es degradi el RNA.
Per tal, es va treballar amb guants durant tot el procés i amb material escalfant al forn a 200
°C.

6.1 Preparacio de la sonda

6.1.1 Marcatge de la sonda per Random Priming

Aquest metode, desenvolupat per Feinberg i Vogelstein (1983), permet l'obtencié de
fragments de DNA marcats uniformement i amb una elevada activitat especifica. El DNA es
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desnaturalitza i s'incuba amb una barreja d’hexanucleotids que contenen un gran nombre de
seqiiencies. Aquests hexanucleotids fan d’encebadors per a I'enzim Klenow polimerasa, el
qual sintetitza la cadena complementaria en presencia d’'un dels desoxinucleotids marcat
radioactivament.

El protocol descrit a continuacié segueix el marcatge utilitzat per “Random Primer DNA
Labeling kit” (Roche) amb algunes variacions introduides en aquest treball.

Protocol

1- Partir d’'un DNA linealitzat de massa 75 ng, afegir H20 fins obtenir un volum de 10 pl.
2- Desnaturalitzar el DNA durant 10 min mitjangant un bany d’aigua calenta a 95 °C.
3- Refredar en gel.
4- Afegir:
3 ul ANTP stock mix (1 ul dATP, 1 pl dGTP, 1 ul dTTP).
2 pl de la barreja d’hexanucledtids 10x.
1 ul enzim Klenow 2 U/pl.
4 pl [a-32P]dCTP 50 pCi.
5- Centrifugar 30 s’482 i incubar durant 1 ha 37 °C.
6- Donar un cop de centrifuga
7- Parar la reaccié afegint 2 ul EDTA 0.2 M.
8- Afegir 21 pul TE.
9- Guardar 1 pl de la sonda marcada per mesurar la radioactivitat incorporada en un comptador de
centelleig abans de la purificacié.

6.1.2 Purificacié de la sonda marcada
Es va purificar la sonda eliminant els desoxibonucleotids trifosfats no incorporats mitjancant
columnes de la casa comercial “ProbeQuant™ G-50 MicroColumns” (Amershan Biosciences).

Protocol

1- Fer un pretractament a la columna: barrejar la reina, destapar una mica el tap i centrifugar a 3000 rpm
durant 1 min.

2- Passar la mostra per la columna.

3- Centrifugar a 3000 rpm durant 2 min.

4- Llengar la columna de color rosa (indicatiu que ha passat correctament la mostra).

5- Guardar 1 pl de la sonda marcada per mesurar la radioactivitat incorporada en un comptador de
centelleig després de la purificacié.

6- Guardar la sonda.

Per saber el percentatge de marcatge incorporat a la sonda cal mesurar-la en un comptador de centelleig seguint
la relacié: radioactivitat mesurada després de la purificaci6 / radioactivitat mesurada abans de la purificacié. Si el
percentatge és de 30 % o superior es pot dir que hi hagut un bon marcatge.
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6.2 Preparacio de la mostra de RNA

La massa de les mostres poden estar entre 10-15 pg, una concentracio suficient per detectar
els mRNAs mitjanament abundants. Segons la concentraci6é d’algunes mostres, si estan prou
concentrades, es dilueixen amb HO fins aconseguir la concentracié desitjada. Un cop totes les
mostres tenen la mateixa concentraci6 es dissolen amb el tamp6 de carrega.

Protocol
1- Afegir els diferents reactius del tampd de carrega: 10 pl RNA, 4 pl tampé MEN 10X, 6.6 pl formaldehid
37%, 20 pl formamida desionitzada, 0.5 pl de bromur d’etidi 0.1 pg/ml.
2- Desnaturalitzar la mostra durant 15 min a 55 °C.
3- Afegir 4 pl de tampé de carrega.
4- Guardar a - 20°C.

Tampé MEN 10X: MOPS 200 mM, AcONa 50 mM, EDTA 10 mM. Ajustar a pH 7 amb NaOH, autoclavar.
Emmagatzemar a 4 °C. Tampé de carrega: glicerol 30%, blau de bromofenol 0.25%, xile de cianol FF 0.25%, EDTA
0.5 M.

6.3 Electroforesi i transferéncia del RNA

Protocol
Es va treballar sota campana ja que el formaldehid és molt toxic.
1- Preparar el gel barrejant 2 g d’agarosa en 170 ml Hz0.
2- Deixaa atemperar a 55 °C.
3- Afegir: 1 pl de bromur d’etidi, 20 ml tamp6 MEN 10x a temperatura ambient, 11 ml formaldehid 37%.
4- Deixar polimeritzar.
5- Col-locar el gel en una cuveta d’electroforesi i submergir-lo amb MEN 1x. Ha de quedar cobert uns 1-2
mm.
6- Carregar la mostra.
7- Com tampé d’electroforesi usar MEN 1x. Mantenir I'electroforesi a 75 V/cm fins que el bromofenol hagi
migrat un 80% de la longitud del gel.
8- Parar l'electroforesi i fotografiar el gel.
9- Es procedeix a la transferéncia del RNA per capil-laritat ascendent mitjancant un corrent de sals de la
segliient manera:

Protocol

1- Col-locar una placa de vidre sobre una safata que contingui la solucid de transferencia SSC 20x.

2- Estendre sobre la placa una tira de paper Whatman 3 MM. La tira ha d’estar tota I’estona en contacte amb
la solucié de transferéncia. Es molt important que no hi hagi bombolles ni arrugues entre el gel i la resta
de les capes.

3- Col-locar el gel sobre el paper Whatman 3MM eliminant les bombolles d’aire. Per evitar evaporacions i
possibles contactes amb la resta de papers Whatman 3 MM que hagin en el muntatge es col-loca un film
de plastic cobrint la primera capa de paper i la safata.

4- Mullar la membrana de nild, a la mida del gel, primer amb aigua destil-lada i després amb la solucié de
transferencia. Posar-la sobre el gel, també vigilant que no quedin bombolles.

5- Posar tres papers Whatman 3MM de la mida del gel, mullat amb la soluci6 de transferéncia , sobre la
membrana.

6- Posar papers absorbents de 5-10 cm sobre els papers Whatman 3MM.
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7- Una placa de vidre i pes de 0.5-1 kg.
8- Deixar la transferéncia unes 12 h.

Soluci6 de transferéncia SSC: citrat trisodic 2H20 0.3 M, NaCl 3 M. Ajustar a pH 7 amb HCl i autoclavar.

