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Antecedents

A la figura 37 es representa la regié proximal del promotor yZ, indicant els putatius
elements en ¢is identificats en base a la homologia que presenten amb seqiiéncies
reguladores descrites en altres promotors de proteines de reserva, tant de
monocotiledonies, com de dicotiledonies.

El promotor del gen yZ presenta les caixes TATA-box i CAAT-box a les posicions -27 i -68
respecte l'inici de transcripcid, que se situa a 70 pb del primer ATG. Es van identificar 4
seqliencies amb homologia al motiu Pro/amin-box (Pb) descrit préviament a promotors de
gens de cereals d'expressid especifica a llavor (Boronat i col., 1986; Thompson i Larkins,
1989; Ottoboni i col., 1993). Es va identificar també una seqiiencia parcialment palindromica
amb homologia als elements GCN4 de llevat i AP1 de mamifers (Hill i col., 1986; Piette i col.,
1988), designada com GCN4-like zein motif (GZM). Aquest element GZM es troba només a
8 pb de la caixa Pb3, formant I'anomenat endosperm-box o bifactorial-box, la funcionalitat
del qual s’havia posat també de manifest en altres cereals en els promotors dels gens
d’hordeines d'ordi (Forde i col., 1985; Mena i col., 1998) i de glutelines de blat (Hammond-
Kosack i col., 1993) i la importancia funcional del qual en I'expressié del gen yZ havia estat
demostrada en el nostre grup (Marzabal i col., 1998). S'ha identificat també un element
AACA a 4 pb del bifactorial-box, descrit per primer cop en els promotors dels gens de
glutelines d’arros i de rellevant importancia per a l'activitat transcripcional d'aquests
promotors, tant a nivell quantitatiu com qualitatiu (Wu i col., 2000). També s’han identificat
dos motius RY, distribuits ampliament en promotors de gens especifics de llavor tant de
dicotiledonies com de monocotiledonies (revisat per Wohlfarth (1998)). Aquests motius
presenten homologia amb |'element Sph del promotor del gen CI de blat de moro (Hattori i
col., 1992).

Mitjancant experiments de footprinting in vivo amb dimetil sulfat (DMS) sobre la regid
compresa entre -526 i -331 respecte I'inici de transcripcié del promotor yZ (Marzabal i col.,
1998) es va identificar, a part dels ja descrits Pb, GZM i AACA, el motiu AZM. La importancia
funcional d’aquest motiu AZM resta encara per determinar.
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Figura 37. Analisi de la regié proximal del promotor del gen yZ. Representacié esquematica de les
sequiéncies reguladores del gen yZ des de l'inici de la traduccié (ATG) fins a la posicié -549 de la regid
promotora. Els possibles elements en cis identificats s'emmarquen: TATA i CAAT box en gris, Prolamin box
(Pb1-4) en groc, GCN4-like zein motif (GZM) en vermell, ACGT-like zein motif (AZM) en lila, AACA en verd i
RY en blau. Les puntes de fletxa indiquen el fragment analitzat per footprinting in vivo. Les fletxes negres
indiquen els nucledtids que van mostrar proteccié front al DMS mentre que les blanques indiquen les
hipersensibilitats.

A continuacid es presentaran els resultats obtinguts, ordenats per capitols i seguint els
objectius plantejats.
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CAPITOL 1. Caracteritzaci6 de PBF com activador
transcripcional del gen yZ

Assaigs funcionals per transformacio d’endospermes de blat de moro

Donades les singulars caracteristiques de la y-zeina, el nostre grup estava interessat en
estudiar I'activitat transcripcional del gen yZ en endospermes de blat de moro. En un sistema
com blat de moro la dificultat d’obtencid de linies transgeniques estables fa altament
interessant poder disposar d’'un sistema rapid i versatil de transformacid per expressid
transitoria. Es va descartar la utilitzacié de sistemes classics com els protoplasts derivats de
cél'lules d'endosperma, ja que aquest sistema presentava com a principal problema la
desdiferenciacid d‘aquest teixit en cultiu, el que limita la seva capacitat per expressar
proteines de reserva (Lyznic i Tsai, 1989; Ueda i Messing, 1991; Ueda i col., 1994). Aixi,
aprofitant que es disposava d'un cand de particules, es va posar a punt la tecnica de
transformacié d’endospermes de blat de moro per a expressid transitoria per biolistica.
Aquest sistema, a més, ens serviria com a model per poder avaluar amb I'expressié de
proteines de reserva i els seus mecanismes de regulacié transcripcional in vivo. Es per aixd
també que, actualment, diversos grups que estudien la regulacié de I'expressid genica en el
gra de diferents cereals han desenvolupat técniques d’expressid transitoria mitjancant
biolistica, adaptades a sistemes homolegs com és el cas d'ordi (Miiller i Knudsen, 1993;
Vicente-Carbajosa i col., 1998) o arros (Hwang i col., 2004).

L'estructura del gra de blat de moro, en el que l'endosperma es troba protegit per 3
embolcalls, que des de la capa més exterior fins a la més interna corresponen al pericarp, la
nucel*la i I'aleurona, fa que préviament al bombardeig sigui necessaria la disseccié sota la
lupa d'aquestes capes. D'aquesta manera, I'endosperma queda exposat directament a les
particules i el bombardeig resulta eficient. A la figura 38 es mostren els resultats d’un
experiment de transformacié d’endospermes de blat de moro de 15 DAP amb el gen
marcador GUS sota control del promotor del gen yZ (Torrent i col., 1997). Es pot observar
com no s'obté expressid GUS a endosperma si no es dissecciona l'aleurona previament a la

transformacio.
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A
16391Z:6US

Figura 38. Tincié histoquimica d’endospermes de blat de moro de 15 DAP transformats amb la
construcciéo 1639yZ2:GUS. A. Representacid esquematica de la construccié utilitzada en I'analisi de
I'expressid del promotor 1639yZ. B. Endosperma de blat de moro de 15 DAP mostrant la disseccié del
pericarp (p) i l'aleurona (al). C i D. Endospermes de blat de moro de 15 DAP amb i sense aleurona
respectivament, transformats per a expressio transitoria i tenyits amb X-Gluc.

Degut a l'origen clonal del teixit que conforma I'endosperma, existeix un gradient de cel*lules
transcripcionalment actives, graficament representades per cel*lules que mantenen el seu
nucli intacte, des de I'exterior cap a l'interior del teixit (veure figura 63, pagina 128). Aixo fa
que l'activitat transcripcional a I'endosperma en desenvolupament vagi quedant limitada a les
capes més externes del gra. Es per aixd que els experiments de bombardeig es realitzen
sobre seccions tangencials de les capes més externes d’endospermes de blat de moro
(casquets). Aquest sistema d’expressid transitoria presenta com a principal inconvenient una
eficiencia forca baixa, que el fa apropiat per analitzar activadors transcripcionals, perd en
limita el seu Us a I'hora d'avaluar l'activitat de repressors. A més, |'elevada variabilitat entre
experiments, derivada de les limitacions de la propia tecnica, obliguen a realitzar co-
bombardeig de les construccions a analitzar amb una construccié que actui com a control
intern de transformacid. En el nostre cas, hem utilitzat sistematicament el gen informador
LUC sota control del promotor constitutiu 35S del Virus del Mosaic de la Coliflor (CaMV/ 35S
promoter) com a control.

Els resultats d’'un treball previ desenvolupat al nostre laboratori (Torrent i col., 1997)
demostraven la conveniencia d'utilitzar grans de blat de moro de 15 DAP per a realitzar els
assaigs d’expressid transitoria per biolistica, ja que s’havia observat que en aquest estadi del
desenvolupament, un fragment de 1,7 Kb del promotor del gen de la y-zeina (yZ) fusionat al
gen marcador GUS (1639yZp:GUS) presentava un elevat nivell d’expressié a endosperma de
blat de moro (veure figura 38).
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1.1. Determinacio del domini activador de PBF sobre el promotor yZ

Sabent que PBF era un potent activador transcripcional del promotor yZ i disposant de les
dades prévies del nostre grup (Marzabal, 2002), voliem determinar quin n'era el domini
activador. Per fer-ho vam realitzar experiments de co-transformacio sobre endospermes de
blat de moro jove (12-15 DAP) amb una construccié informadora que contenia el gen
informador GUS sota control de la regié proximal del promotor yZ (527yZp:GUS) a
quantitat fixa (2 ug) i com a efectors del promotor yZ es van provar quantitats creixents
(de 0,5 a 2 ug) de PBF i els seus dominis N i C-terminal per separat, expressats sota
control del promotor constitutiu 35S (figura 39).

A la figura 39.A es mostra I'estructura en dominis de PBF. La regié N-terminal del factor
(en taronja a la figura) conté el domini Dof responsable de la unié al DNA i s'hi indica amb
un asterisc la posicié de les Cys implicades en la formacié del dit de Zn. Els residus que
formen el dit de Zn es mostren subratllats. En el domini C-terminal (en verd a la figura)
s'indica la posicié d'una regid rica en Asn, que podria estar relacionada amb la capacitat
activadora de PBF, aixi com els residus de Ser susceptibles de ser fosforilats i putativament
implicats en la regulacié de la funcié de PBF.

A la figura 39.B es mostren les diverses construccions de PBF utilitzades en els assaigs
d’expressié transitoria, amb els diferents dominis de la proteina formant un casset
d’expressié amb el promotor constitutiu 35S del Virus del Mosaic de la Coliflor (CaMV 35S
promoter), el primer intrd de I'Adhl i el terminador nos. S'indica, a més, I'esquema de la
construccio utilitzada com a control intern de transformacié que, en el nostre cas, ha estat
el gen informador LUC sota control del promotor constitutiu 35S. L'Us d’aquest control de
transformacié ens permet minimitzar I'elevada variabilitat entre experiments que presenta
la técnica d’expressid transitoria per biolistica, ja que els resultats els expressarem en
unitats relatives GUS/LUC.

En analitzar I'activitat del promotor yZ (representada pels valors relatius d’expressio
GUS/LUC, quantificats per luminometria) en els casquets d’endosperma transformats va
resultar que PBF actuava com a regulador positiu de I'expressié sobre el promotor yZ,
activant-ne I'expressid entre 2 i 4 cops per sobre dels seus nivells basals. La seva capacitat
activadora era dosi-dependent: a mida que la quantitat de PBF assajada augmentava,
I'activitat del promotor augmentava també. Aquest resultat estava d'acord amb dades
prévies del nostre grup (Marzabal, 2002). En canvi, ni el domini N-terminal (bdPBF, que
conté el domini responsable de la unié al DNA) ni el domini C-terminal (CtPBF, que conté
la regid que suposavem responsable de I'activacio transcripcional de PBF) per separat eren
capagos d‘actuar com a reguladors positius del promotor yZ (figura 39.C.), indicant que
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ambdds dominis o bé la conformacié global de la proteina sén necessaris per a la seva

funcionalitat.
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Figura 39. Capacitat d’activacio de PBF i els seus dominis sobre el promotor yZ en experiments
de co-transformacio sobre endospermes de blat de moro de 12-15 DAP. A. Seqiiéncia aminoacidica
i estructura en dominis de PBF: domini N-terminal en taronja i domini C-terminal en verd. Amb un asterisc
es marquen les Cys encarregades de coordinar I'atom de Zn i se subratlla el domini Dof. En vermell i
subratllat es marquen els motius reconeguts per CK, identificats per PROSITE. B. Esquema de les
construccions utilitzades en els experiments de co-bombardeig, amb els diferents efectors (formant un
casset d’expressid amb el promotor constitutiu 35S, el primer intré de I'Adhl i el terminador nos) sobre la
construccié 527yZp:GUS i la construccié amb el gen LUC usada com a control de transformacié (en un casset
d’expressié amb el promotor 35S, el primer intré del gen Shrunken i el terminador nos). Els dominis N i C-
terminal de PBF (bdPBF i CtPBF) son complementaris i cobreixen la seqliéncia aminoacidica del factor PBF en
la seva totalitat. C. Resultats obtinguts en els experiments de co-bombardeig expressats com a relacio
GUS/LUC. Al nivell basal d'expressid del promotor yZ (sense efectors) se li ha assignat valor 1 (linia
vermella). PBF és capag d’activar I'expressio del promotor yZ 2-4 cops sobre els nivells basals mentre que els
dominis N i C-terminal per separat no sén capacos de fer-ho.
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1.2. L'activacio de I'expressio de yZ a través de PBF requereix la unio del
factor al promotor

Els resultats anteriors suggerien que l'activitat de PBF era dependent de la seva unié al DNA.
Aquesta hipotesi era recolzada per resultats que posaven de manifest com una versid
mutada de PBF (mutPBF, que té mutades les Cys encarregades de coordinar I'atom de Zn,
centre de l'estructura del domini Dof de PBF) no era capac d‘activar I'expressié del promotor
vZ en experiments d’expressid transitoria, tot i contenir tant el domini N-terminal com el C-
terminal (Marzabal, 2002). Aixi, vam decidir estudiar la capacitat d’activacié del promotor yZ
amb un factor quimeric que contenia el domini C-terminal de la PBF de blat de moro (mPBF)
fusionat al domini Dof de la PBF d’ordi (bPBF). Com ja s’ha comentat anteriorment, s’han
descrit els factors ortolegs a PBF en altres cereals com ordi i blat (Mena i col., 1998). I tot i
que la identitat de seqliencia entre mPBF i les altres PBFs descrites (bPBF i wPBF) és molt
baixa a nivell de proteina sencera, la seqiéncia aminoacidica dels seus dominis Dof és
practicament identica (figura 40), amb una identitat del 100% entre bPBF i wPBF i una
identitat del 89% respecte mPBF. Tot i la seva similitud a nivell del domini Dof, les propietats
d'unié al DNA de les 3 proteines i les seves capacitats activadores difereixen lleugerament.
Es per aixo que vam escollir el domini Dof d’una PBF d’una espécie diferent a blat de moro,
esperant que l'addicid d'un domini Dof heteroleg proporcionés ancoratge al DNA, sense
participar en |'activacié del promotor yZ.

A mPBF mPBF
Ofo
& >, & %,

bPBF g45 WPBF bPBF 1003 WPBF

b =3 =Y RS o N A CPROJ» S)y NTKF CY YNNY SMSQPRYFCKACRRYWTHGGH LRNVP IGGGCRK RIS
13- 36 4 VECPRCKSGNTKFCYYNNYSMSQPRYFCKACRRYWTHGGSLRNVP IGGGCRK B
L1226l VECPRCKSGNTKFCYYNNYSMSQPRYFCKACRRYWTHGGSLRNVP IGGGCRK RS

Figura 40. Comparacio a nivell de seqiiéncia aminoacidica entre les diferents PBF de cereals
descrites. A. Identitat de seqiiéncia a nivell de proteina sencera (PS) i de domini Dof entre PBF de blat
(wPBF), blat de moro (mPBF) i ordi (bPBF). B. Alineament de seqiiéncies dels dominis Dof de cadascuna de les
PBFs.
D’aquesta manera vam realitzar els experiments de co-transformacid amb la construccid
informadora que conté el gen informador GUS sota control de la regid proximal del
promotor yZ (527yZp:GUS) a quantitat fixa (2 ug) i com a efectors del promotor yZ es van
provar quantitats creixents (de 0,5 a 2 ug) de mPBF (com a control positiu d'activacid), el
factor quimeric dof-CtPBF (fusid transcripcional del domini Dof de bPBF al domini C-
terminal de mPBF) i el domini Dof de bPBF, tots ells formant un casset d’expressié amb el
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promotor constitutiu 35S, el primer intré de I'AdhI i el terminador nos. Com a control
intern de transformacié vam utilitzar el gen informador LUC sota control del promotor
constitutiu 35S (figura 41.A).

En analitzar l'expressi6 GUS/LUC (per luminometria) en els casquets d’endosperma
transformats va resultar que el gen quimeéric dof-CtPBF actuava com a regulador positiu de
I'expressid sobre el promotor yZ. I la seva capacitat activadora era similar o inclis
lleugerament superior a la de la propia mPBF, aconseguint una activacié del promotor yZ
entre 3 i 5 cops per sobre dels seus nivells basals. De forma similar a mPBF, la capacitat
activadora de la quimera dof-CtPBF era també dosi-dependent: a mida que la quantitat
d'efector assajada augmentava, la capacitat activadora augmentava també. En canvi, el
domini Dof de bPBF (dof bPBF) no va ser capag d‘activar I'expressié del promotor yZ
(figura 41.B.), de forma similar al que passava amb el domini N-terminal de mPBF. Amb
aquest experiment ens asseguravem que el domini Dof de bPBF que haviem escollit per a
obtenir el nostre factor quiméric no era el responsable de I'activitat.
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Figura 41. Capacitat d’activacio de PBF quimérica sobre el promotor yZ en experiments de co-
transformacié sobre endospermes de blat de moro de 12-15 DAP. A. Esquema de les construccions
utilitzades en els experiments de co-bombardeig, amb els diferents efectors (en un casset d’expressié amb el
promotor 35S, el primer intré de I'AdhI i el terminador nos) sobre la construccié 527yZp:GUS i la construccio
amb el gen LUC usada com a control de transformacié (en un casset d'expressié6 amb el promotor 35S, el

primer intré del gen Shrunken i el terminador nos). PBF quimérica conté el domini C-terminal de mPBFfusionat
al domini Dof de bPBF i dof-bPBF correspon al domini Dof aillat de bPBF. B. Resultats obtinguts en els
experiments de co-bombardeig expressats com a relacié GUS/LUC. Al nivell basal d'expressié del promotor yZ
(sense efectors) se li ha assignat valor 1 (linia vermella). PBF quimérica és capag d'activar I'expressié del
promotor yZ 3-5 cops sobre els nivells basals mentre que mPBF I'activa 2-4 cops. El domini Dof de bPBF no
activa I'expressié del promotor yZ.

Aquests resultats ens indiquen que el domini activador de PBF se situa a la seva regid C-
terminal, on es localitza una regid rica en Asn que podria estar implicada en l'activitat de la
proteina. Podem dir, a més, que el domini C-terminal, per si sol, no és capag d'activar
I'expressio del promotor yZ, sind que per fer-ho necessita unir-se al DNA, a través del domini

Dof de la proteina.
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CAPITOL 2. GAMYB, un nou regulador transcripcional del
promotor yZ

2.1. Introducciéo a GAMYB

A la regidé proximal del promotor del gen de la y-zeina, hi ha un element AACA 4 pb a 5’ del
bifactorial-box, tal i com s’esquematitza a la figura 37. Aquest element, descrit per primer
cop en els promotors dels gens de glutelines d’arrds (Wu i col., 2000), presenta gran
similitud amb I'element de resposta a gibberel*lines (GARE). A la figura 42 es mostra com
10 dels 13 nucleotids que defineixen el consens del motiu AACA sén idéntics al motiu GARE
localitzat a la regié6 promotora dels gens d’a-amilases de cereals (Takaiwa i col., 1996). La
importancia de I'element AACA com a diana d’elements en trans en el promotor yZ havia
estat préviament establerta mitjancant experiments de footprinting in vivo (Marzabal i col.,
1998).

AACA AACAAACTCT|A C
G

T
GARE TAACAAANTCT G

Figura 42. Similitud de seqiiéncia entre la caixa AACA i els elements GARE. Alineament de
seqliencies entre la caixa AACA present en els promotors de gens que codifiquen per prolamines i I'element
de resposta a gibberel-lines (GARE) dels gens de les a-amilases.

Gubler i col.,, basant-se en la relativa homologia de seqiiencia entre les dianes de
reconeixement dels factors Myb R,R; i la regié central del GARE (veure introduccio, figura
18) present al promotor d’'un gen que codificava per una a-amilasa d’ordi, van clonar un
factor de tipus Myb que responia a gibberel'lines i alhora era capag de transactivar
I'expressio del gen de I'a-amilasa a partir del seu promotor en cel*lules d‘aleurona d’ordi. Va
ser aixi com es va clonar el primer gen GAMYB en cereals (Gubler i col., 1995).

Posteriorment es van descriure els homolegs a GAMYB en altres cereals com arros (Gubler i
col., 1997), civada (Rollason i col., 1999) i blat (Chen i col., 2001), aixi com els seus
possibles homolegs a Arabidopsis thaliana (Gocal i col., 2001; Millar i Gubler, 2005). El factor
GAMYB, doncs, va ser descrit per primer cop a ordi com a regulador transcripcional de gens
d’'a-amilases a aleurona, implicat en la mobilitzacié de les reserves de midd durant la
germinacio. Posteriorment, i també a ordi, GAMYB es va descriure com a regulador positiu
de I'expressid de proteines de reserva (Diaz i col., 2002). Diaz i col. demostren, a més, la
interaccid de la proteina bGAMYB amb bPBF (I'ortoleg a mPBF) per a la formacié dels
complex transcripcionalment actiu que regula I'expressié del gen de la B-hordeina a ordi.
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Aquest fet, unit a la conservacié d’elements reguladors entre les regions promotores dels
gens de prolamines de cereals (veure introduccio, figura 8) i, en concret, de la B-hordeina i
la y-zeina, ens va fer pensar que probablement existis un homoleg a GAMYB a blat de moro,
que pogués estar implicat en la regulacid de I'expressidé del gen de la y-Zeina. A més,
I'elevada identitat entre els diferents gens GAMYB clonats fins al moment feia possible
trobar-lo en base a homologia de seqiiéncia.

GAMYB d’ordi és un activador del promotor yZ

Fruit d'una col'laboraci6 amb el grup del Dr. Jesus Vicente-Carbajosa (Laboratorio de
Biogquimica y Biologia Molecular, Departamento de Biotecnologia, ETS Ingenieros
Agrénomos, UPM, Madrid), disposavem de la construccié corresponent al factor GAMYB
d'ordi (bGAMYB) sota control del promotor constitutiu 35S (figura 43.A). L'homologia
existent en el mecanismes d'acumulacié de proteines de reserva entre els diferents cereals
ha estat ampliament estudiada i la funcionalitat creuada de diferents promotors de
prolamines en diferents cereals, tant per expressio transitoria com en transformacié estable,
ha estat també demostrada (Holdsworth i col., 1995; Wu i col., 1998; Norre i col., 2002;
Hwang i col., 2004). Es per aixd que vam decidir provar la capacitat reguladora del factor
heteroleg bGAMYB sobre el promotor del gen de la y-zeina en el nostre sistema. Aixi, es van
realitzar experiments de co-transformacid sobre endospermes joves de blat de moro (12-15
DAP) utilitzant la construccié 527yZp:GUS i, com a efectors del promotor yZ, el factor PBF de
blat de moro (com a control positiu d‘activacid) i el factor GAMYB d’ordi, expressats sota
control del promotor constitutiu 35S (figura 43.A). Esperavem que la resposta del promotor
YZ a un efector heteroleg fos inferior a la produida pels factors homolegs de blat de moro i
atés que els experiments previs amb PBF mostraven una resposta activadora dosi-
dependent, sense arribar a saturar l'activacid, vam decidir provar tots els efectors a la
quantitat maxima establerta préviament (2ug/experiment). Aixi, en analitzar I'activitat del
promotor yZ (representada pels valors relatius d’expressié GUS/LUC, quantificats per
luminometria) sobre els casquets d’endosperma transformats va resultar que bGAMYB era
capag d‘activar I'expressid del promotor yZ, tot i que a nivells inferiors a mPBF: bGAMYB
aconseguia activar el promotor yZ entre 2 i 3 cops sobre els seus nivells basals, mentre que
mPBF produia activacions entre 4 i 5 cops (figura 43.B).
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Figura 43. Capacitat d’activacié6 de GAMYB d’ordi sobre el promotor yZ en experiments de co-
transformacioé sobre endospermes de blat de moro de 12-15 DAP. A. Esquema de les construccions
utilitzades en els experiments de co-bombardeig, amb els diferents efectors (formant un casset d’expressio
amb el promotor constitutiu 35S, el primer intré de I'AdhI i el terminador nos) sobre la construccié
527vyZp:GUS i la construccié amb el gen LUC usada com a control de transformacié (en un casset d'expressid
amb el promotor 35S, el primer intrd del gen Shrunken i el terminador nos). B. Resultats obtinguts en els
experiments de co-bombardeig expressats com a relacié GUS/LUC. Al nivell basal d’expressié del promotor
vZ (sense efectors) se li ha assignat valor 1 (linia vermella). PBF és capag d'activar I'expressié del promotor
vZ 4-5 cops sobre els nivells basals mentre que GAMYB d'ordi (bGAMYB) és capac d’activar-la 2-3 cops.

A la vista d'aquests resultats ens vam plantejar el clonatge del gen ortoleg de GAMYB a blat

de moro per a, posteriorment, poder caracteritzar la resposta del promotor yZ al seu propi

regulador.
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2.2. Clonatge de ZmGAMYB, el gen GAMYB de blat de moro

2.2.1. Analisi
dicotiledonies

in silico dels gens GAMYB a monocotiledonies

Com a pas previ al clonatge propiament dit de GAMYB, vam realitzar una cerca a les bases

de dades per trobar les seqiiencies dels gens GAMYB descrites fins al moment. Aquesta

cerca va proporcionar 8 seqiiéncies descrites d'aquest gen, 4 de les quals eren d’especies

cereals. La llista de seqlieéncies obtingudes aixi com els corresponents nimeros d‘accés al

GeneBank es detallen a la taula IV. A més, la cerca de seqliencies amb homologia a gens

GAMYB ja descrits ens va proporcionar 4 ESTs (Expressed Sequence Tag) de blat de moro.

Taula IV. Gens GAMYB descrits a diferents espécies i ESTs trobades a blat de moro.

Nom Espécie GeneBanK Referéncia

Gens GAMYB

HvGAMYB Hordeum vulgare X87690 (Gubler i col., 1995)}
LtGAMYB Lolium temulentum AF114162 (Gocal i col., 2001)
OsGAMYB Oryza sativa X98355 (Gubler i col., 1997)
AVGAMYB Avena sativa AJ133638 Rollason (1999), unpublished]
TaGAMYB Tritucum aestivum AB044084 (Chen i col., 2001)
Atmyb33 Arabidopsis thaliana | AF411969 (Gocal i col., 2001)|
Atmyb65 Arabidopsis thaliana | AF048840 (Gocal i col., 2001)I
Atmyb101 Arabidopsis thaliana | AF411970 (Gocal i col., 2001)|
ESTs

(3) E56084-5' like GAMYB Zea mays CN844582 JYang & McCormick, 2004, unpublished]
TFMRNA

EST0903 like 5" GAMYB protein|Zea mays CF348909 JYang & McCormick, 2004, unpublished|
(2) MEST71-H05 3’ Zea mays BM073663 |Qiu, EST from B73, 2001, unpublishedl
(4) ELO1NO530C06 Zea mays CA405191 (Lai i col., 2004)

2.2.2. Clonatge de GAMYB a blat de moro

La cerca a les bases de dades ens va proporcionar quatre ESTs de blat de moro. Aquestes

seqliencies eren parcialment solapants i cobrien uns 1600 bp dels aproximadament 2500 bp

descrits pels gens GAMYB d’ordi i arros (figura 44).

102



Resultats

EST 4-CA405191: 1953 « 2|500

EST 2-BM073663: 1819 « 2476I

EST 0903-CF348909: 1420>» 1976

EST 3-CN844582: 784 » 1526

HvGAMYB-X87690: 123 » 2481

>
OsGAMYB-X98355: 1 » 2461 N
1 5Q0 1900 1500 2Q00 2500

Figura 44. Alineament de ESTs de blat de moro i dels gens GAMYB d’ordi i arros.

Es van triar les regions més homologues als gens GAMYB d'ordi (HvGAMYB) i d'arros
(OsGAMYB) i es van comparar amb la seqliencia obtinguda per la EST0903 (cedida per la
Dra. Sheila McCormick, Plant Gene Expression Center, Albany, California), la més llarga de
les que haviem trobat a les bases de dades i amb major homologia als gens GAMYB d’ordi i
arros. Aixi es va poder dissenyar una parella d’encebadors per abordar el clonatge de
GAMYB de blat de moro (figura 45).

OsGAMYB-X98355: 1 » 2451

HvGAMYB-X87690: 123 » 2469

7 mGAMYB EST 0903: 1408 « 2520

|
<
1 500 1000 1500 2000 2500

Figura 45. Alineament de la EST 0903 de blat de moro amb els gens GAMYB d’ordi i arros. Es
mostra la posicié dels oligonucledtids omyb2 (sense) i omyb3 (anti-sense) emprats en el clonatge de GAMYB
de blat de moro.

La seqliencia codificant per GAMYB es va obtenir per RT-PCR sobre RNA total d’endosperma
de 15 DAP, usant com a encebadors especifics la parella omyb2/omyb3 (veure taula I,
apartat A.2.2, material i metodes). La RT-PCR va proporcionar una banda Unica a 1500bp
(figura 46), que corresponia a la mida calculada pel fragment amplificat per omyb2/omyb3
sobre la sequiéncia teodrica de GAMYB (deduida a partir de les ESTs de blat de moro de que
disposavem i dels gens HvGAMYBi OsGAMYB). Posteriorment, aquesta banda es va retallar,
purificar i clonar en el vector pTZR-TA (AmpR, Fermentas) i es va assemblar amb el clon
EST0903 per restricci6 amb EcoRV. Aixi es va obtenir la seqiiéncia sencera del cDNA de
GAMYB de blat de moro, d'ara en endavant ZmGAMYB. La seqiiencia nucleotidica completa
per a ZmGAMYB aixi com la sequéncia aminoacidica deduida es mostren a la taula VII
(apendix, pagina 218).
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PM
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Figura 46. RT-PCR pel gen ZmGAMYB sobre RNA total de blat de moro. La RT-PCR es va realitzar
amb els oligos omyb2 i omyb3 sobre RNA total d’endosperma de 15 DAP, proporcionant una banda intensa a
1500 bp (assenyalada amb una fletxa). Es va utilitzar també RNA d’embrié a 20 DAP i es va amplificar una
banda molt més debil que a endosperma.

El cDNA aillat pel gen ZmGAMYB codificava per un marc obert de lectura que donava lloc a
una proteina de 560 aminoacids i 60kDa de pes molecular calculat. Aquesta proteina
contenia els dominis R2R3 tipics dels factors de transcripcié de tipus Myb de plantes. La seva
seqlieéncia aminoacidica, aixi com la seva estructura en dominis es presenten a la figura 47.

1 MYRVKSEGEG EGEGDCEMML QEQMDSLVAD DVSSGGGSPH RGVGTPLKKG

51 PWTSAEDAIL VDYVKKNGEG NWNAVQKNTG LFRCGKSCRL RWANHLRPNL
101 KKGAFTPEEE RLIIQLHAKM GNKWARMAGH LPGRTDNEIK NYWNTRIKRC
151 QRASLPIYPA SVCNQSTNED QQLSGNFNGG ENISNDLLSG NSLYLPDFTS
201 DNFIANPEAL SYAPQLSALS ISNLLGQSFA SKSCSFMDQV DQAGMLKQSG
251 CVLPALSDAT DSVLSSADHF SNDSEKLRQA LGFDYLNEAN ASSKSIAPFG
301 VALTGSHAFL NGNFSASRPT NGPLKMELPS LQDTESDPNS WLKYTVAPAM
351 QPTELVDPYL QSPSATPSVK SECASPRNSG LLEELLHEAQ ALRSGKNQQS
401 SVRSSSSSAG TPYETTTVVS PEFDMGQEYW EEQPSSFLSE YAHFSGNSFT
451 ESTPPVSAAS PDIFQLSKIS PAQSPSMGSG EQALEPKHES AASPRPENLR
501 PDALFSGNAA DPSTIFNNAIT MLLGNGIDAE FKPGLGDGIV LDSSSWNNMQ
551 HAFQMAGFK

Figura 47. Seqiiéncia aminoacidica deduida per GAMYB de blat de moro. Amb requadres rosa i verd
s'indiquen les sequéncies corresponents als dominis R2 i R3 tipics dels dominis Myb dels factors de
transcripcié de plantes. En taronja s'ha marcat el domini C-terminal de la proteina, contra el que es van
obtenir anticossos especifics (veure apartat 2.6.2., resultats).

Posteriorment, vam alinear la seqiiéncia aminoacidica de GAMYB de blat de moro
(mGAMYB) amb les seqliencies d‘altres factors GAMYB ja descrits (figura 48), posant de
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manifest I'elevada homologia entre totes elles no només a nivell de les repeticions R2R3 sind

també a nivell de proteina sencera.

mGAMYE :
hGAMYE :
oGAMYE :
aGAMYE :

mGAMYE :
bGAMYE :
oGAMYE :
aGAMYE :

mGAMYE :
hGAMYE :
oGAMYE :
aGAMYE :

mMGAMYE :
hGAMYE @
oGAMYE :
aGAMYE :

mGAMYE :
hGAMYE :
oGAMYE :
aGAMYE :

mMGAMYE :
hGAMYE @
oGAMYE :
aGAMYE =

94
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87
88

: 189
: 184
3 : 182
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& 284
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: 275

: 379

Figura 48. Alineament de seqiiéncies de les proteines GAMYB de blat de moro, ordi, arros i civada.

Es mostra I'alineament de les seqiiéncies aminoacidiques pel factors GAMYB de blat de moro (MGAMYB), ordi
(bGAMYB), arros (0GAMYB) i civada (aGAMYB). S'emmarquen en rosa i verd les repeticions R2 i R3
respectivament, tipiques dels factors de transcripcié de tipus Myb de plantes. L'alineament s’ha generat amb el

programa GeneDoc.

La identitat entre les quatre seqiiéncies alineades es troba al voltant del 70%: mGAMYB
presenta un 81% d‘identitat amb I'homoleg d’arros, un 79% amb el d’ordi i un 77% amb el
de civada, tal i com es posa de manifest en realitzar I'alineament filogenétic (figura 49).

GAMYB ordi (0.0369)

GAMYB civada (0.0518)

GAMYB blat de moro (0.1155)
GAMYB arros (0.0624)

Figura 49. Alineament filogenétic de les proteines GAMYB de blat de moro, ordi, arros i civada,
obtingut amb el programa CLUSTAL X, en el que es mostren les distancies filogenétiques entre parentesi.

A partir de la seqiiencia del cDNA de ZmGAMYB, es van realitzar diferents construccions per
a la sobreexpressid en E.coli (per a I'obtencié d‘anticossos especifics i per a la realitzacié
d'assaigs d'interaccié amb el DNA /n vitro (EMSA)), aixi com per a la continuacié dels assaigs
funcionals descrits a I'inici d’aquest capitol.
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2.3. Patro d'expressio del gen 2ZmGAMYB durant el
desenvolupament del gra blat de moro

Per confirmar si mGAMYB podia actuar com a regulador transcripcional de la y-Zeina, voliem
caracteritzar-ne el patrd d'expressid al llarg del desenvolupament del gra. Els nivells de
transcrit per ZmGAMYB es van determinar per Northern-blot sobre diferents teixits de blat de
moro i a diferents moments del desenvolupament, tal i com es mostra a la figura 50. La
hibridacié es va realitzar amb una sonda de 1048 bp obtinguda per restricci6 amb EcoRI-
Xhol sobre la construccié pTZ-EST0903. El fragment escollit com a sonda comprenia I'extrem
C-terminal del gen ZmGAMYB, aixi com la regié6 3’ no traduida, perd no el domini Myb
conservat per a no detectar altres MYBs diferents a GAMYB.