6.4 Prehibridacions i hibridacions

Els volums de les prehibridacions i hibridacions depenen de la mida de la membrana. En
aquesta tesi les hibridacions es realitzaren amb un volum de 150-300 pl/cm2 i per les
prehibridacions un 50% més. Totes les manipulacions es van fer en tubs de vidre i estufes
rotatories.

Protocol

1- Preparar les solucions de prehibridacié i hibridaci6 afegint DNA d’esperma de salmé 0.25 mg/ml
previament sonicat i desnaturalitzat durant 5 min a 95 °C.

2- Posar els filtres en el tub.

3- Mullar els filtres amb NazHPO4 0.25 M. Llencar la solucié.

4- Prehibridar uns 30-45 min amb soluci6 de prehibridacié/hibridacid.

5- Desnaturalitzar la sonda 5 min a 100 °C i afegir-la al tub.

6- Deixar hibridar la sonda a 65 °C durant un minim de 5 h i un maxim de 16 h.

7- Treure la sonda i guardar-la en la nevera en un tub Falcon.

8- Fer rentats de les solucions segiients:

SSC 2x/SDS 0.1%, dos rentats de 30 min 65 °C.
SSC 0.5x/SDS 0.1%, dos rentats de 30 min 65 °C.
SSC 0.1x/SDS 0.1%, dos rentats de 30 min 65 °C.
SSC 0.05%/SDS 0.1% dos rentats de 30 min 65 °C.
Pirofosfat 0.1%, un rentat de 5 min 65 °C.
El nombre de rentats depén de les condicions d’astringéncia necessaries.

9- Deixar assecar els filtres a l'aire fins que no estiguin mullats. Es protegeixen amb un plastic segellant-lo.
Passar un Geiger per veure si mesura radioactivitat. Segons la mesura, ens podem fer la idea de la
quantitat de sonda hibridada en la membrana.

10-Revelar la imatge en Phospholmager de Kodack.

Solucié de prehibridacié/hibridacié: NazHPO4 0.25 M, SDS 7%, EDTA 1 mM pH 8.0.

6.5 Deshibridacions de membranes

Les membranes que han estat hibridades poden ser reutilitzades per hibridar-les amb una
altra sonda. Previament la membrana ha de ser deshibridada. No és convenient reutilizar-la
més de 3-4 vegades.

Protocol

1- Bullir la membrana amb H20 durant 10 min.
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7- HIBRIDACIONS IN SITU

La hibridacié in situ és una tecnica que detecta seqiiencies d’acids nucleics en cel-lules,
cromosomes o teixits preservats. La detecci6 in situ dona una visualitzacié directa de la
localitzacié de sequiéncies especifiques, punt crucial per dilucidar l'organitzacié i funcié
génica. A continuaci6 es descriu el protocol de la tecnica.

7.1 Preparacio del teixit

7.1.1 Fixacio del teixit

La fixaci6 de les mostres evita la degradacié del teixit ja que atura rapidament l'activitat
enzimatica i l'aparicié d’artefactes per difusi6 de péptids i proteines dins i fora de les
cél-lules. Per ultim, també enforteix el teixit envers els efectes de les posteriors
manipulacions.

El material biologic emprat ha estat el més fresc possible i, per tal de facilitar la penetracio6
del fixador, les dimensions de la mostra no van ser molt grans (Langdale, 1994). Es realitza
en recipients de vidre de 10 ml.

Protocol

1- Submergir el teixit en solucid fixadora (EtOH/formaldehid/AcOH glacial, 80:3.5:5.5) durant 1 h a
temperatura ambient. Si el teixit flota, fer el buit per tal de facilitar la penetracid de la solucié.

2- Canviar la solucié per soluci6 fixadora fresca i mantenir durant una setmana a 4 °C.

3- Decantar la soluci6 fixadora i submergir durant 1 h en EtOH 70%.

4- Canviar per EtOH 70% fresc i guardar a 4 °C. D’aquesta manera les mostres es poden mantenir
indefinidament, vigilant que no s’assequin.

7.1.2 Inclusi6
La inclusi6é consisteix en la substitucié de tota I'aigua que contenen les mostres per una
matriu inert.

Es va utilitzar parafina en recipients de vidre de 10 ml.
Protocol

1- Canviar 'EtOH 70% en queé es troben les mostres per una nova solucié d’EtOH 70% i mantenir-les
durant 1 h a temperatura ambient.
2- Deshidratar les mostres en series de 30 min a 1 h en cada solucié i a temperatura ambient, mitjancant la
seqliéncia: EtOH 80%, Fast Green 0.5% en EtOH 90%, 2 x (EtOH 100%), EtOH 100%/ Histo Clear (75%:
25%), EtOH 100%/Histo Clear (50%:50%), 2 x (Histo Clear 100%).
El Fast Green s’utilitza per tenyir les mostres i fer-les visibles. La tinci6 del teixit es pot fer durant la incubacié en
EtOH 90%, pero es pot dur a terme en qualsevol dels passos amb EtOH. Es recomanable fer-ho durant els primers
EtOHs per tal de poder tornar a tenyir si no queda bé el primer cop.
3- Canviar la solucié d’Histo Clear i afegir el mateix volum amb perles de parafina. Deixar la barreja a 60 °C
fins que es fongui la parafina, barrejar fins tenir una barreja homogénia i deixar-ho durant 12 ha 60 °C.
4- Canviar la barreja per parafina fosa. Agitar i mantenir-la durant 12 h a 60 °C.
5- Canviar la barreja per parafina fosa. Agitar i mantenir-la durant 2 h a 60 °C.
6- Agitar per facilitar que les mostres es desenganxin del fons del recipient i traspassar les mostres a una
placa de Petri per separar-les i orientar-les amb I'ajut d’'unes pinces.
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7- Deixar solidificar la parafina.
8- Guardara 4 °C.

7.1.3 Preparacio dels blocs de parafina
Per tal de tallar les mostres, aquestes es van disposar sobre un suport de parafina de
dimensions adients per ser col-locades al microtom.

Protocol

1- Col-locar la mostra en el suport de plastic i en la posicié desitjada de manera que, a poc a poc es va
afegint parafina calenta fins formar el bloc. Deixar refredar per solidificar el bloc.

2- Extreure l'excés de parafina amb I'ajuda d’un bisturi i donar forma de trapezi al bloc de parafina de tal
manera que la cara petita sera per on comengara a seccionar amb el microtom.