A fi d’establir si I'expressio de ZmGAMYB podia coincidir en el temps amb la de ZmPBF, es va
comparar el seu patrd d'expressid amb els patrons ja coneguts de PBF i el propi gen de la y-
Zeina, sobre els mateixos teixits i en el mateix moment del desenvolupament. Per a la
detecci6 del transcrit de ZmPBF es va utilitzar una sonda obtinguda per restriccié6 amb Xbal-
Spel sobre PMF6-PBF, que contenia 720 bp de la regié C-terminal de ZmPBF aixi com la
regid 3’ no traduida, perd no incloia el domini Dof conservat, tal i com descriuen Vicente-
Carbajosa i col. (1997). Pel que fa al gen yZ (que codifica per la y-Zeina) es va escollir una
sonda de 936 bp, obtinguda per restricci6 amb XhoI-Xbal sobre pBS KSG2, que contenia
tant la regié codificant com la regié 3’ no traduida. Com a control de carrega es van realitzar
hibridacions amb una sonda de 1.200 bp corresponent a la subunitat 18S de I'RNA ribosomal
de blat, obtinguda per restricci6 BamHI-HindIII sobre la construccid pw18S1.2 (Gerlach i
Bedbrook, 1979).

ZmGAMYB s'expressa a |‘'endosperma de blat de moro de forma
coordinada amb el desenvolupament del gra

L'analisi per Northern-blot va determinar que tant ZmPBF com ZmGAMYB s'expressen
simultaniament a I'endosperma de blat de moro, de forma lligada al desenvolupament del
gra de blat de moro i que la seva expressio esta restringida a aquest teixit de la llavor. No es
detecta expressid ni a embrid (en cap estadi del desenvolupament) ni a plantula ni a arrel
(figura 50).

L'expressi6 de ZmGAMYB comencava a ser detectable per Northern-blot sobre RNA total
d’endosperma a partir de 8 DAP, moment del desenvolupament de la llavor en que es
dispara l'activitat transcripcional a |'endosperma. Els nivells de mRNA per ZmGAMYB
augmenten suau pero sostingudament cap a 12 DAP, amb un maxim cap a 15 DAP, i
comencen a davallar a partir de 21 DAP, coincidint amb el procés de mort cel'lular
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programada que afecta I'endosperma de blat de moro quan la llavor entra a la fase de
maduracio.

Pel que fa a ZmPBF, treballs anteriors havien mostrat la seva exclusiva expressido a
endosperma (Vicente-Carbajosa i col., 1997), on es detecta a partir de 8 DAP, assoleix el seu
pic maxim d’expressié a 12-15 DAP i comenca a davallar a partir de 21 DAP. Aquest patré és
consistent amb el descrit pel gen de la y-Zeina (Geetha i col., 1991), que comenca a
expressar-se a l'endosperma cap a 10-12 DAP, assolint el seu maxim entre 20 i 30 DAP,
coincidint amb Il'inici de la fase de maduracié de la llavor.

Plant Arrel Ker Endospermes Embrions

77 8 10 12 15 18 21 30 15 18 21 30
g .- GAMYB
1.383 =
955 = - . .- PBF
1.383 - ’
955 = -

-zeina

055 - ..... y
2.604 =
1.908 - rRNA
1.383 =

Figura 50. Analisi del patro d’expressio de ZmGAMYB per Northern-blot. Patr6 d'expressié de
ZmGAMYB, ZmPBF i del gen de la y-zeina sobre diferents teixits de blat de moro en desenvolupament (8 a
30 DAP): gra sencer (ker), endospermes i embrions. Com a control negatiu s'utilitza plantula (plant) i arrel
de 7 dies. Com a control de carrega es mostra la hibridaci6 amb una sonda per la subunitat 18S de I'RNA
ribosomal. A |'esquerra es mostren les mides (en pb) corresponents als marcadors de pes molecular per RNA
(RNA Markers, Promega).

En analitzar els resultats normalitzats respecte la subunitat 18S de I'RNA ribosomal, s’aprecia
millor el perfil d’expressid coincident per ZmGAMYB i ZmPBF i la seva dependéncia del
moment del desenvolupament del gra de blat de moro. S'observa, a més, com I'mRNA del
gen yZ presenta un patré d’acumulacié al llarg del desenvolupament decalat respecte el dels
seus reguladors ZmGAMYBi ZmPBF (figura 51).
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Figura 51. Nivells d'expressio relatius de ZmGAMYB, ZmPBF i del gen yZ respecte 18S rRNA. Valors
d’expressié de ZmGAMYB (A), ZmPBF (B) i del gen de la y-zeina (C) normalitzats respecte la subunitat 18S de
I'RNA ribosomal a endosperma de blat de moro en desenvolupament (8 a 30 DAP). En D es mostra la
superposicié dels grafics anteriors, on s'aprecia la coincidéncia dels patrons de ZmGAMYB i ZmPBFi el decalatge
del patrd d’expressio génica de la y-zeina respecte els seus reguladors.

El fet de que ambdos factors, ZmGAMYB i ZmPBF s'expressin en el mateix moment del
desenvolupament i en el mateix teixit indica que codifiquen per factors proteics que poden
ser reguladors del mateix procés (expressid de proteines de reserva) a I'endosperma, tenint
en compte, a més, que el seu pic d'expressid és conseqiient amb el moment en que

comenga |'expressid del gen yZ.
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2.4. Caracteritzacio de mGAMYB com a regulador
transcripcional del gen yZ

Assaigs funcionals per transformacioé d’endospermes de blat de moro
Després dels resultats preliminars dels assaigs funcionals amb GAMYB d’ordi, voliem
comprovar si el factor mGAMYB que haviem clonat a blat de moro era capac d‘activar la
transcripcié del gen yZ. Per fer-ho, es van realitzar assaigs funcionals d‘activitat per
transformacio transitoria sobre endospermes de blat de moro.

mGAMYB es comporta com a activador del promotor del gen de la y-zeina

A partir de la seqiiéncia del cDNA de ZmGAMYB que haviem clonat, vam generar una
construccid que contenia ZmGAMYB, formant un casset d’expressi® amb el promotor
constitutiu 35S, el primer intré de I’AdhI i el terminador nos 3’ (figura 52.A). Aixi, es van
realitzar experiments de co-transformacié sobre endospermes joves de blat de moro (12-
15 DAP) utilitzant la construccié informadora que conté el gen GUS sota control de la regid
proximal del promotor yZ (527yZp:GUS) a quantitat fixa (2 ug) i com a efectors del
promotor yZ es van provar ZmPBF i ZmGAMYB, sota control del promotor constitutiu 35S.

Tenint en compte els resultats previs obtinguts en els experiments de co-transformacioé
amb bGAMYB, esperavem que el factor mGAMYB actués com a activador sobre el
promotor yZ. Aixi, donat que voliem analitzar la capacitat activadora de GAMYB, vam
decidir provar ZmGAMYB a quantitat creixent (de 0,5 a 2 pg/experiment). Donada la
variabilitat de la tecnica i I'efecte que lleugeres diferéncies en el grau de maduresa dels
grans de blat de moro tenen en els resultats globals d’aquest tipus d’experiments ens va
semblar apropiat usar ZmPBF també a quantitat creixent (de 0,5 a 2 ug/experiment) com
a control dels nivell d’activacié assolits.

Vam determinar l‘activitat basal del promotor yZ (representada pels valors relatius
d’expressié GUS/LUC, quantificats per fluorimetria i luminometria) sobre els casquets
d’endosperma transformats i en referencia a ella vam analitzar I'activitat del mateix
promotor en preséncia de mPBF i mGAMYB. Els resultats obtinguts indicaven que mGAMYB
a 2 ug era capag d'activar I'expressié del promotor yZ, tot i que a nivells inferiors a mPBF
en les mateixes condicions: mMGAMYB aconseguia activar el promotor yZ entre 1,51 2,5
cops sobre els seus nivells basals, mentre que mPBF produia activacions entre 2 i 3,5 cops
(figura 52.B).
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Figura 52. Capacitat d’activaci6 de mGAMYB sobre el promotor yZ en experiments de co-
transformacio sobre endospermes de blat de moro de 12-15 DAP. A. Esquema de les construccions
utilitzades en els experiments de co-bombardeig, amb els diferents efectors (formant un casset d’expressio
amb el promotor constitutiu 35S, el primer intré de I'AdhI i el terminador nos) sobre la construccié
527vyZp:GUS i la construccié amb el gen LUC usada com a control de transformacié (en un casset d'expressié
amb el promotor 35S, el primer intrdé del gen Shrunken i el terminador nos). B. Resultats obtinguts en els
experiments de co-bombardeig expressats com a relacié GUS/LUC. Al nivell basal d’expressié del promotor
vZ (sense efectors) se li ha assignat valor 1 (linia vermella). GAMYB és capag d'activar I'expressid del
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promotor yZ 1.5-2.5 cops sobre els nivells basals mentre que PBF I'activa 2-3.5 cops.

Els resultats d'activitat GUS dels experiments de co-transformacié analitzats per fluorimetria
van ser comparats amb el resultats obtinguts en analitzar I'activitat GUS per tincid
histoquimica amb X-Gluc (figura 53). La relacid entre el nombre de punts blaus que
apareixen quan transformem només amb la construccid promotora i els nombre de punts
obtinguts al co-transformar amb ZmPBF o ZmGAMYB segueix la mateixa tendencia que en

les analisis fluorimetriques.
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Figura 53. Tincié histoquimica amb X-Gluc d’endospermes de blat de moro de 12 DAP co-
transformats amb el promotor yZ i els efectors PBF i GAMYB. A i A'. Endospermes de 12 DAP sense
transformar. B i B'. Endospermes transformats amb 2ug de la construccié 527yZp:GUS. C i C'.
Endospermes transformats amb la construccié 527yZp:GUS i 2ug de la construccié que conté ZmPBF. D i
D’. Endospermes transformats amb la construccié 527yZp:GUS i 2ug de la construccio que conté ZmGAMYB.

Tot i que els resultats obtinguts en els experiments d’expressid transitoria no sén
quantitativament concloents si que ens mostren una tendéncia activadora de GAMYB a nivell
qualitatiu. En tots els experiments analitzats el factor GAMYB de blat de moro ha actuat, en
major o0 menor grau, com a activador del promotor yZ entre 12 i 15 DAP, suggerint que
pugui participar en el complex transcripcionalment actiu responsable de I'expressié del gen
de la y-zeina a endosperma de blat de moro.

Resta encara per determinar si la funcid activadora de mGAMYB pot ser sinergica a la de
mPBF. Experiments preliminars per determinar I'existéncia de sinergia entre mGAMYB i mPBF
per co-bombardeig sobre casquets d'endosperma de 12-15 DAP amb la construccid
527vZp:GUS i 1 ng de les construccions que contenen ZmGAMYB i ZmPBF, per separat i en
combinacio, no han resultat concloents (resultats no mostrats).
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2.5. Interacciéo de GAMYB i PBF amb seqiiencies reguladores del
promotor yZ

Assaigs de retard en gel (EMSA)

Mitjancant experiments de retard en gel es volia estudiar la capacitat d'interacci6 dels factors
GAMYB i PBF de blat de moro amb les seves caixes corresponents presents a la regid
proximal del promotor del gen yZ (regi® compresa entre -460 i -62 respecte linici de
transcripcid). Amb aquest objectiu, es va testar la capacitat d‘interaccid d'aquests factors
tant amb oligonucleotids que contenien només la caixa corresponent a cadascun d’ells (AACA
per GAMYB i Pb per PBF) com amb un oligonucleotid que incloia totes les caixes presents a
la regié promotora estudiada. A més, es van realitzar assaigs d'interaccid entre proteines
presents en extractes nuclears d’endosperma de blat de moro a 12 DAP i les diferents caixes
estudiades.

2.5.1. Obtencid dels factors GAMYB i PBF per a la realitzacio dels assaigs
de tipus EMSA

Per a la realitzacid dels assaigs tipus EMSA es van obtenir les proteines recombinants
corresponents als factors de transcripci®6 GAMYB i PBF, tal i com es descriu a I'apartat 2 de
material i metodes.

PBF

En estudis previs de retard en gel s’havia determinat que PBF sencera no era capag d’unir-se
de forma especifica a I'element Ph, al que si s'uneix /in planta per a activar I'expressié del gen
de la y-zeina (Marzabal, 2002). Per aix0, els experiments de tipus EMSA que es presenten a
continuacié s’han realitzat amb el domini d’unié de PBF al DNA (bdPBF) aillat.

Es van obtenir les construccions corresponents a bdPBF fusionada a un His-tag i un T7 tag
en N-terminal de la proteina i també en fusidé a GST en N-terminal, com s'esquematitza a la
figura 54A. En ambdds casos, la sobreexpressié d'aquestes construccions a E.coli i la
posterior purificacid (tal i com es descriu a l'apartat 2.2 de materials i métodes) va
proporcionar quantitats suficients de proteina recombinant purificada (veure figura 54.B i
54.C) per a la realitzacié dels assaigs de tipus EMSA.
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Figura 54. Sobreexpressido de bdPBF a E.coli. A. Representacié esquematica de les construccions
utilitzades en la sobreexpressid: pET28A-bdPBF, en la que s'indica el tag d’hexa-Histidina (His tag) i I'epitop
T7 tag, en N-terminal de la proteina de fusid; i pGEX4T3-bdPBF, en la que s'indica la fusido a GST en N-
terminal de la proteina de fusio. B. Patrd de proteines separades per SDS-PAGE (15% d’acrilamida) revelat
per tincid amb blau de Coomassie dels extractes bacterians totals (S, fraccid soluble i P, fraccid insoluble)
abans (T,) i després (T;) d'induir I'expressié de la proteina His-bdPBF. Proteina purificada per columnes
d’afinitat de niquel (eluits (E) a 100, 200 i 1000 mM d'imidazole). Amb una punta de fletxa es marca la
banda corresponent a His-bdPBF, per sobre del marcador de pes molecular de 20 KDa (pes teoric: 20 kDa).
C. Patré de proteines separades per SDS-PAGE (12,5% d’acrilamida) revelat per tinci6 amb plata dels
extractes bacterians totals (S, fraccid soluble i P, fraccid insoluble) abans (T,) i després (T;) d'induir
I'expressio de la proteina GST-bdPBF. Proteina purificada per columnes d'afinitat de glutatid (eluits (E) a 10
mM de glutatié). Amb una punta de fletxa es marca la banda corresponent a GST-bdPBF, per sota del
marcador de pes molecular de 45 KDa (pes teoric: 44 kDa).

GAMYB

Es van generar les construccions corresponents a GAMYB fusionat a un His-tag i un T7 tag
en N-terminal de la proteina i també en fusié a GST en N-terminal, tal i com s’esquematitza a
la figura 55.A. En aquest cas, la sobreexpressid de la proteina His-GAMYB a £.coli (com es
descriu a l'apartat 2 de materials i métodes) va proporcionar quantitats molt reduides de
proteina recombinant purificada, tal i com es mostra a la figura 55.B. En testar la capacitat
d’'aquesta proteina per unir-se al DNA en assaigs d'unié /n vitro de tipus EMSA, no vam
aconseguir cap banda retardada (resultats no mostrats). En canvi, en el cas de la proteina
GST-GAMYB la sobreexpressio d’aquestes construccions en E.colii la posterior purificacié va
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proporcionar quantitats suficients de proteina recombinant purificada per realitzar els assaigs
de tipus EMSA (veure figura 55.C.).
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Figura 55. Sobreexpressio de GAMYB a E.coli. A. Representacié esquematica de les construccions
utilitzades en la sobreexpressio: pET28b-GAMYB, en la que s'indica el tag d’hexa-Histidina (His tag) i I'epitop
T7 tag, en N-terminal de la proteina de fusid; i pGEX4T3-GAMYB, en la que s'indica la fusié a GST en N-
terminal de la proteina de fusid. B. Patrd de proteines separades per SDS-PAGE (12,5% d’acrilamida) revelat
per tinci6 amb plata dels extractes bacterians totals (S, fraccié soluble i P, fraccid insoluble) abans (Tg) i
després (T;) d'induir I'expressio de la proteina His-GAMYB. Proteina purificada per columnes d‘afinitat de
niquel (proteina sense purificar (Pr) i eluits purificats (E) a 100, 200 i 1000 mM d'imidazole). La punta de
fletxa marca la banda corresponent a His-GAMYB, al voltant del marcador de pes molecular de 66 KDa (pes
tedric: 59 kDa). C. Patr6 de proteines separades per SDS-PAGE (12,5% d’acrilamida) revelat per tincié amb
plata dels extractes bacterians totals (S, fraccié soluble i P, fraccid insoluble) abans (T) i després (T;)
d'induir I'expressid de la proteina GST-GAMYB. Proteina purificada per columnes d‘afinitat de glutatid
(proteina sense purificar (Pr) i eluits purificats (E) a 10 mM de glutatid). La punta de fletxa marca la banda
corresponent a GST-GAMYB, per sobre del marcador de pes molecular de 66 KDa (pes teoric: 87 kDa).

A la vista d'aquests resultats, la major part d'assaigs de tipus EMSA amb el factor GAMYB
han estat realitzats amb la proteina de fusi®6 GST-GAMYB. A més, estudis previs
d'interaccié d'aquest factor amb la seva caixa (AACA) a ordi, en un sistema homoleg al
nostre (promotor del gen de la B-hordeina d’ordi, Diaz i col., 2002) s’havien realitzat
també amb el factor GAMYB fusionat a GST. Aixi, vam utilitzar la fusi® GST-GAMYB de
forma sistematica en els assaigs de tipus EMSA.
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2.5.2. GAMYB interacciona amb la caixa AACA del promotor yZ de forma
especifica

Per estudiar la interaccié del factor GAMYB amb la caixa AACA del promotor yZ es van
realitzar assaigs d'interaccié entre la proteina recombinant GST-GAMYB purificada i un
oligonucleotid de doble cadena que contenia el motiu AACA tal i com es troba al promotor
(wf) o mutat (gACA). A la figura 56.A es mostra la seqliéncia dels oligos utilitzats en aquests
assaigs de tipus EMSA i en marquen en vermell els nucledtids mutats. Es va triar una doble
mutacio (dues A per dues G) ja que s’havia demostrat preéviament en el sistema format pel
promotor de la B-hordeina i la proteina GAMYB d'ordi que aquesta mutacié abolia la
interaccié entre factor GAMYB i el DNA (Diaz i col., 2002).

En realitzar I'assaig, es va observar interaccié entre GST-GAMYB i el motiu AACA perd no
amb la versid mutada gACA, demostrant una interaccié especifica entre el factor estudiat i la
seva caixa. Es van realitzar assaigs de competicié amb I'oligo que conté el motiu sense mutar
i l'oligo que conté el motiu mutat, en un excés de 100 cops respecte la sonda marcada. En
aquest cas, només l'addici6 de competidor wt fred era capag d’eliminar la banda de retard
produida per GST-GAMYB (figura 56.B). Vam comprovar també com l'addici6 de GST
recombinant no produia cap banda retardada amb els oligos utilitzats. Aixi, podem assegurar
que les bandes retardades causades per la proteina de fusi6 GST-GAMYB son realment
degudes a GAMYB.

Es van realitzar, a més, estudis d'interacci6 amb el motiu AACA i extractes nuclears de blat
de moro de 12 DAP. En aquest cas s‘obtenien diverses bandes retardades. La banda de
menor mobilitat electroforetica és la més intensa de totes i, a més, es perd al canviar la
sonda que conté la caixa AACA per la corresponent versidé mutada (figura 56.B), suggerint
que la proteina present a l'extracte nuclear i causant de la banda retardada més intensa
pugui ser GAMYB.
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Figura 56. Assaig de retard en gel de GAMYB amb la caixa AACA. A. Oligos utilitzats en aquests
assaigs de tipus EMSA. B. Assaig de retard en gel en el que s'aprecia I'aparicié d'una banda retardada fruit
de la unid especifica de GST-GAMYB a la caixa AACA (carril 3) i com no hi ha uni6 a la caixa mutada (carril
9). GST sola no causa retard (carrils 2 i 8). S'observa com només l'oligo wt (carril 4) i no la corresponent
versié mutada (carril 5) és capac¢ de competir la unid6 de GAMYB al DNA. L'extracte nuclear a 12 DAP causa
una banda retardada especifica amb la sonda wt (carril 6) i no amb la corresponent versié mutada (carril

12).
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2.5.3. La uni6 de GAMYB a la caixa AACA s’altera per la preséencia
d’anticossos especifics (supershift)

Per confirmar I'especificitat d’'uni6 de GAMYB al motiu AACA vam realitzar assaigs de
supershift amb la proteina de fusid6 GST-GAMYB i un anticos especific contra mGAMYB
(veure obtencié de l'anticos a I'apartat 2.6.2, figura 61). Aixi, vam realitzar assaigs de
reatard en gel amb la proteina recombinant GST-GAMYB, extractes nuclears d’endosperma
a 12 DAP (EN) i l'anticos amyb (assaig de supershift) sobre els mateixos oligos utilitzats
anteriorment per la caixa AACA i la seva corresponent versi6 mutada (figura 57.A).
L'anticos amyb no va ser capa¢ de modificar la interaccié de GST-GAMYB amb el DNA
(figura 57.B, carrils 2, 3, 4); en canvi, al realitzar I'estudi complementari amb la caixa AACA
i extractes nuclears (EN) de blat de moro de 12 DAP, la interaccié de les proteines presents
a l'extracte nuclear si que es veia afectada per I'anticos especific obtingut contra la proteina
GAMYB (figura 57.B, carrils 5, 6 i 7). L'addicié de serum immune a GST-GAMYB no provoca
I'aparicié de cap banda retardada per unié a la caixa mutada gACA (figura 57.B, carril 10).
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A AACA
ORACA: tggCAATCA|RACARATCCTCTC|TGTGggt
OgACA: tggCAATCA|GACARGTCCTCTC|TGTGggt
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Figura 57. Assaig de supershift de GAMYB per amyb sobre la caixa AACA. A. Oligos utilitzats en
aquests assaigs de tipus EMSA. B. Assaig de retard en gel amb GST-GAMYB i extractes nuclears a 12 DAP,
amb el serum amyb (IM, carrils 4 i 7) i el corresponent pre-imune (PI, carrils 3 i 6). No s'observa supershift
per GAMYB recombinant per amyb (carril 4), perd s'aprecia desaparicid de la banda retardada especifica
causada per I'extracte nuclear a 12 DAP (carril 7). L'addicié de sérum immune no provoca canvis en la unié de
GAMYB a la caixa mutada (carril 10).
Aquest resultat suggereix que potser la banda retardada causada per GST-GAMYB sigui
deguda, en realitat, a fragments de la fusié GST-GAMYB deleccionats en el domini C-terminal
(veure patré de bandes a la figura 55.C). En aquest cas, |'anticos especific contra GAMYB
(amyb) no seria capag d'interaccionar-hi, ja que reconeix només el C-terminal de la proteina.
Una altra explicacié podria ser que estem utilitzant una quantitat molt elevada de proteina
recombinant purificada per a la relativament baixa quantitat d’anticos. Aquesta situacid
permetria veure el supershift sobre I'extracte nuclear (que conté comparativament, menys
quantitat de GAMYB que la proteina purificada), i no veure el realitzat amb la proteina
recombinant purificada.
Donat que amyb no era capag de provocar un supershift en la interaccié de GAMYB amb la
caixa AACA, vam realitzar un assaig de retard en gel amb I'anticds contra GST (aGST), la
proteina GST-GAMYB i la caixa AACA, utilitzant els mateixos oligos que en els assaigs
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anteriors (figura 58.A). En aquest cas, aGST va ser capac de fer desapareixer la banda de
retard produida per GST-GAMYB (figura 58.B), demostrant que la proteina causant del
retard és, efectivament, la fusio GST-GAMYB.

AACA

ORACA: tggCAATCA|rAACARATCCTCTC|TGTGOgt
ogACA: tggCAATCA|cacArGTCCTCTC|TGTGYgt

B Sonda = AACA gACA
Proteina = - GAMYB - GAMYB
Anticos = - - Pl IM GST - - GST

1 2 3 4 5 6 7 8

'Qs”ﬁ.sr.ar

Sonda lliure =

Figura 58. Assaig de supershift de GAMYB per aGST sobre la caixa AACA. A. Oligos utilitzats en
aquest assaig EMSA. B Assaig de retard en gel amb GST-GAMYB i extractes nuclears a 12 DAP, amb el sérum
amyb (IM, carril 4), el corresponent pre-imune (PI, carril 3) i 'anticos aGST (GST, carrils 5 i 8). No s‘observa
supershift de GST-GAMYB per amyb (carril 4), pero s'aprecia desaparicid de la banda retardada amb I'anticos
oGST (carril 5). L'addicié d’aGST no provoca canvis a la unié de GST-GAMYB a la caixa mutada (carril 8).

Podem dir, doncs, que GAMYB s’uneix de forma especifica a la caixa AACA del promotor yZ, i
que aquesta especificitat és corroborada pel fet que GAMYB no s’uneix a la versi6 mutada de
la caixa AACA. La unié només és competida per sonda wt freda i no amb la sonda mutada i
que la banda retardada causada per GAMYB sobre la caixa AACA desapareix en incubar la
proteina de fusié GST-GAMYB amb un anticos contra GST.

S’ha observat també que a I'extracte nuclear a 12 DAP hi ha una proteina que s'uneix de
forma especifica a la caixa AACA. El retard observat desapareix en utilitzar la versi6 mutada
de la caixa AACA. La incubacid de l'extracte nuclear amb Ianticos amyb (assaig de
supershift) fa desaparéixer la banda retardada especifica, suggerint que la proteina present a
I'extracte nuclear i responsable de la banda retardada especifica sigui GAMYB.
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2.5.4. La unio de GAMYB al promotor yZ depen d’altres elements en cis
intactes propers a caixa AACA

Per estudiar les caracteristiques de la unié de forma més propera a com ocorren a la propia
planta es van realitzar també assaigs d'unié in vitro amb oligos que contenien totes les
caixes que podrien estar implicades en la formacid del complex transcripcionalment actiu
responsable de l'expressid del gen de la y-zeina (AACA, Pb, GZM i RY) i les proteines
recombinants purificades GAMYB i bdPBF.

Aixi, es va testar la capacitat d'unié tant de GAMYB com de bdPBF a un oligo de 56 bp al que
se li van anar mutant sequencialment les caixes corresponents a cadascun dels factors
analitzats (AACA i Pb). S’havia demostrat préviament que les mutacions escollides abolien la
unio dels factors analitzats. Els nucleotids mutats en cada cas es mostren en vermell (figura
59.A). Com hem realitzat els assaigs amb les proteines recombinants en fusié a GST, vam
comprovar també que I'addicié de GST recombinant no produis cap banda retardada amb els
oligos utilitzats. Aixi, podem assegurar que les bandes retardades causades per les proteines
de fusié sén realment degudes al factor analitzat en cada cas.

En aquests assaigs de retard en gel, GST-GAMYB va ser capac d'unir-se de forma especifica
a la caixa AACA de l'oligo GZ (que conté totes les caixes del promotor yZ sense mutar), ja
que la unié es perdia practicament del tot al substituir la seva caixa AACA per la versid
mutada (oligo GZ gACA, figura 59.B), com ja esperavem dels resultats previs amb els oligos
restringits a aquesta caixa (veure figura 56).

En el cas de PBF, estudis previs havien demostrat la seva unié especifica a la caixa Pb
(Vicente-Carbajosa i col., 1997; Marzabal, 2002). En utilitzar els oligos amb totes les caixes
del promotor yZ, GST-bdPBF va ser capa¢ d'unir-se de forma especifica a la caixa Pb: en
mutar aquesta caixa (oligo GZ Pb*), la uni6 del factor disminuia sensiblement (figura 59.B),
perd no desapareixia totalment.

Curiosament, la mutacié simple de la caixa Pb no afectava sensiblement la unié de GAMYB a
la seva caixa (carril 7, gel 1). De forma similar, la mutacié de la caixa AACA tampoc no
afectava la unio de PBF a la seva caixa (carril 4, gel 2). En canvi, la unié residual de GAMYB
que s'observa al mutar només la caixa AACA es perd totalment en utilitzar un oligo amb la
caixa Pb també mutada (carrils 3 i 7 del gel 2). I, de forma encara més aparent, quan
mutem la caixa Pb, no podem eliminar totalment la unié de PBF a la seva caixa; pero en
utilitzar I'oligo doble mutant per les caixes AACA i Pb perdem la unid residual de PBF al DNA
(carril 8 dels gels 1 i 2). Aixi doncs, sembla que cal utilitzar els dobles mutants per abolir
totalment la unié tant de GAMYB com de PBF a la regié proximal del promotor del gen vZ.
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A AACA GZM__RY2
oGZ: tggCAATCA|AARCAARTCCTCTC |TGTG TGCARAG ARMRCACGIGTGAGT|CAT|GO CGAGRggL

oGZPb*: CggCAATCAAACAAATCCTCTIC [TGTG TTACAAG ARACACG|GTGAGT|CAT|GC|CCAGAGI L
O0GZgACA: tLggCAATCA |GACAAGTCCTCIC [IGTG TGCARAG ARRCACG|GTGAGT|CAT|GC|CGAGAG L

OGZgACA-Pb*: tggCAATCA |GACAAGTCCTCTC |[TGTG TTACARAG AAACACG|GTGAGT|CAT|GC|CGAGAgTL

B Sonda = oGZ 0GZPb* 0GZgACA oGZgACA-Pb*
Proteina = GST MYB PBF - GST MYB PBF - GST MYB PBF - GST MYB PBF
i 2 3 4 5 6 7 8 i 2 3 4 5 6 7 8
1. " 2,

Sonda lliure =

Figura 59. Assaig de retard en gel amb GAMYB i PBF sobre la regiéo compresa entre -457 i -404
bp del promotor yZ. A. Oligos utilitzats en aquests assaigs de tipus EMSA, emmarcant les caixes
importants en I'expressié del gen de la y-zeina: AACA en verd, Pb3 en groc, GZM en vermell i RY2 en blau.
S’indiquen les mutacions realitzades en cada cas en vermell (gACA per a la caixa AACA, Pb* per a la caixa
Pb3 i gACA-Pb* per al doble mutant). B Assaig de retard en gel amb GST-GAMYB i GST-bdPBF recombinants
en el que es mostra com la mutacio successiva de les caixes AACA i Pb provoca la pérdua del retard causat
per GAMYB (MYB, carrils 3 i 7 de cada gel) i per bdPBF (PBF, carrils 4 i 8 de cada gel). La preséncia de GST
sola (carrils 2 i 6 de cada gel) no afecta la unié al DNA amb cap de les sondes utilitzades.

A la vista d’'aquests resultats podem concloure que la unié dels factors GAMYB i PBF a les
seves caixes depen de la presencia d’elements en cis intactes a les proximitats de les seves
caixes, suggerint una interaccié funcional entre els diferents elements que conformen la

regidé promotora proximal del gen yZ.
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2.6. Determinacio de la presencia de mGAMYB en extractes
proteics d’endosperma de blat de moro en desenvolupament

Ates que I'expressio de yZ esta altament regulada durant el desenvolupament del gra de blat
de moro (Larkins i col.,, 1984; Kodrzycki i col.,, 1989), es va considerar oportli obtenir
anticossos que permetessin detectar la presencia dels factors PBF i GAMYB tant sobre
extractes de blat de moro (immunodeteccié per Western-blof) com in situ sobre talls de
grans de blat de moro en desenvolupament (immunohistoquimica). Paral*lelament, es va
analitzar el patré de proteines presents en extractes proteics de blat de moro en
desenvolupament i es va avaluar la presencia de GAMYB en aquests extractes.

2.6.1. Perfils de proteines presents en extractes proteics de blat de moro

Per determinar la preséncia del nou factor GAMYB en grans de blat de moro en
desenvolupament, es van realitzar 2 tipus d’extractes totals (tal i com es descriu a l'apartat
5.3, Material i Métodes): extractes post-eliminacié de les zeines i extractes totals enriquits
en nuclis. La pre-extraccié permet carregar major quantitat de proteina i facilita la deteccié
dels factors de transcripcié analitzats.

Préviament a la deteccié dels diferents factors de transcripcid per Western-blot, es va
analitzar el perfil de zeines al llarg del desenvolupament de I'endosperma de blat de moro.
Donada la baixa concentracié a la que es troben els factors de transcripcié a la cél'lula, es
van ajustar les quantitats totals de proteina a carregar per poder immunodetectar GAMYB. El
perfil de proteines presents en els extractes totals lliures de zeines es va comparar amb el
que s'obtenia a partir dels extractes enriquits en nuclis per SDS-PAGE i posterior tincid amb
plata (figura 60).
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Figura 60. Patr6 de proteines d’endosperma al llarg del desenvolupament separades per SDS-
PAGE. A. Extractes enriquits en nuclis en els que és visible el patré d’acumulacié de zeines al llarg del
desenvolupament del gra. B. Extractes totals sobre grans sencers a 8 DAP (K8), endospermes (d) a 10, 12,
15, 18, 20 i 30 DAP i embrions a 15 DAP (el5). Les proteines es visualitzen per tinci6 amb plata i es
marquen amb asteriscs la y-zeina (27kDa) i les a-zeines (22 i 19 kDa), respectivament.
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En els extractes enriquits en nuclis és visible el patré d’acumulacié de zeines al llarg del
desenvolupament del gra, ja que el metode emprat per obtenir aquests extractes provoca
un enriquiment en nuclis, perd no elimina les proteines no nuclears. En canvi, en els
extractes totals als que previament s’ha eliminat les zeines es veu com la zona corresponent
a les zeines majoritaries (a-zeines i y-zeina) es troba buida.

Un cop establerta la quantitat apropiada de proteina d’endosperma de blat de moro que es
pot resoldre en gels SDS-PAGE segons el moment del desenvolupament del gra, es va passar
a detectar la preséncia del factor GAMYB en aquests extractes per Western-blot amb els
anticossos especifics corresponents.