3- Assegurar que la cara que ha d’entrar en contacte amb la ganiveta del microtom esta ben llisa.

7.1.4 Preparacio de les seccions

Tots els talls es van fer de 8 um. El bloc de parafina es va col-locar al microtom en I'orientacié
desitjada i les tires de parafina que es van anar formant es van posar als portaobjectes
tractats amb poli-D-lisina.

Protocol

1- Orientar el bloc en el microtom i seccionar la mostra en una mida de 8 pm.

2- Col‘locar les tires de parafina que es van formant en una placa termostatica de 42 °C plena d’aigua,
d’aquesta manera s’aconsegueix que els talls estiguin estirats. Es important mantenir 'orientacié dels
talls que es fan al microtom ja que la cara que es veu és hidrofobica i la cara posterior és hidrofilica. Si la
cara hidrofilica esta en contacte amb l'aigua permet que el teixit s’estiri. Si es fa a 'inrevés, en posar la
cara hidrofobica en contacte amb 'aigua s’observa com s’arruga tot el teixit.

3- Amb l'ajuda de pinces o agulles, es van col-locant els diferents talls de manera ordenada en els
portaobjectes.

4- Deixar els portaobjectes sobre un placa a 42 °C durant tota la nit per assecar completament les mostres.

5- Guardar les seccions amb silica gel en un lloc sec i tapat de la pols. Tot i que les mostres es poden
conservar setmanes, no es convenient fer-ho durant molt de temps perque, es podrien despendre en els
tractaments posteriors.

7.2 Sintesi de la sonda
7.2.1 Marcatge de la sonda

L’ hibridaci6 in situ presentada en aquesta tesi va ser realitzada mitjancant la utilitzacié de
sondes no radioactives marcades amb digoxigenina seguint el protocol “DIG RNA labeling kit
(SP6/T7)” (Roche).

El métode es basa en la incorporacié d'un nucledtid modificat, en comptes de timines (dTTP)
utilitza uracil (dUTP) el qual te ancorada la digoxigenina, de manera que tots els fragments de
PCR tindran una molecula de digoxigenina associada als uracils.
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EL fragment de DNA que s’ha de transcriure incorporant digoxigenina no pot ser més gran de
500 pb, ja que un insert massa gran té dificultats per hibridar i un insert massa petit pot
donar problemes d’inespecificitat. Les sondes tenen mides entre 300 i 400 pb.

Les sondes provenen de fragments de PCRs especifics de cDNAs clonats en el vector pPCRII-
Topo flanquejant els promotors T7 i SP6, posterior precipitaciéo amb NaOAc.

Protocol

1- Afegir en dos tubs independents de centrifuga els seglients reactius:
13 ul DNA de la PCR
2 pl 10x NTP labelling mixture
2 pl 10x tamp6 de transcripcio
1 pl inhibidor de RNAse

2 ul (40 U) DNA depenent de RNA polimerasa T7 en un tub i 2 pl (40 U) de DNA depenent RNA polimerasa
SP6 en l'altre tub depenent de 'orientacié del cDNA.

La sonda sense s’usa per la posici6 5’ del promotor de la seqiiéncia que es vol transcriure i la sonda antisense s’usa
per la posicié 3’. La sonda antisense detectara transcripts i la sonda sense s’usa com a control d’hibridacié no
especifica.

2- Incubara 37 °C durant1 h.

3- Afegir 2 ul (20 U) de RNAse lliure de DNAse I i incubar durant 15 min a 37 °C.

4- Afegir 2 pl de EDTA 0.2 M (pH 8.0). D’aquesta manera s’atura la reacci6.

5- Afegir 1 ul de tRNA 10 pg/ pl, 37.5 ul de AcONH4 5 M, 24 ul H20, 220 pl EtOH 100% fred (-20 °C).
6- Mantenir la mescla durant 30 min a -80 °C . D’aquesta manera precipita més facilment.

7- Centrifugar a 13000 rpm durant 10 min.

8- Treure el sobrenedant i rentar amb EtOH 70% fred.

9- Centrifugar a 13000 rpm durant 10 min.

10-Treure el sobrenedant, deixar assecar.

11-Resuspendre en 10 pl d'H20. Guardar a -20 °C.

7.2.2 Analisi de la sonda marcada. Dot-blot

El Dot-blot és una técnica emprada per esbrinar I'eficiéncia de la sonda marcada. Per dur-lo a
terme es fan diferents dilucions de les sondes sense i antisense de manera que, posteriorment
es col-loca una gota de la sonda en una membrana de nil6 i es detecta amb anti-digoxigenina.

Protocol

1- Apartir d1 pl de sonda fer les segiients dilucions: 1/25,1/2501i 1/2500 en H20.

2- En una membrana de nil6 fer un spot d’1 pl de cada diluci6 de la sonda, fer un cross-link amb llum UV.
durant 5 min.

3- Humitejar la membrana amb tampd TBS. Fer el mateix tractament amb una tira control “DIG-labelled
test trip”.

4- Incubar durant 30 min amb una agitaci6 suau contenint tampé TBS i 0.5% (w/v) de reactiu de bloqueig,
(BSA). El reactiu de bloqueig, BSA s’ha de preparar al moment, dissolent-se a 60 °C durant 30 min; la
soluci6 queda terbola.

5- Rentar amb tamp6 TBS.

6- Centrifugar I'anti DIG-AP durant 2 mina 13000 rpm abans del seu us.
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7- Incubar durant 15 min i amb una agitacié suau 9 ml de tampd TBS contenint 1 pl d’anti-digoxigenina-
fosfat alcalin conjugat (Roche).
8- Rentar durant 15 min amb tamp6 de detecci6 1.
9- Incubar en 10 ml de tamp6 de detecci6 1 contenint 200 pl de solucié NBT/BCIP (Roche).
10-Detectar el senyal en pocs minuts. Tot just es veu senyal en I'spot de menor concentracid de la tira control
es para 'agitacio.
11-Rentar la membrana amb tampé TBS.
12-La diluci6 de treball de 1a sonda ha de ser la més diluida possible comparant-la amb la tira control.
Tampé TBS: NaCl 400 mM, Tris-HCI pH 7.5 100 mM
Tampé deteccié 1: NaCl 100 mM, Tris-HCl pH 9.5 100 mM