2.6.2. Obtenciod d’'anticossos especifics contra mGAMYB

GAMYB és un factor de tipus Myb, que pertany a la superfamilia de MYBs R2R3 (Rabinowicz i
col., 1999), que presenten 2 repeticions (R2 i R3) del domini Myb. Aquests dominis
presenten una elevada homologia no només entre els diferents factors de transcripcié d’'una
mateixa espécie sind també entre especies diferents, tal i com s’ha comentat a la
introduccid. Aixo ens va fer plantejar I'obtencié d'anticossos especifics contra la regié més
variable de GAMYB, a fi d’evitar reaccions creuades amb altres MYBs de blat de moro. Aixi,
els anticossos es van produir contra el domini C-terminal de la proteina GAMYB, que
anomenem Ct-myb.

Per obtenir I'antigen es va sobreexpressar His-Ctmyb a £.co/i BL21-DE3, tal i com es descriu
a l'apartat 2.1 (material i metodes). A la figura 61 es mostra el patré de proteines presents
ens els extractes bacterians totals obtinguts abans (T,) i després (T¢) de la induccié de His-
Ctmyb amb IPTG. La proteina recombinant només s'expressa després d'induir durant 3 h
amb 1 mM d'IPTG (figura 61.B), queda retinguda majoritariament a la fraccio insoluble (P,
pellet) i migra per sota del marcador de pes molecular de 45 kDa, el que resulta compatible
amb el seu pes molecular calculat (40 kDa). Es pot veure com la fraccid soluble (S) conté
prou quantitat de proteina per ser purificada per columnes d‘afinitat de niquel forcant I'elucié
a 200 mM d'imidazole (figura 61.C). En el procés de purificacié apareixen dues bandes
majoritaries, que corresponen a la proteina de fusié sencera i a una versié truncada pel C-
terminal, ja que ambdues son reconegudes per l'anticos comercial oT7, que reconeix el
T7tag present a l'extrem N-terminal de la proteina de fusié (figura 61.D). En no poder
separar les dues bandes per cromatografia d’afinitat a niquel, la proteina aixi purificada es va
quantificar per comparacioé front un patré de BSA amb el gel tenyit amb Coomassie i es va
utilitzar directament en la immunitzacié (figura 61.E). El serum (amyb) que es va obtenir
dels conills inoculats amb His-Ctmyb es va titular per dot-blot. Aquest seérum, a una dilucié
1:2500 va ser capac de reconeixer 50 ng de proteina recombinant (figura 61.F).
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Figura 61. Produccié d’anticossos policlonals contra GAMYB de blat de moro. Sobreexpressio a
E.coli i titulacié del sérum o-myb. A. Representacié esquematica de la construccié pET28C-Ctmyb,
utilitzada en la sobreexpressid, on s'indiquen el tag d’hexa-Histidina (His tag) i I'epitop T7 tag, a N-terminal
de la proteina de fusi6. B. Patrd de proteines separades per SDS-PAGE (12,5% d‘acrilamida) revelat per
tinci6 amb plata dels extractes bacterians totals (S, fraccié soluble i P, fraccié insoluble) abans (T,) i després
(T¢) de la induccié de la proteina recombinant. Amb una punta de fletxa es marca la banda corresponent a
His-Ctmyb (pes teoric: 40 kDa). C. Elucié de la proteina recombinant His-Ctmyb purificada per columnes
d’afinitat de niquel (E) a 200 mM d'imidazole (SDS-PAGE al 12,5% d'acrilamida revelat per tincié amb plata).
Amb una punta de fletxa es marca la banda corresponent a His-Ctmyb. D. Comprovacié de la induccié i la
purificacid per Western-blot amb oT7, on s'observa com la proteina de fusid (marcada amb un asterisc)
comencga a eluir a 100 mM d'imidazole. E. Quantificacié de la proteina de fusié purificada per comparacié
front un patrdé de BSA i tinci6 amb blau de Coomassie. Amb un asterisc es marca la banda corresponent a
His-Ctmyb. F. Determinaci6 del titol del sérum de conill amyb per dot-blot amb spots que contenen 10, 50,
100 i 500 ng respectivament de His-Ctmyb incubat amb una dilucié 1:2500 del serum amyb.
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2.6.3. El patré d’acumulacio de mGAMYB coincideix espacialment amb
I'acumulacio de la y-zeina

L'especificitat del serum amyb es va testar per Western-blot en extractes d’endosperma i
embrid de blat de moro en desenvolupament. Aquest serum reconeixia 2 proteines, d’'uns 65
i 70 kDa respectivament, una de les quals (la de 70 kDa) era detectada de forma inespecifica
(figura 62.A). Aixi, es va decidir purificar el serum amyb per columnes d'afinitat a His-Ctmyb
(veure apartat 5.2, material i metodes) i aixd va permetre obtenir un anticos (apmyb) que
reconeixia una sola proteina d’aproximadament 65 kDa sobre els extractes proteics de blat
de moro (figura 62.C). Aquesta banda correspon a GAMYB, ja que s'ajusta al pes molecular
calculat per la proteina sencera (61 kDa) i es detecta especificament a endosperma de forma
lligada al seu desenvolupament. Aquestes caracteristiques concorden amb les de la proteina
codificada per ZmGAMYB, ja que 'mRNA per aquest gen comenca a ser detectable Northern-
blot a 8 DAP, presenta el seu maxima 15 DAP i declina progressivament des de 21 fins a 30
DAP. Tenint en compte el lleuger retard entre I'aparicié de transcrit i linici en I'acumulacio
del producte genic, els resultats de la immunodeteccid sén coherents amb el patrd
d'expressié del gen ZmGAMYB: la immunodetecid amb amyb permet detectar proteina a
endosperma a partir de 15 DAP, s‘observa el maxim d’acumulacié a 18 DAP i decau a partir
de 21 DAP. No detectem proteina als estadis inicials del desenvolupament de I'endosperma
(10-12 DAP), quan l'expressid per Northern-blot era encara baixa, ni tampoc a embrid en el
mateix moment del desenvolupament.
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Figura 62. Determinacio del patré d’acumulacié de GAMYB a blat de moro. Titulacié de I'anticos
o~-myb purificat. A. Determinacié de I'especifitat del serum de conill amyb per Western-blot en extractes
totals de gra sencer de 8 DAP (K8), endospermes (d) de 10, 12 15, 18, 21 i 30 DAP i embrions (e) de 15, 18,
21 i 30 DAP de blat de moro amb una dilucié 1:2000 del serum de conill. Amb una fletxa s'assenyala la
banda corresponent a GAMYB. B. Titulacié de I'anticos amyb purificat (apmyb) per dot-blot amb spots que
contenen 10, 50, 100 i 500 ng respectivament de His-Ctmyb incubat amb una dilucié 1:500 del sérum de
conill i les fraccions purificades o2 i a3 respectivament. C. Determinacio del patréd d’acumulacié de GAMYB
amb I'anticds purificat apmyb per Western-blot en extractes totals de gra sencer de 8 DAP (K8),
endospermes (d) de 10, 12 15, 18, 21 i 30 DAP i embrions (e) de 15, 18, 21 i 30 DAP de blat de moro amb
una dilucié 1:500 del serum de conill purificat per columnes d‘afinitat. Una fletxa assenyala la banda
corresponent a GAMYB.

Aquest patré d'acumulaci6 de mGAMYB mostra com l'expressié del gen ZmGAMYB esta
lligada al desenvolupament de I'endosperma a blat de moro, de forma similar a com ho esta
la de PBF. La preséncia de la proteina mGAMYB a endosperma concorda amb les dades
prévies obtingudes per Northern-blot i el pic de maxima acumulacié de GAMYB coincideix
amb l'inici de I'acumulacié de les zeines en aquest teixit.
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2.7. Immunolocalitzacio de GAMYB i PBF sobre grans de blat de
moro al llarg del desenvolupament

L'endosperma de blat de moro és un teixit heterogeni, format per diversos tipus cel*lulars i
per cél*lules en diferents graus de diferenciacié (veure introduccid), que evoluciona durant el
desenvolupament de la llavor. El desti final del teixit és la mort cel*lular programada, quan la
llavor arriba a la fase de maduracid. Entre 8 i 12 DAP I'endosperma augmenta
significativament de mida, en estar sotmés a un procés d'intensa divisid cel*lular entre els 6 i
10 DAP. Cap a 12 DAP l'activitat mitotica al centre de I'endosperma s'atura i es comenca a
establir un patrd radial d'edat cel*lular: aixi, les cel*lules més velles del teixit es troben al
centre, mentre que les més joves es troben a la periferia. D’aquesta manera, a mida que es
generen noves cel'lules a la periferia del gra, les cél'lules més velles son desplagades cap a
I'interior, formant el domini central, conegut també com domini ric en mido.

Resultats previs del nostre grup havien mostrat que l'activador transcripcional PBF es
localitzava de forma exclusiva a endosperma. La presencia de PBF comencava a ser
detectable a 10 DAP, amb una localitzacié dispersa per totes les céel.lules de I'endosperma.
Cap a 15 DAP, s‘observava un patré d’expressio radial, sent PBF més abundant a les cel-lules
de les capes superficials de I'endosperma (teixit transcripcionalment actiu) i menys abundant
a mida que ens endinsem cap a linterior del gra (el teixit va morint en omplir-se de
productes de reserva i esdevé, logicament, inactiu a nivell transcripcional). Paral‘lelament,
s’havia correlacionat el patrd d’expressié de PBF amb el patré d’acumulacié de y-zeina al llarg
del desenvolupament del gra de blat de moro tant en assaigs funcionals (Marzabal, 2002)
com per assaigs d'hibridacié /n situ de la y-zeina de 27 kDa (Woo i col., 2001). En conjunt,
totes aquestes dades reforgaven la relacié entre preséncia d'activador transcripcional (PBF) i
inici de l'acimul de producte genic (y-zeina). Era, doncs, especialment interessant
determinar la localitzacid del nou factor GAMYB sobre talls histologics d’endosperma
mitjangant técniques d'immunohistoquimica.

El gradient d’activitat transcripcional (de fora cap a dintre) de I'endosperma de blat de moro
es pot seguir analitzant el nombre de nuclis intactes que trobem al teixit per marcatge amb
DAPI. El DAPI és un colorant fluorescent que marca el DNA i permet visualitzar la integritat
dels nuclis en un cert teixit. A la figura 63 es mostren 3 talls transversals d’endosperma a
10, 15 i 20 DAP. A 10 DAP s’aprecia una gran densitat de nuclis, de mida gran i distribuits
per tot I'endosperma. Cap a 15 DAP, la densitat de nuclis aixi com la integritat dels mateixos
es va perdent a mida que I'endosperma madura. A 20 DAP es detecten ja molt pocs nuclis,
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poc definits (indicant una pobra integritat del DNA) i amb distribucié encara més restringida
cap als marges del teixit que a 15 DAP.

Figura 63. Densitat nuclear en seccions d’endosperma en desenvolupament per marcatge amb
DAPI. A i A’. Seccid transversal d'endosperma a 10 DAP, en la que s'aprecia una gran densitat de nuclis
(en blau). B i B’. Seccio transversal d’endosperma a 15 DAP, on es detecten menys nuclis i més petits que a
10 DAP. Cap a linterior del teixit els nuclis es fan més dispersos i augmenten de mida. C i C’. Seccid
transversal d’endosperma a 20 DAP, en la que es detecten molt pocs nuclis i amb distribucié encara més
restringida cap als marges del teixit que a 15 DAP. A les imatges de la dreta es mostren les ampliacions de
les regions emmarcades en les corresponents imatges de I'esquerra.

L'acimul de certs productes de reserva es pot visualitzar mitjancant una simple tincié amb
lugol, que posa de manifest la presencia de granuls de midé (figura 64).
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Figura 64. Tincio de granuls de mido sobre talls d’endosperma en desenvolupament amb lugol.
A. Secci6 transversal d’endosperma de 10 DAP on no s'observa preséncia de midd. B. Seccid transversal
d’endosperma de 15 DAP on comencen a ser visibles els agregats foscos de midd. S'evidencia el canvi de
morfologia del teixit, que passa a ser granulds, fruit de I'acimul de midd, lipids i proteines de reserva. C.
Secci6 transversal d’endosperma de 20 DAP on es pot apreciar com el centre del teixit acumula grans
quantitats de mido i va perdent I'estructura cel*lular.

Immunolocalitzacio sobre grans de blat de moro en desenvolupament

La immunolocalitzaci6 de GAMYB es va realitzar sobre talls de grans de blat de moro de 10,
15 20 DAP de 8 um, fixats amb aldehids i inclosos en parafina (veure apartat 5.4, material i
meétodes) amb I'anticos purificat apmyb. Paral*lelament es va immunodetectar la ja descrita
PBF amb I'anticos apPBF, sobre el mateix tipus de talls, per estudiar si GAMYB compartia el
seu patr6 d’acumulacio.

Ates que els experiments d'immunohistoquimica s’han realitzat utilitzant anticossos purificats
per columnes d'afinitat a I'antigen, la quantitat de proteines del serum és tan baixa que com
a control negatiu hem realitzat sistematicament incubacions amb Ianticos secundari
fluorescent, després de comprovar que els serums pre-immunes purificats de la mateixa
manera que els corresponents serums immunes generaven un senyal tant baix com el
provocat per I'anticos secundari sol (resultats no mostrats).

Els resultats de [lanalisi per microscopia de fluorescéncia dels experiments
d'immunohistoquimica per GAMYB amb apmyb sobre talls de 10, 15 i 20 DAP es van
comparar amb els resultats obtinguts per PBF amb opPBF (figura 65). Es mostren també les
imatges corresponents als controls. Per analitzar el patrd d’expressid dels factors estudiats a
20 DAP es va optar per disseccionar préviament el pericarp i la nucel'la per a minimitzar
I'autofluorescencia procedent d’aquests dos teixits.

A 10 DAP, resulta molt dificil apreciar marcatge especific a endosperma tant per GAMYB com
per PBF, degut, en part, a l'autofluorescencia del teixit (sobretot les parets cel-lulars del
pericarp i la nucel'ld) i a la baixa presencia d'ambdds factors en aquest moment del
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desenvolupament (segons els resultats previs d'expressid per Northern-blot i Western-blot

sobre grans de blat de moro en desenvolupament).

A partir de 15 DAP l'expressié de GAMYB i PBF es fa més aparent a I'endosperma i en tots
dos casos s‘observa un major acumul de proteina als nuclis (figures 65 i 66), el que

suggereix que siguin factors de transcripcio.

A 20 DAP, l'acumulacié d’ambdds factors és evident a les capes més superficials de
I'endosperma, pero I'expressid es perd a mida que ens endinsem en el teixit.

10 DAP 156 DAP 20 DAP

GAMYB

PBF

Figura 65. Deteccio immunohistoquimica de GAMYB i PBF sobre talls d’endosperma en
desenvolupament. A, A’ i A”. Control per a la immunodeteccié sobre seccions transversals d’endosperma
de 10, 15 i 20 DAP. B, B’ i B”. Immunodetecci6 de GAMYB amb apmyb sobre seccions transversals
d’endosperma de 10, 15 i 20 DAP. C, €’ i C”. Immunodetecci6 de PBF amb apPBF sobre seccions
transversals d’endosperma de 10, 15 i 20 DAP. Barra 200 um.
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A l'observar les seccions de grans de 15 DAP a major augment s’evidencia com la localitzacio
de PBF és preferentment nuclear mentre que GAMYB es localitza de forma similar a nucli i a
citoplasma (figura 66).

immunodeteccio

GAMYB

PBF

Figura 66. Localitzacio cel'lular de GAMYB i PBF sobre talls d’endosperma a 15 DAP per
immunodetecccié i marcatge amb DAPI. Control negatiu d'immunodeteccié (A) i marcatge amb DAPI
(A") de seccions transversals d’endosperma de 15 DAP. B. Immunodeteccié de GAMYB amb apmyb, on
s'observa la colocalitzacié de GAMYB amb el marcatge nuclear (fletxa blanca, marcatge amb DAPI, B"). C.
Immunodeteccié de PBF amb apPBF. S'observa la colocalitzacié de PBF amb el marcatge nuclear (fletxa
blanca, marcatge amb DAPI, C"). Barra 50 um.

Al observar les seccions de grans de 20 DAP a major augment s'evidencia I'acimul tant de
GAMYB com de PBF a les capes més superficials de I'endosperma. Aquest patré és
consequent amb el fet que, a mida que la llavor madura, I'endosperma transcripcionalment
actiu queda restringit als marges d'aquest teixit. De fet, la regié marginal de I'endosperma a
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20 DAP és I'Unica que presenta una densitat de nuclis encara important en aquest moment
del desenvolupament, com es pot observar al marcar amb DAPI (figura 67).

immunodeteccio

GAMYB

PBF

Figura 67. Localitzacié cel'lular de GAMYB i PBF sobre talls d’endosperma a 20 DAP per
immunodetecccié i marcatge amb DAPI. Control negatiu dimmunodeteccié (A) i marcatge amb DAPI
(A") de seccions transversals d’endosperma de 20 DAP. B. Immunodetecci6 de GAMYB amb apmyb.
S'observa la colocalitzaci6 de GAMYB amb el marcatge nuclear (fletxa blanca) i també es veu marcatge
intens a citoplasma. L'acumulaci6 de GAMYB es concentra majoritariament a les capes superficials de
I'endosperma, que és on encara queden nuclis actius (marcatge amb DAPI, B’). C. Immunodeteccié de PBF
amb opPBF. S'observa la colocalitzacid de PBF amb el marcatge nuclear (fletxa blanca) i I'acumulacid
concentrada principalment a les capes superficials de I'endosperma, on encara queden nuclis actius
(marcatge amb DAPI, C"). Barra 50 um.

Com una primera aproximacio per intentar determinar la localitzacié subcel-lular de GAMYB
es van analitzar els experiments d'immunodeteccié sobre talls de 20 DAP (on s’observa
major acumul de proteina) per microscopia confocal i va resultar, com era d’esperar, que
tant GAMYB com PBF s’acumulaven a citoplasma i a nucli perd de forma rellevant a nucli. La
presencia a nucli de PBF és, perd, més evident que la de GAMYB (figura 68).
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GAMYB

PBF

Figura 68. Localitzacio subcel'lular de GAMYB i PBF sobre talls d’endosperma a 20 DAP. Ai A'.
Immunodeteccié de GAMYB amb apmyb per microscopia confocal i transmissid, respectivament, sobre
seccions transversals d'endosperma de 20 DAP. S'observa la localitzaci6 de GAMYB tant a nucli (fletxa
blanca) com a citoplasma. B i B’. Immunodetecci6 de PBF amb opPBF per microscopia confocal i
transmissid, respectivament, sobre seccions transversals d’endosperma de 20 DAP. S‘observa la localitzacié
de PBF a nucli (fletxa blanca) i també a citoplasma. Barra 20 um.

Sobre les mateixes seccions transversals de grans a blat de moro a 15 i 20 DAP vam
analitzar també la presencia de GAMYB i PBF a embrid. Resultats anteriors del nostre grup
havien mostrat que PBF s'‘expressava de forma especifica a endosperma en
desenvolupament. Aixi, esperavem que GAMYB, com a possible regulador transcripcional
dels mateixos processos que PBF, presentés un patrd similar. A més, no haviem estat
capacos de detectar expressié de GAMYB a embrid ni per Northern-blot ni per Western-blot.
En analitzar els resultats per microscopia de fluorescencia, tampoc no vam ser capacos de
detectar ni GAMYB ni PBF a embrid ni a 15 (figura 69) ni a 20 DAP (figura 70).
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.
Figura 69. Immunolocalitzacié de GAMYB i PBF sobre talls d’embrié a 15 DAP. A. Control negatiu
d’'immunodeteccié sobre seccions transversals d’embrié de 15 DAP. B. Immunodetecci6 de GAMYB amb

opmyb, on no s'observa marcatge especific. C. Immunodetecci6 de PBF amb apPBF, on tampoc no
s'observa marcatge. D. Marcatge amb DAPI d’embrié a 15 DAP. Barra 500 um.

.
Figura 70. Immunolocalitzacié de GAMYB i PBF sobre talls d’embrié a 20 DAP. A. Control negatiu
d'immunodeteccié sobre seccions transversals d’embrié de 20 DAP. B. Immunodeteccié de GAMYB amb

opmyb, on no s‘observa marcatge especific. C. Immunodetecci6 de PBF amb apPBF, on tampoc no
s'observa marcatge especific. D. Marcatge amb DAPI d’embrié a 20 DAP. Barra 500 um.

Aquests resultats ens mostren que GAMYB es troba de forma restringida a endosperma en
desenvolupament. La seva presencia comenca a ser visible a 15 DAP i es manté a 20 DAP,
coincidint temporal i espacialment amb la de PBF. El patré d'acumulacié cel*lular d’'ambdds
factors no coincideix totalment, ja que GAMYB, tot i localitzar-se a nucli, s'acumula també a
citoplasma, mentre que PBF s’‘acumula preferentment a nuclis i molt lleugerament a
citoplasma. No hem estat capacos de detectar presencia ni de GAMYB ni de PBF a embrid.
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3. ZmFUSCA3, un nou factor B3 lligat al desenvolupament
del gra de blat de moro

3.1. Introduccio a FUSCA3

A la regié proximal del promotor de la y-zeina, trobem dos elements RY, un d’ells solapat
amb la caixa GZM i un altre a 23 pb a 3’ del primer, tal i com s’esquematitza a la figura 37
(pagina 85). Aquest element es troba ampliament distribuit en promotors de gens especifics
de llavor tant de dicotiledonies com de monocotiledonies (revisat per Wohlfarth (1998)). La
seva interaccid amb altres elements en cis és basica per aconseguir elevats nivells
d’expressiod i la seva deleccid aboleix I'activitat especifica del promotor.

Els factors candidats a unir-se als elements RY sén aquells que contenen dominis B3 en la
seva sequencia. Aquest domini va ser definit per primer cop com un domini basic conservat
entre els gens ortolegs VP1 (McCarty i col., 1991) de blat de moro i ABI3 (Giraudat i col.,
1992) d‘arabidopsis (veure introduccid, figura 20). Els gens ZmV/P1 i ABI3 s'expressen de
forma abundant durant I'embriogénesi i deixen d'expressar-se després de la germinacid
(McCarty i col., 1991; Parcy i col., 1994). Els factors mVP1 i ABI3 son reguladors de la fase
de maduracié de la llavor i actuen, a més, com a repressors d’una activacié prematura del
programa de germinacié (Hoecker i col., 1995). mVP1 dirigeix la sintesi d'antocians a través
del gen CI (Hattori i col., 1992) i és co-activador de I'expressié de gens regulats per ABA
implicats en la maduracié de la llavor (Vasil i col., 1995) i de I'acumulacié de proteines de
reserva a embrid de blat de moro (Kriz i col., 1990). El fenotip del mutants vpZ de blat de
moro és similar al dels mutants abi3, i donen lloc a llavors intolerants a dessecacio i
insensibles a ABA (McCarty i col., 1991). Estudis genetics amb nous mutants amb fenotips
similars als causats per la manca d’ABI3 a Arabidopsis thaliana han permés identificar nous
factors de transcripcié amb dominis B3 com FUSCA3 (Luerssen i col., 1998) i LEC2 (Stone i
col., 2001). Ambdds factors conten un domini B3 conservat, pero els hi manca la regié N-
terminal present en els gens ortolegs ABI3 i VP1.

3.1.1. Factors B3 a blat de moro

A blat de moro I'iinic factor de transcripcid de tipus B3 descrit fins al moment ha estat VP1.
S’ha descrit que VP1 actua sobre els promotors dels gens £m (que codifiquen per proteines
de tipus LEA) i CI (implicat en la biosintesi d’antocians) de blat de moro a través de 3 tipus
d’elements en cis: G-boxes (reconegudes per factors de tipus bZip i bHLH i de forma
dependent a ABA), I'element Sph (que conté motius RY) i seqliéncies riques en AT (de forma
indirecta). Encara que s’ha demostrat la unié del domini B3 de VP1 a motius tipus RY (Suzuki
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i col., 1997a), només s’ha pogut descriure la funcionalitat de la interaccié entre motius RY i
factors B3 a dicotiledonies, concretament en la regulacid de I'expressid de gens que
codifiquen per proteines de reserva especifics de llavor a través dels factors FUSCA3 i ABI3
(Wohlfarth i col., 1998; Reidt i col., 2000).

Donat doncs que podem considerar VP1 i ABI3 com a gens ortolegs, ens varem plantejar
que a blat de moro, aixi com a altres cereals, podrien existir altres factors B3 homolegs a
FUSCA3, que poguessin regular 'acumulacié de proteines de reserva al gra de cereals. Aixi,
ens varem proposar clonar el factor B3 de blat de moro homoleg a FUSCA3 i analitzar si era
capag d’unir-se als elements RY trobats en el promotor del gen yZ.

3.1.2. Analisi in silico dels gens FUSCA3 a monocotiledonies i
dicotiledonies

Com a pas previ al clonatge de FUSCA3 a blat de moro, vam realitzar una cerca a les bases
de dades per trobar les sequiéncies dels gens FUSCA3 descrites fins al moment. Aquesta
cerca va proporcionar nomeés una sequiéncia descrita per FUSCA3, que era la corresponent a
Arabidopsis thaliana. En buscar un possible homoleg de FUSCA3 d‘arabidopsis a arros va
apareixer un gen que putativament codificava per a I'homoleg a FUSCA3 en aquesta especie.
Paral-lelament i fruit d'una col'laboracié amb el grup del Dr. Jesus Vicente-Carbajosa
(Laboratorio de Bioquimica y Biologia Molecular, Departamento de Biotecnologia, ETS
Ingenieros Agrénomos, UPM, Madrid), disposavem de la seqiieéncia del cDNA del que podia
ser 'hnomoleg a FUSCA3 de blat de moro. Al realitzar la cerca a les bases de dades amb
aquesta sequiéncia, vam obtenir la sequéncia d'una EST (Expressed Sequence Tag)
coincident a blat de moro, indicant que efectivament, la seqliencia de que disposavem
corresponia a un gen transcripcionalment actiu a blat de moro. La llista de seqiiéncies
obtingudes, aixi com els corresponents nimeros d'accés al GeneBank i la referencia
corresponent (en els casos en que hagi estat publicat) es detallen a la taula segtent:

Taula V. Seqiiéncies pel gen FUSCA3 descrits a diferents espécies

Nom Espécie GeneBank Referéncia

FUSCA3

Jo02-150-E10 Oryza sativa AK109920 (Kikuchi i col., 2003)|
AtFUSCA3 Arabidopsis thaliana AF016265 (Luerssen i col., 1998)|
PCO069306 Zea mays AY107817 Unpublished maize mapping project
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3.2. Clonatge del gen ZmFUSCAZ3 de blat de moro

A partir de la seqliencia de la EST PCO069306 de blat de moro es va dissenyar la parella
d’encebadors amb la que es va abordar el clonatge de FUSCA3 de blat de moro. La
seqliencia sencera de la regid codificant per FUSCA3 es va obtenir per RT-PCR sobre RNA
total d'endosperma de 12 DAP, usant com a primers especifics la parella ofus for/ofus rev
(veure taula I, apartat 2.2, material i métodes). La RT-PCR va proporcionar una banda Unica
a 1100bp (figura 71), que corresponia a la mida calculada pel fragment amplificat per la
parella d'oligos ofus for/ofus rev sobre la seqiiencia teorica de FUSCA3 de la EST PCO060306
de blat de moro.

PM di5 e20 alel4 c-

Figura 71. RT-PCR pel gen ZmFUSCA3 sobre RNA total de blat de moro. La RT-PCR es va realitzar
amb els oligos ofus for i ofus rev sobre RNA total d’endosperma de 15 DAP, d’'embrié a 20 DAP i d'aleurona
a 14 DAP, proporcionant una banda intensa a 1100 bp a embri6 i bandes difoses a endosperma i aleurona
(marcades amb una fletxa).

Posteriorment, aquesta banda es va retallar, purificar i clonar en el vector pTZR-TA (Amp®,
Fermentas). La seqlieéncia completa del cDNA per ZmFUSCA3 es va obtenir per 3’ RACE. La
seqliencia nucleotidica completa per a ZmFUSCA3 aixi com la seqiiéncia aminoacidica
deduida es mostren a la taula VIII (apéndix, pagina 219).

El cDNA aillat pel gen ZmFUSCAS3 codificava per un marc obert de lectura que va donar lloc a
una proteina de 293 aminoacids i 32,5 kDa de pes molecular calculat. Aquesta proteina
contenia el domini B3 conservat dels factors de transcripcié de tipus B3. La seva seqiiencia
aminoacidica, aixi com la localitzacié del domini B3 es presenten a la figura 72.

1 MAGITKRRTS PASTSSSSGD VLPQRVTRKR RSARRGPRST ARRPSAPPPM

51 NELDLNTAAL DPDHYATGLR VLLQKELRNS DVSQLGRIVL PKKEAESYLP
101 ILMAKDGKSL CMHDLLNSQL WTFKYRYWFN NKSRMYVLEN TGDYVKAHDL
151 QQGDFIVIYK DDENNREVIG AKKAGDEQTA TVPQVHEHMH ISAALPAPQA
201 FHDYAGPVAA EAGMLAIVPQ GDEIFDGILN SLPEIPVANV RYSDFFDPFG
251 DSMDMANPLS SSNNPSVNLA THFHDERIGS CSFPYPKSGP QM

Figura 72. Seqiiéncia aminoacidica deduida pel factor FUSCA3 de blat de moro. En blau s'indica la
sequiéncia corresponent al domini B3.
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Posteriorment, vam alinear la seqliéncia aminoacidica de ZmFUSCA3 amb la seqliéncia de
FUSCA3 descrita per arabidopsis i la seqiiencia aminoacidica deduida a partir del gen putatiu
FUSCA3 darros. L'alineament resultant mostra una elevada identitat de seqiiencia a nivell del
domini B3 entre elles (figura 73), pero fora d’aquest domini la identitat de les proteines
deduides de blat de moro i arros respecte la proteina d'arabidopsis és limitada (27%). La
identitat entre FUSCA3 de blat de moro i arros és, en canvi, molt elevada a nivell de proteina
sencera (63%).

* 20 * 40 * 60 * 80
At-FUS3 : mvdenvetkastly S g v v . haq ] sEfnllsfppp ppfshvptpiiparkidpr : 85
Zm-FUS3 : ———————————— V| S arhagie T —fae—lels nefidlntaalid] vat— : 67
O0s-FUS3 : ————————————~ g ] g q4-|gglgCicigraEts|l iae—akigrigs s ———————————— hta- : 62

6Ag6t krr ssaStssssGd a V 1lp gVtrK4Rs

R pRs as rp saPpPm

At-FUS3 : : 173
Zm-FUS3 : : 155
Os-FUS3 : : 151
At-FUS3 : |Ehi\a¥cie nigly v ginfle : 205
Zm-FUS3 : ARy e nBfvi ¢ VPV BEds\cly EXeio v aElcEYemilaflvoleidc Bl fdgilnslpeipvaniiieer]
Os-FUS3 : [ i £ gdq vpg v i i flgiglgv 1sig pquﬂs iivplstldeilatsi fdgilns lpeipvan et
L i a dy p a a vp de ifdgilnslpeipvan

* 280 * 300 * 320 * 340 *
At-FUS3 : ————————— e ddvytnltrientvvndlllgdfnhhnnnnnnnsns : 241
Zm-FUS3 : paiEleidiieistiglelsuleinEsiolls s snisipEfvnilatisifhielefai scsfpypksgpqi ———————————————————————————————————— : 292
0s-FUS3 : paiflekieishidlogulelutlslt linanajlaiiasii--jgvtildigsighs] igngigeehyl———--——---———-—-————————————————————— : 289
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Os-FUS3 : ————————- e - - - : -

Figura 73. Alineament de seqiiéncies de les proteines FUSCA3 d’arabidopsis, blat de moro i arros.
Es mostra I'alineament de les seqiiéncies aminoacidiques pel factors FUSCA3 de blat de moro (ZmFUS3), el
putatiu factor d’arros (OsFUS3) i el factor FUSCA3 d'arabidopsis (AtFUS3). S'emmarca en blau el domini B3
conservat en aquest tipus de factors de transcripcid. L'alineament s’ha generat amb el programa GeneDoc.

A partir de la seqliencia del cDNA de ZmFUSCA3, es van realitzar diferents construccions per
a la sobreexpressido a E.coli (per a l'obtencié d’anticossos especifics i per a la realitzacié
d'assaigs d'interaccid amb el DNA /n vitro (EMSA)), aixi com per a la realitzacié d'assaigs
funcionals.
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3.3. Patro d’expressi6 del gen 2ZmFUSCA3 durant el
desenvolupament de la llavor

L'expressidé de ZmFUSCA3 es va determinar per Northern-blot en diferents teixits de blat de
moro i a diferents moments dels desenvolupament. La hibridacié es va realitzar amb una
sonda de 514 bp obtinguda per restricci6 amb Sacl sobre la construccid pCRII-3’ end fus
(veure figura 33, material i métodes). El fragment escollit com a sonda comprenia part de
I'extrem C-terminal i la regi6é 3’ no traduida del gen FUSCA3 de blat de moro.

Vam comparar el patré d’expressio de ZmFUSCA3 amb els patrons ja coneguts de PBF i del
gen de la y-Zeina, sobre els mateixos teixits i en el mateix moment del desenvolupament,
per hibridacié subsegiient de les membranes utilitzades en I'analisi de I'expressié del gen
ZmGAMYB (veure figura 50). Com a control de carrega es van realitzar hibridacions amb
una sonda de 1.200 bp corresponent a la subunitat 18S de I'RNA ribosomal de blat,
obtinguda per restriccid6 BamHI-HindIII sobre la construccié pW18S1.2 (Gerlach i Bedbrook,
1979).

ZmFUSCA3 s'expressa majoritariament a embrié de blat de moro durant
el desenvolupament de la llavor

L'analisi per Northern-blot va indicar que ZmFUSCA3 s'expressa lleugerament a I'endosperma
de blat de moro, de forma aparentment lligada al desenvolupament de la llavor, pero
I'expressid és majoritaria @ embrid durant el desenvolupament. No es detecta expressié a
plantula ni a arrel (figura 74).

La preseéncia de transcrit pel gen ZmFUSCA3 a embrid es detecta per Northern-blot en tots
els estadis del desenvolupament analitzats, amb un pic maxim de maxima expressié a 18
DAP i una rapida davallada a partir de 21 DAP. A endosperma, l'expressié de ZmFUSCA3
comenca a ser detectable per Northern-blot a partir de 12 DAP, arriba al seu pic maxim a 15
DAP i davalla rapidament a 18 DAP, deixant de ser detectable més enlla de 21 DAP. Aquest
patrd coincideix només parcialment amb el de PBF, que s'expressa de forma restringida a
endosperma i de forma coordinada amb el desenvolupament d’aquest teixit (com es descriu
a la figura 50). El patré d'expressié de ZmFUSCA3, tot i no estar en contradiccid amb el
patro d'expressid del gen de la y-zeina, no permet establir un paral‘lelisme entre I'expressio
del factor de transcripcid i el producte génic.