7.3 Tractaments de la mostra

7.3.1 Prehibridacions
Cal fer una prehibridacio dels teixits per facilitar la penetracié del RNA. Depenent del tipus de

teixit cal variar els tractaments de desproteinitzacio i calibrar-los en el temps.
Protocol
1- Incubar els portaobjectes durant 2 min seguint la série:
Histo-Clear II
Histo-Clear II
100% EtOH
100% EtOH
95% EtOH (v/v en H2 O destil-lada)
80% EtOH
70% EtOH
50% EtOH
30% EtOH
Hz O destil-lada
Hz O destil-lada
2- Incubar amb HCl 0.2 M durant 20 min.
3- Rentar amb H:z O destil-lada durant 5 min.
4- Incubar dues vegades seguides amb tampd SSC durant 5 min.
5- Rentar amb H:z O destil-lada durant 5 min.
6- Incubar amb proteinasa-K. Segons el teixit s’han fet incubacions de 45 s a 750 W de potencia en el
microones a una concentracié de proteinasa-K de 1 pg/ml, augmentant la concentracié de la proteinasa-
Ka 10 pg/ml o en condicions estandards de 30 min a 37 °Ci 1 pg/ml de concentracid.
7- Rentar amb una mescla de glicina 2 mg/ml en tampé PBS durant 2 min.
8- Rentar amb tamp6 PBS durant 2 min .
9- Incubar amb una mescla de formaldehid 4% (v/v) en tampd PBS durant 10 min
10-Rentar dues vegades amb tampé PBS durant 5 min.
11-Fer incubacions de 2 min la serie:
H2 O destil-lada.
50% EtOH.
70% EtOH.
95% EtOH.
100% EtOH.
100% EtOH.
12- Assecar durant 20 min en un dessecador.
Tampé SSC: NaCl 150 mM, citrat trisodic 15 mM
Tampé PBS: NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, NazHPO4 4.3 mM, KH2PO4 pH 7.2 1.8 mM
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Solucié de proteinasa-K: EDTA 50 mM, Tris-HCl pH 8.0 100 mM, Proteinasa-K 1-10 pg/ml

7.3.2 Hibridacions i rentats

Les hibridacions es van fer a 50 °C en un tampé que contenia formamida al 50%. La

formamida permet que els rentats siguin suficientment astringents per no haver de pujar la

temperatura de la hibridacié ja que podria malmetre els teixits. Per eliminar el possible soroll

de fons es va fer digestions amb RNAsa, de forma que la digestié només actua amb ssRNA

eliminant la sonda no hibridada sense perdre el senyal.

Protocol

10-
11-
12-

Escalfar els portaobjectes a 50 °C.

Preparar per a cada par de portaobjectes, 400 pl de sonda a la concentracié apropiada en tampé
d’hibridacié.

Desnaturalitzar la sonda durant 2 min a 80 °C. Fer un spin i guardar en gel.

Aplicar la sonda sobre els teixits i cobrir-los en parells de portaobjectes.

Incubar els portaobjectes en una caixa humidificada a 50 °C durant tota la nit.
Rentar dues vegades amb tamp6 de rentat durant 90 min cadascuna d’elles a 50 °C.
Incubar amb tamp6 NTE durant 5 min a 37 °C.

Incubar amb tamp6 NTE contenint 20 ug/ml de RNAsa durant 30 min a 37 °C.
Rentar cinc vegades amb tampd NTE durant 10 min cadascuna a 37 °C.

Incubar amb tamp6 de rentat durant 1 ha 50 °C.

Rentar amb tamp6 PBS durant 5 min.

Rentar de nou amb tampé PBS.

Tamp6 d’hibridacié: solucié tampé de citrat de sodi i NaCl 6X, SDS 3%, formamida 50%, tRNA 100 pg/ml.
Tampé de rentat: SSC 2X, formamida 50%.
Tampé NTE: NaCl 0.5 M, Tris-HCI pH 7.5 10mM, EDTA 1 mM.

7.3.3 Deteccié amb digoxigenina (DIG)

Protocol

1-
2-

Rentar els portaobjectes amb tamp6 TBS durant 5 min.

Incubar durant 1 h amb una agitacié suau contenint tampé TBS i 0.5% (w/v) de reactiu de bloqueig,
(BSA). El reactiu de bloqueig BSA s’ha de preparar al moment dissolent-se durant 30 min a 60 °C; la
solucié queda terbola.

Rentar amb BSA 1%, Triton X-100 0.3% en tamp6 TBS durant 30 min.

Incubar els portaobjectes amb BSA 1%, Triton X-100 0.3% (v/v) en tamp6 TBS contenint la dilucié
1:3000 d’anti-DIG anticos conjugat amb fosfatasa alcalina durant 90 min tapat del llum.

Desmuntar els portaobjectes i rentar-los tres vegades amb BSA 1%, Triton X-100 0.3% en tampd TBS
durant 20 min cadascuna.

Rentar amb tampd de deteccié 2 durant 5 min.

Per a cada porta objecte barrejar 0.3 ml de tampé de deteccié 2 amb 5 pl de la solucié NBT/BCIP.

Ajuntar els portaobjectes en parelles i deixar-los durant 12 h a la foscor. Comprovar si la reaccié ha
finalitzat, en cas contrari deixar la incubaci6 12 h més.

Es para la reacci6 en series de rentats de 5 min cadascuna d’elles. En el cas que el senyal no sigui massa
alt, fer rentats de 30 s.

H2 O destil-lada.

70% EtOH.
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100% EtOH
70% EtOH
Hz O destil-lada.
10-Deixar assecar i guardar el portaobjectes en una caixa amb gel de silice. Evitar la pols i la llum.

Tampé TBS: NaCl 400mM, Tris-HCl pH 7.5 100 mM.
Tamp6 deteccid 2: MgCl,

8-PROTOPLASTS

Els protoplasts (pps) so6n cel-lules tractades sense paret cel-lular. D’aquesta manera els
tractaments posteriors que es vulguin realitzar seran més facils. Malauradement, els
protoplasts conserven una elevada capacitat per regenerar les parets, la qual cosa fa que els
tractaments s’hagin de fer amb relativa rapidesa.