La marcada diferéncia en el nivell d’expressié de ZmFUSCA3 a endosperma i a embrid ens fa
pensar que potser la presencia de transcrit a endosperma sigui fruit d’'una contaminacié de
I'endosperma amb teixits procedent d’altres parts de la llavor (embrid o aleurona).
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Figura 74. Analisi del patro d’expressio del gen ZmFUSCA3 a blat de moro per Northern-blot
Patré d'expressié de ZmFUSCA3 sobre diferents teixits: plantula (plant) de 7 dies i arrel de 7 dies i sobre gra
de blat de moro en desenvolupament (8 a 30 DAP): gra sencer (ker), endospermes i embrions. Com a
control de carrega es mostra la hibridacié amb sonda per la subunitat 18S de I'RNA ribosomal.

En analitzar els resultats normalitzats respecte la subunitat 18S de I'RNA ribosomal, s‘aprecia
un perfil d'expressié coincident dels factors FUSCA3 i PBF (figura 75.B) i lligat al
desenvolupament de I'endosperma de blat de moro. S'observa, a més, com el gen yZ
presenta un patré d'expressid al llarg del desenvolupament, decalat respecte el dels seus
possibles reguladors (figura 75.B). S'evidencia, pero, que la expressié de ZmFUSCA3 és molt
debil a endosperma i, en canvi, molt elevada a embrid (figura 75.C). Es pot observar a més
com els nivells d’expressid a I'embrié estan lligats a I'estadi de desenvolupament.
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Figura 75. Nivells d'expressio génica relatius de FUSCA3, PBF i y-zeina respecte 18S rRNA.
Nivells d’expressid del transcrit per ZmFUSCA3 (A) normalitzats respecte la subunitat 18S de I'RNA ribosomal
a endosperma (d) i a embrid (e) de blat de moro en desenvolupament (8 a 30 DAP). En B es mostra la
superposicio dels nivells de transcrit pels gens ZmFUSCA3, ZmPBF i yZ, segons els resultats mostrats a la
figura 51.

El fet de que FUSCA3 s’expressi de forma tant lleugera a endosperma suggereix que els gens
diana d‘aquest factor no siguin els gens de proteines de reserva d’endosperma.
Probablement, actui més aviat com a regulador de gens relacionats amb l'acumulacié de
productes de reserva a I'embrid.
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3.4. Estudi de la capacitat d’activaci6 de ZmFUSCA3 sobre el
promotor yZ

Assaigs funcionals per transformacioé d’endospermes de blat de moro

Els resultats obtinguts fins al moment indicaven que ZmFUSCA3 probablement no estava
implicat en la regulacié de I'expressio de y-Zeina. Tot i aixi, voliem demostrar-ho amb assaigs
funcionals. Aixi, vam realitzar assaigs d‘activitat per transformacidé transitoria sobre
endospermes de blat de moro amb ZmFUSCA3.

ZmFUSCA3 no és capag de trans-activar el promotor yZ

Vam generar una construccié que contenia el gen ZmFUSCA3 en un casset d'expressid
format pel promotor constitutiu 35S, el primer intré de I’Adhl i el terminador nos 3’ (figura
76.A). Aixi, vam realitzar experiments de co-transformacié d’endospermes joves de blat
de moro (12-15 DAP) utilitzant la construccié 527yZp:GUS i com a efectors, els factors
mPBF i ZmFUSCA3. Com a control de transformacié vam utilitzar el gen Luc sota control
del promotor constitutiu 35S.

Donat que ZmFUSCAS3 s'expressa debilment a endosperma, esperavem que ZmFUSCA3 fos
un feble regulador del gen yZ; és per aix0 que vam provar la capacitat d‘activacio de
ZmFUSCA3 a la quantitat maxima establerta previament (2ug/experiment). Com a control
dels nivells d’activacid assolits vam realitzar co-transformacié amb mPBF també a quantitat
fixa (2 ug/experiment).

En referencia a l'activitat basal del promotor yZ (representada pels valors relatius
d’expressié GUS/LUC, quantificats per fluorimetria i luminometria) vam analitzar I'activitat
del promotor yZ en preséncia de ZmFUSCA3 i mPBF. Els resultats obtinguts indicaven que
ZmFUSCA3 no era capa¢ d‘activar l'expressid del promotor yZ, mentre que PBF es
comportava com a activador transcripcional (figura 76.B).
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Figura 76. Capacitat d’activaci6 de FUSCA3 de blat de moro sobre el promotor yZ en
experiments de co-transformacio sobre endospermes de blat de moro de 12-15 DAP. A. Esquema
de les construccions utilitzades en els experiments de co-bombardeig, amb els diferents efectors (formant un
casset d’expressié amb el promotor constitutiu 35S, el primer intr6 de I'AdhI i el terminador nos) sobre la
construccié 527yZp:GUS i la construccié amb el gen LUC usada com a control de transformacio (en un casset
d’expressié amb el promotor 35S, el primer intré del gen Shrunken i el terminador nos). B. Resultats
obtinguts en els experiments de co-bombardeig expressats com a relacié GUS/LUC. Al nivell basal
d’expressié del promotor yZ (sense efectors) se li ha assignat valor 1 (linia vermella). FUSCA3 no és capag
d’activar I'expressié del promotor yZ, mentre que PBF es comporta com activador, augmentant I'expressid

del promotor yZ entre 3 i 4 cops.

144




Resultats

3.5. Interacciéo de ZmFUSCA3 amb motius de tipus RY

Assaigs de retard en gel (EMSA)

Tot i que ZMmFUSCA3 no era capag d’activar el promotor yZ, voliem determinar si aquest
factor era capac d'unir-se al motiu RY present a la regié proximal del promotor del gen de la
v-Zeina. Aquesta unid, si existis, tindria una limitada rellevancia funcional pel promotor yZ,
perd ens permetria establir si FUSCA3 podia regular altres gens de blat de moro amb motius
RY. Amb aquest objectiu, es va testar la capacitat d'interacci6 de ZmFUSCA3 amb
oligonucleotids que contenien la caixa RY.

3.5.1. Obtencio del factor ZmFUSCA3 recombinant per a la realitzacio dels
assaigs de tipus EMSA

Per a la realitzacié dels assaigs tipus EMSA es va obtenir el factor ZmFUSCA3 recombinant a
E.coli, tal i com es descriu a I'apartat 2.2 (material i metodes).

Es van generar les construccions segtients: ZmFUSCA3 fusionat a un His-tag i un T7 tag en
N-terminal de la proteina i també en fusié a GST en N-terminal, tal i com s'esquematitza a la
figura 77.A.

La sobreexpressid de la proteina His-FUSCA3 a £.coli va proporcionar quantitats elevades de
proteina recombinant purificada, tal i com es mostra a la figura 77.B. En canvi, en realitzar
assaigs d'unié /in vitro de tipus EMSA amb aquesta proteina recombinant no es va observar
cap banda retardada (resultats no mostrats).

La sobreexpressido de la proteina recombinant GST-FUSCA3 a FE.coli i la seva posterior
purificacié va proporcionar quantitats suficients de proteina recombinant purificada (veure
figura 77.C.). La realitzacié d'assaigs d'uni6 /in vitro de tipus EMSA amb aquesta proteina
recombinant si que va generar bandes retardades, indicant que s’uneix al DNA /n vitro.

145



Resultats

A | H TTesN | pET28a-FUS3
His T7 T7
Tag Tag ter
gsto o I B pGEX4T3-FUS3
B Ty Tf C T, Tf
P S P S E100E200 E1000 S P ’S P El E2 E3
66 7 - =
45=| o == =t a b
- = <+ ¥ = s
36 =l = @ 36 - -
S = LA A 2 -
~ N -
29 = = = 29 =
24 = 24 =
20 - |/ 20 =

Figura 77. Expressio de ZmFUSCA3 a E.cofi. A. Representacié esquematica de les construccions
utilitzades en la expressio: pET28a-FUS3, en la que s'indica I'His-tag i el T7 tag, en N-terminal de la proteina
de fusio; i pGEX4T3-FUS3, en la que s'indica la fusid a GST en N-terminal de la proteina de fusid. B. Patrd de
proteines separades per SDS-PAGE (12,5% d'acrilamida) revelat per tinci6 amb plata dels extractes
bacterians totals (S, fraccié soluble i P, fraccio insoluble) abans (T,) i després (T;) d’induir I'expressio de la
proteina His-FUSCA3. Proteina purificada per columnes d’afinitat de niquel (eluits (E) a 100, 200 i 1000 mM
d’imidazole). La punta de fletxa marca la banda corresponent a His-FUSCA3, per sota del marcador de pes
molecular de 36 KDa (pes teoric: 35 kDa). C. Patré de proteines separades per SDS-PAGE (12,5%
d’acrilamida) revelat per tincid amb plata dels extractes bacterians totals (S, fraccid soluble i P, fraccid
insoluble) abans (T,) i després (T¢) d'induir I'expressié de la proteina GST-FUSCA3. Proteina purificada per
columnes d’afinitat de glutatié (eluits (E) a 10 mM de glutatié). La punta de fletxa marca la banda
corresponent a GST-FUSCA3, per sota del marcador de pes molecular de 66 KDa (pes teoric: 60 kDa).

3.5.2. ZmFUSCAS3 interacciona amb seqiiéncies de tipus RY

Per estudiar la interaccid de ZmFUSCA3 amb la caixa RY es van realitzar assaigs d'interaccié
entre la proteina GST-FUSCA3 purificada i un oligonucleotid de doble cadena que contenia el
motiu RY present a la regié proximal del promotor yZ (RY) o una versié mutada del mateix
(RY*), com es mostra a la figura 78.A. Es va triar una mutacié que trencava totalment el
consens CATG (a GTAC) ja que estudi previs d'interaccié de AtFUSCA3 amb caixes RY de
diferents promotors de gens especifics de llavor havien mostrat uni6 del factor d‘arabidopsis
a motius amb una o dues mutacions puntuals (Monke i col., 2004).

En realitzar I'assaig, es va observar que GST-FUSCA3 interaccionava tant amb el motiu RY
com amb la corresponent versié mutada, generant dues bandes de retard, la més intensa de
les quals era la de major mobilitat electroforetica (figura 78.B). Es va comprovar que la
incubacié de GST sola amb els oligos RY i RY* no causava l'aparicié de bandes retardades.

146



Resultats

Per determinar |'especificitat de la interaccié de ZmFUSCA3 amb el motiu RY vam realitzar
assaigs de supershift amb la proteina de fusid6 GST-FUSCA3 i un anticos especific contra
FUSCA3 (veure obtencié de l'anticos a I'apartat 3.6.2., figura 81). L'anticos afus provoca
I'aparicié d'un nou complex DNA-proteina de menor mobilitat electroforética, indicant que
probablement es tracta d'un complex format per ZmFUSCA3 i el seu anticos amb el DNA
(figura 78.B). La formacio d'aquest complex (fletxa vermella), pero, no fa que desapareguin
les bandes causades per la interaccié entre ZmFUSCA3 i el DNA (fletxa negra).

A RY
oRY : tggACGGIGAGT|CATGC|CGAGATCggt
oRY*: tggACGGTGAGT|GTACC|CGAGATCggt

B Sonda = RY RY*
Proteina = - GST  FUSCA3 - GST FUSCA3
Anticos = ~ » = PLIM = = = BL M
1 2 3 4 5 &6 7 8 9 10
. Lo .‘
<+
> ’ e - e

Sonda lliure =

Figura 78. Assaig de retard en gel de FUSCA3 sobre la caixa RY i supershift per afus. A. Oligos
utilitzats en aquests assaigs de tipus EMSA. B. Assaig de retard en gel en el que s'aprecia la unié de GST-
FUSCA3 a la caixa RY (carril 3, fletxa negra) i també a la caixa mutada (carril 8). GST sola no causa retard
(carrils 2 i 7). Assaig de supershift amb el serum ofus (IM, carrils 5 i 10) i el corresponent pre-immune (PI,
carrils 4 i 9), en el que s'observa com només el serum immune fa aparéixer una banda retardada addicional
(fletxa vermella).

Per establir millor I'especificitat de la interaccié de FUSCA3 amb la caixa RY es van realitzar
assaigs de competicid6 amb un oligo RY sense marcar, la corresponent versié mutada (RY*)
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(veure figura 79.A) i un competidor inespecific (pBS linealitzat), tots ells en quantitats 25
cops superiors a la quantitat d’'oligo marcat utilitzada en l'assaig. En utilitzar quantitats de
competidor 50 cops superiors a la quantitat d’oligo marcat utilitzada en I'assaig, la interaccié
de ZmFUSCA3 amb l'oligo marcat s'aboleix totalment en tots els casos (resultats no
mostrats). Es va observar que el millor competidor era l'oligo RY fred, mentre la versid
mutada era capac de competir la uniéd a nivells similars al competidor inespecific (figura
79.B).

A RY
oRY : tggACGGTGAGT|CATGC|CGAGATCggt
oRY*: tggACGGTGAGT|GTACC|CGAGATCggtL
B Sonda = RY RY*
Proteina = - FUSCA3 - FUSCA3
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sonda lliure =

Figura 79. Assaig de competicio de les sondes RY i RY* per la unié de FUSCA3 a la seva caixa. A.
Oligos utilitzat en aquests assaigs de tipus EMSA. B. Assaig de retard en gel en el que s'aprecia la unié de
GST-FUSCA3 a la caixa RY (carril 2) i també a la caixa mutada (carril 7). S'observa com el millor competidor
és la sonda freda RY (carrils 3 i 9) i que la versié mutada RY* (carrils 4 i 8) és un competidor tan débil com
un DNA inespecific (carrils 5 i 10).

Aquests resultats ens indiquen que ZmFUSCA3 és capac d’unir-se a la caixa RY present /in
vitro. Tanmateix, en les condicions assajades, també detectem unidé a la caixa mutada,
indicant que els limits d'especificitat d'aquesta interaccié son estrets.
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3.6. ZMFUSCA3 en extractes proteics d’endosperma i embrio de
blat de moro en desenvolupament

Els resultats obtinguts per ZmFUSCAZ3 fins al moment ens indicaven una baixa expressio del
factor a endosperma de blat de moro i una preséncia significativa a embrid. Per aquest motiu
i a fi de caracteritzar millor el patré d’expressié de la proteina durant el desenvolupament de
la llavor, es va considerar oportl obtenir anticossos contra aquesta proteina que ens
permetessin detectar-la tant en extractes de blat de moro (immunodeteccid per Western-
blot) com sobre talls de grans de blat de moro en desenvolupament (immunohistoquimica).
Paral'lelament, es va analitzar el patré de proteines presents en extractes proteics de blat de
moro en desenvolupament i es va avaluar la presencia del factor FUSCA3 sobre aquests
mateixos extractes.

3.6.1. Perfil de proteines presents en extractes proteics de blat de moro

Per determinar la preséncia del nou factor ZmFUSCA3 es van realitzar extractes proteics
totals enriquits en nuclis de gra de blat de moro en desenvolupament (tal i com es descriu a
I'apartat 5.3 de Material i Metodes). Les dades preliminars de que disposavem pels factors
GAMYB i PBF ens indicaven que aquest tipus d’extracte era el que millor permetia detectar la
presencia de factors de transcripcid (veure resultats, apartat 2.6) Préviament a la
immunodetecci6 de FUSCA3 per Western-blot es va analitzar el perfil de proteines
d’endosperma, embrid i aleurona al llarg del desenvolupament del gra de blat de moro. De
forma similar a com haviem fet per GAMYB, es van ajustar les quantitats de proteina a
carregar per a realitzar la immunodeteccié de FUSCA3. El perfil de proteines presents en els
extractes totals enriquits en nuclis separades per SDS-PAGE i posterior tincid amb plata es
mostra a la figura 80. En aquests extractes enriquits en nuclis és visible el patro
d’acumulacié de zeines al llarg del desenvolupament de I'endosperma, ja que el metode
emprat per obtenir aquests extractes provoca un enriquiment en nuclis, perd no elimina les
proteines no nuclears.
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Figura 80. Patro de proteines d’endosperma, embrio i aleurona separades per SDS-PAGE.
Extractes totals enriquits en nuclis sobre grans sencers a 8 DAP (K8), endospermes (d) a 10, 12, 15, 18, 20 i
30 DAP i embrions (e) a 15, 18, 20 i 30 DAP i aleurona a 12 DAP (al 12). Les proteines es visualitzen per
tincié amb plata.

Un cop establerta la quantitat apropiada de proteina dels diferents teixits del gra de blat de
moro que es pot resoldre en gels SDS-PAGE segons el moment del desenvolupament de la
llavor, es va passar a detectar la preséncia del factor FUSCA3 sobre aquests extractes per
Western-blot amb anticossos especifics.

3.6.2. Obtencid d’'anticossos especifics contra ZmFUSCA3

FUSCA3 és un dels representants més petits de la familia de factors de transcripcié que
contenen dominis B3. Aquest fet unit a la baixa similitud a nivell de proteina sencera amb
altres factors de transcripcid d’aquesta familia van fer que ens decidissim a obtenir
anticossos contra la proteina sencera.