8.1 Formacio de protoplasts a partir de suspensions cel-lulars BY2

Protocol

1- A partir de calls BY2 fer suspensions cel-lulars.
2- De 2 a 4 dies després de diluir el cultiu centrifugar les cel-lules a 800 rpm. Rentar amb una solucié de
manitol 0.4 M, resuspendre-les en una soluci6é enzimatica (la quantitat minima de cel-lules que s’ha de
tenir segueix la relaciéo 10 ml / 50 ml de soluci6 enzimatica) i incubar-les en un erlenmeyer de 250 ml
durant 3 h a la foscor amb una agitaci6 de 50 rpm a 28-30 °C.
3- Filtrar la solucié enzimatica (formats els pps) en filtres metal-lics de 100 um. Rentar el filtre amb 15 ml
de solucid de rentat W5.
4- Distribuir la solucid filtrada en tubs de falcon de 15 ml i centrifugar durant 5 min a 800 rpm.
5- Eliminar el sobrenedant i afegir 2 ml de solucié W5 al pelet format. Ajuntar els pelets de tots els falcons.
6- En un falcon nou afegir 8 ml de solucié de manitol 0.4 M i afegir amb cura els pelets dels pps formats.
7- Centrifugar durant 5 min a 800 rpm. Eliminar el sobrenedant i continuar fent rentats amb la solucié W5.
Fer aquest procés fins tenir un sobrenedant net, resuspendre el pelet en el medi de cultiu de pps.
8- Agafar una aliquota i fer un recompte de cel-lules. (cambra de recompte = cambra Nageotte). La formula
a seguir és: El valor mig obtingut de varies arees multiplicat per 1000 i dividit per 1.25. El valor obtingut
es multiplica per la dilucié efectuada per comptar (potser 1.10 o 1:100) pel nombre total de falcons (sol
ser 1) i pel volum total dels falcons dels pps. Si dividim el nombre total de pps pel volum final es té n° de
pps / ml.
Quan es cultiven els pps s’hi posen tots a la concentracié desitjada en una placa Corning de 60 mm de diametre i
10 ml de medi de cultiu, sense agitaci6, foscor, tota la nit a 28 °C.
Un cop es tenen els pps cal treballar al moment o conservar-los fins 'endema a temperatura ambient o a 4 °C.

Soluci6 de manitol: 72.90 g / 1.

Soluci6 enzimatica 100 ml: Pectolyasa Y-23 100 mg, driselasa 1 g, celulasa R-10 2 g, manitol 0.4 M 7.29 g. pH 5.5,
s’esterilitza per filtracié amb un porus de 0.22 pm.

Solucié de rentat W5: NaCl 9 g/l, CaCl..2 H20 18.3 g/1, KC1 0.37 g/}, glucosa.H20 0.99 g/I. pH 6. Autoclavar.

Medi cultiu pels pps: Sals MS, inositol 100 mg/], sacarosa 10 g/1, 2,4 D 0.2 mg/], tiamina 1 mg/l, manitol 0.4 M 72.9
g/1.pH 5.8.
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8.2 Aillament de nuclis de protoplasts

El procés d’aillament de nuclis es realitza a 4 °C.

Protocol

1- Centrifugar els pps purificats a 300 rpm durant 5 min.

2- Resuspendre el pelet de la centrifugacio i els pps en medi NIB (Nuclei Isolation Buffer) fred durant 7 min
per produir deplasmadlisi.

3- Trencament dels pps amb una xeringa que tingui una agulla 25G. Es va passant la soluci6, unes tres
vegades, per I'agulla amb molta cura, d’aquesta manera s’aillen els nuclis.

4- Filtrar amb una capa de Miracloth.

5- Fer una altra filtracié amb dues capes de Miracloth.

6- Recollir els nuclis, centrifugar a 500 rpm durant 8 min.

7- Resuspendre en medi NIB sense Triton X-100.

8- Conservar els nuclis en glicerol 50 % (v/v) a -80 °C.

Medi NIB: MES 10 mM, sacarosa 0.2 M, Triton X-100 0.05 %, EDTA 2.5 mM, DTT 2.5 mM, NaCl 10 mM, KCl 10 mM,
espermidina 0.1 mM.

9-SINCRONITZACIO DE LA DIVISIO CEL-LULAR

Els cultius en suspensid de cel-lules del genere Nicotiana sén ampliament utilitzats en la
investigacié de la biologia cel-lular vegetal. El coneixement que es té dels processos citologics
i moleculars del cicle cel-lular en plantes es coneixen gracies a les tecniques de
sincronitzacid. La sincronitzacié consisteix en el bloqueig i posterior alliberament de cél-lules
en una fase especifica del cicle cel-lular. Un model 1til per a I'analisi detallada dels aspectes
moleculars de la divisio cel-lular son els cultius de cél-lules vegetals en suspensio
sincronitzades. En un cultiu sincronitzat ideal, totes les cél-lules del cicle cel-lular avancen a la
mateixa velocitat a partir del mateix punt d’'inici (Nagata, 2004). En un cultiu cel-lular real es
donen situacions en les quals no totes les cél-lules creixen a la mateixa velocitat tot i que la
sincronitzacid es faci correctament i les cél-lules parteixin de la mateixa fase, hi ha condicions
intrinseques com la massa cel-lular, 'energia disponible, 'estrés .. que poden alterar
I’eficiéncia de la sincronitzacio.

Hi ha reactius quimics que bloquegen el cicle cel-lular vegetal actuant sobre la maquinaria
estructural del fus mitotic. Un dels bloquejadors especifics de la fase S de la divisié és
I'afidicolina. L’afidicolina és una molecula extreta del fong Cephalosporium aphidicola que
inhibeix I'activitat de la DNA polimerasa a i 8 a I'hora de competir amb els dCTPs pel punt
d’uni6 a I'enzim. (Oguro et al., 1979).

Les sincronitzacions fetes en aquesta tesi segueixen el protocol de Nagata, T. et al (1992) amb
algunes petites variacions. Es pot arribar a tenir un 70% de cel-lules sincronitzades.
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Protocol
Es treballa en medi completament esteril. Sota campana de flux i material autoclavat o esteéril.

1- A partir de les suspensions del cultiu cel-lular BY2 agafar 10 ml i subcultivar en medi BY2 liquid fresc
amb l'antibiotic selectiu, deixar incubar durant una setmana a la foscoria 24 °C.

2- Transferir 10 ml del cultiu en 90 ml de medi BY2 liquid. Fer-ho en dos erlenmeyers per possibles
contaminacions.

3- Afegir 5 mg/ml d’afidicolina. Deixar durant 24 h en agitaci6é a 130 rpm, a la foscor i a 24 °C.

4- En aquest moment la majoria de les cel-lules estan aturades en la fase G1.

5- Fer diferents rentats gastant en total 1 1 de medi BY2 liquid. Els rentats es poden fer mitjangant
sedimentaci6 o filtracié. En aquesta tesi s’ha realitzat mitjancant sedimentacio.

6- Traspassar la soluci6 a un falcon de 50 ml, deixar sedimentar, centrifugar a 500 rpm durant 1 min.

7- Eliminar el sobrenedant, afegir més medi BY2, barrejar la solucié amb cura pujant i baixant el falcon.

8- Repetir les etapes 6 i 7 fins acabar el litre de medi BY2.

9- Un cop fet els diferents rentats resuspendre el cultiu amb 100 ml de medi BY2 fresc i traspassar-lo a un
erlenmeyer.

10- Deixar en agitacié horitzontal a 130 rpm, foscor i a 24 °C. El cicle es comenga en la fase S.

11- Anar controlant les diferents fases de la divisi6 al microscopi confocal a mida que van passant les hores
tenint en compte les durades de les diferents fases:
Fase G1 dura 5-10 h
FaseS dura4-7h
Fase G2 dura3-5h
Mitosi 1-2h

10- COSEDIMENTACIO AMB MICROTUBULS

La cosedimentacié permet identificar proteines que poden unir-se als microtibuls (MT) in
vitro. Es basa en el fet que els MT poden precipitar quan es centrifuga a 100000 x g. Per tant,
qualsevol proteina que estigui associada a MT precipitara durant la centrifugaci6, amb queé es
pot esbrinar una proteina provinent d’'un gel de proteines SDS-PAGE és capa¢ d’associar-se
amb el MT mitjan¢ant I'analisi de la fracci6 precipitada vs sobrenedant.

El gel de proteines es tenyeix amb Coomassie o amb nitrat de plata. Si es donés el cas que la
proteina estudiada quedés emmascarada amb la tubulina (50 -60 KDa) es recomana fer un
western utilitzant un anticos especific. També es recomana precipitar el sobrenedant amb
TCA abans de carregar en un gel.

La realitzaci6 d’aquest assaig de cosedimentaci6 s’ha realitzat seguint el protocol
“Microtubule Binding Protein Spin-down Assay Biochem kit” (Cytoskeleton) amb algunes

variacions.
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10.1 Preparacio dels microtibuls (MT)

Cal polimeritzar els MT que s’utilitzaran com a sustrat al moment a temperatura ambient.
Com a MT es van utilitzar proteines de tubulina purificada de cervell bovi (Cytoskeleton INC,
TL238).

Protocol

1- Mantenir el Taxol a temperatura ambient durant tot el procés. El Taxol estabilitza els MT un cop
reconstituits.

2- Fer aliquotes 200 pl de tampd GTB en un tub eppendorfi escalfar a 35 °C.

3- Descongelar 20 pl de proteina de tubulina durant uns minuts a temperatura ambient. Un cop descongelat
immediatament mantenir-la en gel.

4- Afegir 2 pl de tamp6 CB a la tubulina, incubar durant 20 min a 35 °C. En aquest punt les tubulines es
polimeritzen i formen els MT.

5- Afegir al tamp6 GTB, 2 pl de Taxol 2 mM. Barrejar bé.

6- Treure els MT de la incubaci6 i afegir els 200 pl del tampé GTB + Taxol. Barrejar suaument i deixar els
MT a temperatura ambient. S’obtenen 5 uM dimer de tubulina o 0.4 nM de MT.

10.2 Assaig d’'uni6

La mostra ha d’estar en un tampé adequat que permeti unir-se als MT. No son favorables
concentracions altes de NaCl ni de Ca2* (despolimeritza els MT), ni pH inferiors a 5 o
superiors a 9. Es recomana incloure Mgz* 5 mM en el tamp6 GTB. Els tampons recomanats
son: HEPES, PIPES i MES a 80 mM. Com a control es fa servir BSA ja que no precipita amb els
MT.

En aquesta tesi s’han hagut d’introduir certes modificacions respecte al protocol recomanat
pel fabricant.

Protocol

1- Centrifugar la mostra a 14000 rpm durant 10 min a 4 °C. D’aquesta manera s’eviten agregacions i
desnaturalitzacions de les proteines.

2- Preparar la soluci6é tamp6 de GTB amb Taxol (v/v) 100:1.

3- Muntar les reaccions d’'uni6 a MT segons la taula:

Proteina (ul) MT (ul) GTB + Taxol (ul)
BSA 1,5 (5mg/ml) |0 48,5

BSA 1,5 (5mg/ml) |20 28,5

proteina (50ug) |0 fins 50 pl
proteina (5,0 ug) |20 fins 50 pl

4- Incubar durant 30 min a temperatura ambient.
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5- Fer la solucié tamp6 CB seguint la proporcié CB:Taxol (v/v)1:0.01. Evitar la formacié de bombolles en la
soluci6 tamp6 de CB; en cas de bombolles centrifugar a maxima velocitat durant 1 min.

6- Etiquetar els tubs d’ultracentrifuga. Afegir a cada tub el volum permes amb la solucié de CB + Taxol tot i
considerant que s’hauran d’afegir els 50 pl. Posar un extra de 100 pl de taxol.

7- Col-locar amb molta cura la mostra a la part superior de cada tub.

8- Centrifugar cada tub a 100000 x g durant 40 min a temperatura ambient.

9- Un cop acabada la centrifugaci6 treure els tubs amb molta cura i marcar amb un retolador la posicié on
s’hauria de trobar el precipitat.

10-Treure 50 pl de la part superior del sobrenedant de cada tub i afegir 10 pl de tamp6 Laemmli 5X.

11-Treure la resta de sobrenedant evitant I'area marcada on es suposa que esta el precipitat.

12-Resuspendre el precipitat amb 50 pl de tamp6 Laemmli 1X.

13-Carregar en un gel de SDS -PAGE 20 pl del sobrenedant i del precipitat. Visualitzar el gel segons la
detecci6 d’interes.

Tamp6 GTB (General Tubulin Buffer): PIPES 80 mM pH 7.0, MgClz 2 mM, EGTA 0.5 mM.

Tamp6 CB (Cushion Buffer): PIPES 80 mM pH 7.0, MgClz 1 mM, EGTA 1 mM, glicerol 60%.

Tampé Laemmli: 1X, (Tris-HCl 62.5 mM pH 6.8, SDS 2%, glicerol 10%, blau de bromofenol 0.001% i
mercaptoetanol 5% (v/v). 5X, (Tris-HCl 300 mM pH 6.8, SDS 10%, glicerol 50%, blau de bromofenol 0.005% i
mercaptoetanol 25% (v/v).

10.3 Precipitacié amb TCA

Es recomana precipitar la proteina que es trobi en el sobrenedant abans de carregar en un gel
SDS-PAGE amb TCA.

El procediment esta descrit en I'apartat 3.3.

11-IMMUNOPRECIPITACIO

La immunoprecipitacié (IP) utilitza una reacci6é especifica d’antigen-anticos principalment
per identificar proteines de manera que un anticos especific reacciona amb una mescla de
proteines. Generalment la seqiiencia experimental d’'una IP és la segiient: 1) Un extracte
homogeni de proteines, de teixits o de cél-lules, es precipita en I'apropiat tamp¢é de lisi de
manera que tinguin el complex immune (antigen) i un anticos primari, el qual s’'unira amb
I'antigen. 2) L’anticds primari (monoclonal o policlonal) és immobilitzat en un suport
insoluble, com agarosa o boles magnetiques, i posteriorment es fan incubacions amb el lisat
de I'extracte de proteines. Les proteines que s'uneixen a 'anticos primari es recuperen i les
que no, es llencen. 3) Els components que s'uneixen (antigen i anticos) s’elueixen del suport.
4) Les proteines immunoprecipitades s’analitzen per SDS-PAGE. Es pot fer una transferéncia
western per determinar el pesos moleculars de les proteines, estudiar les interaccions amb
altres proteines, determinar 'activitat enzimatica, estudiar modificacions post-traduccionals
o determinar la preséncia o quantificar les proteines.

Aquest assaig es va fer seguint les indicacions del kit “Dynabeads®M-280 Sheep anti-Rabbit
IgG” (DYNAL Biotech). Aquest kit té com suport solid boles magnetiques (Dynabeads, DB) la
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superficie de les quals esta recorberta dimmunoglobulines (IgG) anti conill unides
covalentment de forma que qualssevol anticos primari anti-conill s’adherira. Les boles
magnetiques s’afegeixen directament a la mostra que conté l'antigen. Les separacions,

rentats, concentracions i purificacions es realitzen amb I'ajuda d'un imant.

11.1 Preparacio de les boles magnetiques (DB) amb I'anticos

Protocol

1- Barrejar les particules (DB) en vortex i agafar 100 pl de DB en un tub eppendorf de 2 ml,(100 ul de DB
per 25 ug de proteina total (6-7x108 part/ml)). Fer-ho en dos eppendorfs ja que un sera la mostra i l'altre
el control.

2- Posar els epp. en I'imant, esperar durant 2 min i eliminar el sobrenedant.

3- Treure els eppendorfs de I'imant i fer tres rentats amb 1 ml PBS 1X de la segiient manera: treure el
sobrenedant, afegir el PBS 1X, agitar en vortex, posar 'eppendorf a I'imant, esperar 2 min i treure el
sobrenedant.

4- Resuspendre amb menys volum de PBS 1X i afegir 'anticds primari/preimmune. La quantitat estandard
ésde 0.1-1 pg Ig/107 boles.

5- Incubar agitant suaument en orbita durant 30 min fins 24 h a 2-8 °C.

6- Posar els eppendorfs en I'imant durant 2 min i amb una pipeta treure el sobrenedant.

7- Treure els eppendorfs de I'imant i rentar dues vegades rentats amb el tamp6 PBS 1X. A partir d’aqui no
utilitzar el vortex per barrejar, les barreges es fan suaument amb la pipeta pujant i baixant la soluci6. Es
pot centrifugar a una velocitat maxima de 500 g.

11.2 Crosslinking de les DB amb I'anticos

El crosslink és un pas opcional. Quan es volen aillar antigens (proteines) d’'una mostra que
s’han unit a 'anticds primari i la deteccié es fa mitjancant un gel de proteines SDS-PAGE
seguit amb un western blot o autoradiografia la presencia de I'anticos primari no molesta i no
es necessita recdrrer al procés de crosslink. Tanmateix si es vol purificar I'antigen o antigens
(proteina) per seqiienciar o fer una co-elucié i posteriorment fer un gel de proteines de nitrat
de plata o Comassie, cal fer el crosslink entre les DB i I'anticds ja que 'anticos primari pot

interferir.

Protocol

1- Afegir 1 ml de trietanolamina (TEA) 0.2 M pH 8.2 a les DB amb l'anticds primari immobilitzat.

8- Fer dos rentats amb 1 ml TEA 0.2 M pH 8.2 de la segiient manera: treure el sobrenedant, afegir el TEA,
barrejar suaument amb la pipeta pujant i baixant la soluci6, posar els eppendorfs a I'imant, esperar 2 min
i treure el sobrenedant.

2- Resuspendre les DB en 1 ml de (dimetyl pimelimidate dihydrochloride) DMP 20 mM en TEA 0.2 M pH 8.2
(5.4 mg DMP/ml tampd TEA ). Aquesta solucid s’ha de preparar al moment.

3- Incubar agitant suaument en orbita durant 30 min a 20 °C.

4- Centrifugar a 500 g com a maxima velocitat i col-locar els eppendorfs en I’ imant. Treure el sobrenedant.

5- Treure els eppendorfs de I’ imant i parar la reaccié resuspenent les DB amb 1 ml de Tris 50 mM pH 7.5
durant 15 min amb agitaci6 orbital.

6- Posar els eppendorfs en I'imant i treure el sobrenedant.
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9- Fer tres rentats amb 1 ml de PBS 1X/BSA 0.1% de la segiient manera: treure el sobrenedant, afegir
PBS/BSA, barrejar suaument amb la pipeta pujant i baixant la soluci6, posar els eppendorfs a I'imant,
esperar 2 min i treure el sobrenedant. En I'iltim rentat, fer una centrifugacié a 500 g i treure el
sobrenedant.

7- Jaes tenen les DB i l'anticds primari en crosslink. A partir d’ara es pot afegir 'antigen (la mostra) per dur
a terme la IP.

11.3 Immunoprecipitacié
L’ interaccié d’'un segon anticos (Co-IP) o un antigen a la unié DB-anticos primari depén de la
concentraci6 de les DB, concentracié de I'antigen i de I'afinitat que pot tenir I'anticos primari

amb I'antigen.

Protocol

1- Afegir I'antigen (mostra) a les BD-anticos. Per a proteines de 100 kDa es posa una relaci6 de 25 pg
antigen diana/ml de boles. D’aquesta manera hi ha un excés d’antigen. Si és necessari diluir 'antigen amb
tamp6 PBS.

2- Incubar agitant suaument en orbita durant 1 h a 4 °C. Si es deixa més temps pot ser beneficids perqué es
una manera d’assegurar les unions de proteines de poca representacié o concentracions molt baixes. Pot
resultar, perd contraproduent ja que es poden unir artefactes no desitjats. Cal arribar a 'equilibri.

3- Posar els eppendorfs en I'imant durant 2 min. Si la solucié és viscosa deixar més temps. Treure el
sobrenedant.

4- Fer tres rentats amb 1 ml de PBS de la segiient manera: treure el sobrenedant, afegir PBS, barrejar
suaument amb la pipeta pujant i baixant la solucio, posar els eppendorfs a I'imant, esperar 2 min i treure
el sobrenedant. En I'tltim rentat, centrifugar a 500 gi treure el sobrenedant.

5- Eluir amb 30 pl de glicina 0.2 M pH 2.8, fer un vortex durant 15 s. Posar els eppendorfs en I'imant durant
2 min, recuperar el sobrenedant, afegir 1-2 pl Tris 2 M pH 10.4 per neutralitzar la solucié.

6- Rentar dues vegades les DB-anticos amb PBS 1X/BSA 0.1%. Guardar a 4 °C.

7- Les mostres ja estan preparades per carregar-les en un gel de proteines SDS-PAGE.

Tamp6 PBS 1X, (11): 0.16 g NaH2P04-H20, 0.98 g Na,HPO4-2 H20, 8.10 g NaCl, H:0 fins 1 1. Ajustar a pH 7.2-7.6.
Tampo PBS 1X/BSA 0.1%: Afegir 0.1% de BSA a la solucié de PBS 1X.

12- MICROSCOPIA

12.1 Microscopi SZX16. Microscopi estereoscopic

El microscopi SZX16 és un microscopi estereoscopic usat per visualitzar imatges de gran
mida que no requereixen gran profunditati detall.

Els objectius emprats foren: 1x - SDF PLAPO 1xPF, 1.6x — SDF PLAPO 1.6xPF

Els filtres foren: GFP (BP460-495 BA5101F); GFPA (BP460-495 BA510-550); RFP (BP530-550
BA575IF); UV (BP330-385 BA420)
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12.2 Axiophot Zeiss. Microscopia de fluorescéncia
S’ha fet servir llum fluorescent per a la visualitzacié de les mostres. S’ha usat un microscopi
equipat amb dues cameres per documentacio fotografica, una lampada UV. i filtres de
diferents longituds d’ona:
DAPI: 395-440/FT 460/LP 470
Green 450-490/FT 510/LP 520
GFP: Excitation filter P 460-495 / Emission filter bA 510-550
Els objectius foren:
10X - Plan-NEOFLUAR 10X/0.30
20x - NEOFLUAR 20x/0,50 Ph2
40x - Plan-NEOFLUAR 40X/0,75 Ph 2
40x - Plan-NEOFLUAR 40x/1,30 (oli)
60x - Plan-NEOFLUAR 60x/1,25 (oli)
100x - Plan - NEOFLUAR 100x/1,30 oli Ph3

12.3 Microscopia laser confocal
L’obtencid d’'imatges confocals i projeccions x-y es van obtenir amb un microscopi confocal de
fluorescéncia Olympus FV 1000 (Japan). Per estudiar la zona d’interés es va comencar amb un
objectiu 10X fins captar la imatge amb un objectiu de maxima resolucié de 60X tant d’aigua
com d’oli.
El tipus d’objectius emprats son:

10X-UPlanSApo 10X/0.4

20X-UPlanSApo 20X/0.75

60X-UPlanSApo 60X/1.35 (oli)

60X-UPlanSApo 60x/1.2 (aigua)

Els lasers emprats per a cada fluorofor van ser d’argé multilineal. La longitud I'ona d’excitaci6
i la finestra de longitud d’emissi6 es mostren en la segiient taula.

A excitaci6 (nm) Finestra A emissié (nm)
GFP 488 500-600
YFP 515 530-630
RFP (dsRed) | 9104€ 559 570-670
CFP diode 405 420-500
Clorofil-la 488 640-700
DAPI Diode 405 410-500
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13- BIOINFORMATICA

* Alineament multiple de seqiiéncies nucleotidiques (BLAST)
- National Center for Biotechnology Information (NCBI) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

* Alineament en base de dades especifiques de blat de moro
- Maize Genetics and Genomics Database (MaizeGDB) http://www.maizegdb.org/

*Alineament en base de dades especifiques d’Arabidopsis thaliana

- Tair http://www.arabidopsis.org

*Descripcio de les caracteristiques dels gens
http://www.geneontology.org

*Identificacio de gens homolegs a liccl a partir de dades genomiques
http://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html

*Construccio d’arbres filogeneétics

Trecon software package: Van de Peer Y. De Wachter R. (1994) TREECON for Windows: a
software package for the construction and drawing of evolutionary trees for the Microsoft
Windows environment. Comput. Appl. Biosci. 10:569-570.

*Alineament multiple de péptids i proteines

http://www.uniprot.org

https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa automat.pl?page=/NPSA/npsa clustalw.html

http://www.genome.jp/tools/clustalw/

* Identificacio de motius de proteines

http://smart.embl-heidelberg.de/

*Prediccio6 de localitzacié subcel-lular de proteines
http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://www.cbs.dtu.dk/services /TargetP/

* Prediccié del pes i pl de proteines

http://web.expasy.org/compute pi/

*Patrons d’expressio de gens basats en dades in silico
http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi

http://bar.utoronto.ca/efp maize/cgi-bin/efpWeb.cgi

*Predicci6 d’interaccié de proteines en Arabidopsis thaliana
http://genemania.or

http://bar.utoronto.ca/interactions/cgi-bin/arabidopsis interactions viewer.cgi

*Prediccio del lloc de fosforilacio
http://www.cbs.dtu.dk/services /NetPhos
http: //www.cbs.dtu.dk/services /NetPhosK
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