Per obtenir I'antigen, es va expressar His-FUSCA3 a £.coli BL21-DE3, tal i com es descriu a
I'apartat 2.1 (material i métodes). A la figura 81 es mostra el patré de proteines presents
ens els extractes bacterians totals obtinguts abans (T,) i després (T;) d'induir I'expressid de
His-FUSCA3. La proteina recombinant migra a 37 kDa, coincidint amb el seu pes molecular
tedric (36,5 kDa). His-FUSCA3 només s'expressa després d’induir durant 3 h amb 1 mM
d'IPTG (figura 81.B) i queda parcialment retinguda a la fraccid insoluble (P, pellet). La
fraccid soluble (S) conté prou quantitat de proteina per ser purificada per columnes d‘afinitat
de niquel forcant I'elucié a 200 mM d'imidazole (figura 81.C). En el procés de purificacid
apareix una banda majoritaria, que correspon a la proteina de fusid sencera, i algunes
bandes de menor mobilitat electroforética. Aquestes Ultimes correspondrien a degradacions
de la proteina de fusié pel C-terminal o bé a cadenes inacabades, ja que son reconegudes
per l'anticos comercial oT7, que reconeix el T7 tag N-terminal de la proteina de fusi6 (figura
81.D). Les diverses bandes no es van poder separar per cromatografia d’afinitat a niquel, ja
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que tant la proteina sencera com les versions truncades en el C-terminal contenen |'His-tag.
La proteina purificada es va quantificar per comparacié front un patré de BSA amb el gel
tenyit amb blau de Coomassie i es va utilitzar directament en la immunitzacié (figura 81.E).
El serum (ofus) que es va obtenir dels conills inoculats amb His-FUSCA3 es va titular per dot-
blot i va ser capag de reconeixer 10 ng de proteina recombinant a dilucié 1:2500 (figura
81.F).

A [H T3l | pET28a-FUSCA3
His T7 T7
Tag Tag ter
T, Tf
B P S P S C El E2 E3 E4
66 = 66 7
45 = - 45 =
¥-|g B¢ 367 !gg, <«
" - ==
- 29
%- 241
20- 207
D Eluits
80 100, 100, 200, 200, 200, 200,1000,1000,
45 = e
7 'm"""'——-—
= L
%2 : - T — e
E His- ug BSA/banda F His FUSCA3
FUS3 0.25 05 1 25 5 500 ng 50 ng 100 ng 10 ng
66 = — - -‘
o
45 - L ¢ 1
36 = | Wk

Figura 81. Produccié d'anticossos policlonals contra ZmFUSCA3. Expressio a E.coli. A. Esquema
de la construccié pET28A-FUSCA3, on s'indiquen I'His-tag i el 77 tag, a N-terminal de la proteina de fusio. B.
Patrd de proteines separades per SDS-PAGE (12,5% d'acrilamida) revelat per tincid amb plata dels extractes
bacterians totals (S, fraccid soluble i P, fraccié insoluble) abans (T,) i després (T;) de la induccié de la
proteina recombinant. Amb una punta de fletxa es marca la banda corresponent a His-FUSCA3 (pes teoric:
36,5 kDa). C. Elucid de la proteina recombinant His-FUSCA3 purificada per columnes d'afinitat de niquel (E)
a 200 mM d'imidazole (SDS-PAGE al 12,5% d'acrilamida revelat per tincid amb plata). Amb una punta de
fletxa es marca la banda corresponent a His-FUSCA3. D. Comprovacié de la induccid i la purificacid per
Western-blot amb «T7, on s'observa com la proteina de fusié comenca a eluir a 80 mM d'imidazole i s'obté
pura a 200 mM d'imidazole. E. Quantificacio de la proteina de fusié purificada per comparacié front un patré
de BSA i tincié amb blau de Coomassie. Amb un asterisc es marca la banda corresponent a His-FUSCA3. F.
Determinacié del titol del serum de conill ofus per dot-blot amb spots que contenen 10, 50, 100 i 500 ng
respectivament de His-FUSCA3 incubat amb una dilucié 1:2500 del serum ofus.
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3.6.3. El patré d’acumulacio de ZmFUSCA3 no coincideix espacialment amb
I'expressio de proteines de reserva de I'endosperma

Es va testar I'especificitat del serum ofus per Western-blot sobre extractes d’endosperma i
embrid de blat de moro en desenvolupament. Aquest sérum reconeixia dues proteines a
embrid (una a 45 kDa i l'altra a 36 kDa) i només una a endosperma (de 45 kDa), pero
aquesta Ultima semblava inespecifica (figura 82.A). Aixi, es va decidir purificar el serum afus
per columnes d‘afinitat a His-FUSCA3 (apartat 5.2, material i metodes) i aix0 va permetre
obtenir un anticos (apfus) que reconeixia una sola proteina d'aproximadament 36 kDa en els
extractes proteics d’embrid de blat de moro, perd que no era capa¢ de reconeixer cap
proteina en els extractes proteics d'endosperma (figura 82.C).

K8 d10 d12 d15 d18 d21 d30 el5 e18 e21 e30
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29 = 500 ng 100ng 50ng 10 ng
24=
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Figura 82. Determinacio del patré d’acumulaci6 de ZmFUSCA3 a blat de moro. Titulacié de
I'anticos a-fus purificat. A. Determinacié de l'especifitat del serum de conill ofus per Western-blot en
extractes totals de gra sencer de 8 DAP (K8), endospermes (d) de 10, 12 15, 18, 21 i 30 DAP i embrions (€)
de 15, 18, 21 i 30 DAP de blat de moro amb una dilucié 1:2000 del serum de conill. Amb una punta de fletxa
s’assenyala la banda corresponent a FUSCA3. B. Titulacié de I'anticos afus purificat (apfus) per dot-blot amb
spots que contenen 10, 50, 100 i 500 ng respectivament de His-FUSCA3 incubat amb una dilucié 1:500 del
serum de conill i de les fraccions purificades o2 i a3 respectivament. C. Determinacié del patrd d’acumulacié
de FUSCA3 amb l'anticos purificat apfus per Western-blot sobre extractes totals de gra sencer de 8 DAP
(K8), endospermes (d) de 10, 12 15, 18, 21 i 30 DAP i embrions (e) de 15, 18, 21 i 30 DAP de blat de moro
amb una dilucié 1:500 del serum de conill purificat per columnes d’afinitat. Una punta de fletxa assenyala la
banda corresponent a FUSCA3.

Aquests resultats suggereixen que ZmFUSCA3 és un factor de transcripcid basicament
d’embrid i no pas d’endosperma.
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3.7. Immunolocalitzacié de ZmFUSCA3 en grans de blat de moro
al llarg del desenvolupament

La immunolocalitzacié de FUSCA3 es va realitzar sobre talls grans de blat de moro de 10, 15
i 20 DAP de 8 um, fixats amb aldehids i inclosos en parafina (veure apartat 5.4, material i
métodes) amb I'anticos opfus.

De forma similar a com s’ha comentat per a les immunodeteccions de GAMYB, hem realitzat
sistematicament incubacions amb I'anticos secundari fluorescent com a control negatiu, ja
que aquests experiments d'immunocitoquimica s’han realitzat també utilitzant anticossos
purificats per columnes d‘afinitat a I'antigen, després de comprovar que els sérums pre-
immunes purificats de la mateixa manera que els corresponents serums immunes generaven
un senyal tant baix com el provocat per I'anticos secundari sol (resultats no mostrats).

Els resultats de lanalisi per microscopia de fluorescéncia dels experiments
d’'immunohistoquimica per FUSCA3 amb opfus sobre talls de 10, 15 i 20 DAP es mostren a la
figura 83, comparats amb els corresponents controls. Com ja haviem observat en GAMYB,
resulta molt dificil apreciar marcatge especific de FUSCA3 a 10 DAP, degut, en part, a
I'autofluorescéncia del teixit (sobretot les parets cel*lulars del pericarp i la nucella) i a la
baixa acumulacidé d’ambdos factors en aquest moment del desenvolupament (segons els
resultats previs d'expressid per Northern-blot i Western-blot sobre endosperma en
desenvolupament).

A partir de 15 DAP la presencia de FUSCA3 es fa visible a les capes superiors de
I'endosperma: és molt aparent a l'aleurona i queda practicament restringida a aquesta zona
de I'endosperma, ja que I'expressio d’aquest factor més enlla de la regi6é subaleurona és molt
debil.

Per analitzar el perfil de localitzacié de FUSCA3 a 20 DAP es va disseccionar préviament el
pericarp i la nucel'la per a minimitzar I'autofluorescéncia procedent d’aquests dos teixits.
Aixi, es va observar com en aquest moment del desenvolupament, I'expressié de FUSCA3 es
concentra sobretot a la capa aleurona i la regié subaleurona.
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10 DAP 15 DAP 20 DAP

FUSCA3

Figura 83. Immunolocalitzaci6 de FUSCA3 sobre seccions transversals d’endosperma en

desenvolupament. A, A’ i A”. Control negatiu dimmunodeteccié sobre endospermes de 10, 15 i 20 DAP.

B, B’ i B”. Immunodeteccié de FUSCA3 amb opfus sobre endospermes de 10, 15 i 20 DAP. Barra 200 pum.
A major augment, s‘aprecia localitzaci6 de FUSCA3 tant al citoplasma com al nucli. Tot i
I'acimul de proteina als nuclis de la subaleurona és menys evident que en el cas GAMYB
(figura 66), és visible en comparar la immunodeteccié amb el marcatge nuclear (figura 84).
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Figura 84. Immunolocalitzacié de FUSCA3 sobre seccions transversals d’endosperma a 15 DAP i
marcatge amb DAPI. A. Control negatiu dimmunodeteccidé sobre endosperma a 15 DAP. B.
Immunodeteccié de FUSCA3 amb apfus. S'observa una forta expressié de FUSCA3 a aleurona (fletxa
vermella) i les capes adjacents (subaleurona). S'observa també la colocalitzacié de FUSCA3 amb el marcatge
nuclear a la subaleurona (fletxa blanca, marcatge amb DAPI, B'). Barra 50 um.
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En observar les seccions de grans de 20 DAP a major augment s’evidencia com FUSCA3
s'acumula principalment a l'aleurona i que la seva expressié a I'endosperma esta restringida
a aquesta capa i a la subaleurona. Aquest patrd suggereix que la forta expressio a aleurona
(on la seva funcid encara resta per determinar) podria ser la responsable de la preséncia
d’expressié residual a la regi6 subaleurona (figura 85) .

immunodeteccid

FUSCA3

Figura 85. Immunolocalitzacié de FUSCA3 sobre seccions transversals d’endosperma a 20 DAP i
marcatge amb DAPI. A. Control negatiu dimmunodeteccidé sobre endosperma a 20 DAP. B.
Immunodetecci6 de FUSCA3 amb apfus. S'observa lintens marcatge de FUSCA3 a l'aleurona i la
colocalitzacié de FUSCA3 amb el marcatge nuclear (B") a la regid subaleurona (fletxa blanca). La preséncia
de FUSCA3 al citoplasma de la regi6 subaleurona és molt limitada. Barra 50 um.

Com una primera aproximacio per intentar determinar la localitzacié subcel*lular de FUSCA3
es van analitzar els experiments dimmunodeteccié en talls de 15 i 20 DAP per microscopia
confocal. FUSCA3 s'acumula molt a la capa d‘aleurona per tot el citopalsma perd queda
exclosa del nucli. En canvi, a la regidé subaleurona la proteina s'acumula preferentment als
nuclis, tot i que al citoplasma es detecta una certa preséncia de la proteina (figura 86). La
rellevancia d’aquesta dualitat de localitzacié en el mateix moment del desenvolupament i en
teixits fisicament tan propers, pero funcionalment diferents, sera discutida més endavant.
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Figura 86. Localitzacio subcel'lular de FUSCA3 sobre talls d’endosperma a 15 i 20 DAP. Ai A'.
Immunodeteccié de FUSCA3 amb opfus per microscopia confocal i transmissio, respectivament, sobre
seccions transversals d’endosperma de 15 DAP. S'aprecia l'intens marcatge a aleurona, on sembla que es
localitza a tota la cél'lula excepte al nucli (fletxes blanques i negres). Es veu molt poc marcatge a la regio
subaleurona. B i B’. Immunodetecci6 de FUSCA3 amb apfus per microscopia confocal i transmissio,
respectivament, sobre seccions transversals d’endosperma de 20 DAP. S’observa un menor marcatge a
aleurona, on es torna a localitzar per tota la cél-lula a excepcid del nucli (fletxes blanques i negres). Es veu
marcatge a la regidé subaleurona, on sembla que FUSCA3 es localitza a nucli i lleugerament a citoplasma. No
s'observa senyal fora de la regi6 subaleurona. Barra = 100 um.

Sobre les mateixes seccions transversals de grans a blat de moro a 15 i 20 DAP vam
analitzar també I'expressid de FUSCA3 a embrid, ja que els resultats previs d’expressié per
Northern-bloti Western-blot suggerien una intensa presencia de la proteina en aquest teixit.
En analitzar els resultats per microscopia de fluorescencia, efectivament, vam detectar la
presencia de FUSCA3 a partir de 15 DAP a la majoria de teixits de I'embrié (figura 87), pero
sobretot a I'escutel (teixit de reserva de I'embrid).
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Figura 87. Immunolocalitzacié de FUSCA3 sobre seccions transversals d’embriéo a 15 DAP. Ai A'.
Control negatiu d'immunodetecci6 sobre seccions corresponents a l'escutel i I'eix embrionari,
respectivament. B 1 B’. Immunodetecci6 de FUSCA3 amb opfus, on s‘observa un marcatge especific a
I'escutel. El senyal a I'eix embrionari és menys intens i sembla menys especific. € i C’. Marcatge amb DAPI
d’embrid a 15 DAP. Barra 200 um.

Les seccions d'embrions de 15 DAP anteriors es van analitzar per microscopia confocal, com
una primera aproximacié per intentar determinar la localitzacié subcel*lular de FUSCA3 a
I'embrid. S'evidencia I'especificitat del marcatge per FUSCA3 (figura 88), que a 15 DAP es
localitza de forma estesa per tot |'escutel i en molt menor grau a I'eix embrionari.
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Figura 88. Immunolocalitzacié6 de FUSCA3 amb opfus sobre seccions transversals d’embri6 a 15
DAP per microscopia confocal. S'aprecia I'especificitat del marcatge amb apfus (C i D), molt intens a
I'escutel (C) i menys intens a la zona de I'eix embrionari (D), en comparar-lo amb el control negatiu (senyal
produida per I'anticos secundari sol, A i B). A la dreta es mostren les imatges corresponents per microscopia
de transmissié (A’, B', C"i D). Barra = 100 um.
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A major augment i en comparar-ho amb el marcatge nuclear resulta que la proteina
s'acumula sobretot a citoplasma (figura 89). S’evidencia una forta expressié de FUSCA3 a la
capa cel'lular més externa de l'escutel, on les cél*lules estan millor definides que a l'interior
d’'aquest teixit i resulta molt evident I'exclusid nuclear. A l'eix embrionari s‘observa un
marcatge més debil que a I'escutel i alguns agregats localitzats, que no coincideixen amb les
regions nuclears. En aquesta zona, el marcatge es concentra de forma discreta al voltant del
nucli i no per tot el citoplasma, com a I'escutel.

FUSCA3 DAPI superposicio
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Figura 89. Immunolocalitzaci6 de FUSCA3 amb opfus i marcatge amb DAPI sobre seccions
transversals d’embrié a 15 DAP per microscopia confocal. S'aprecia l'intens marcatge a la primera
capa de l'escutel (A) i com el marcatge es perd a mida que ens endinsem en el teixit, de la mateixa manera
que la densitat nucliar va disminuint (A"). La superposicié d'ambdues imatges posa de manifest I'exclusié de
FUSCA3 del nucli (A", fletxes blanques). A I'eix embrionari el marcatge és també citoplasmatic (B) i
s'observen agregats, que en cap cas coincideixen amb el marcatge nuclear (B”). El marcatge nuclear (B) és
més intens en aquest teixit, posant de manifest I'elevada activitat transcripcional de I'eix embrionari. Barra =
25 um.

A 20 DAP l'expressié de FUSCA3 és més intensa i menys estesa que a 15 DAP (figura 90) i
el marcatge es va perdent cap a linterior de I'escutel, coincidint amb la disminucié del
marcatge nuclear amb DAPI. En aquest moment del desenvolupament s’‘observa una major
expressio a |'eix embrionari.
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Figura 90. Immunolocalitzacié de FUSCA3 sobre seccions transversals d’embrié a 20 DAP. Ai A’.
Control negatiu d'immunodeteccid sobre seccions corresponents a I'escutel i I'eix embrionari,
respectivament. B i B’. Immunodeteccid6 de FUSCA3 amb apfus, on s‘observa un marcatge especific a les
capes més superficials de I'escutel i a I'eix embrionari. C i C’. Marcatge amb DAPI d’embri6é a 20 DAP. Barra
=200 pum.

En analitzar les mateixes seccions per microscopia confocal, s'observa com la proteina
s'acumula sobretot als marges de I'escutel, distribuida per tot el citoplasma cel*lular i essent
molt aparent I'exclusié nuclear. L'expressié a embrid, és perd, menor que a l'aleurona (figura
91). A l'eix embrionari, la proteina s'acumula a la regié central de I'eix embrionari format
agregats. El marcatge és, perd, menys intens que a l'escutel.
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Figura 91. Immunolocalitzacié de FUSCA3 amb apfus sobre seccions transversals d’embri6 a 20
DAP per microscopia confocal. S'aprecia |'especificitat del marcatge amb apfus (C i D), molt intens als
marges de l'escutel, en comparar-lo amb el control negatiu (senyal produida per I'anticos secundari sol, A i
B). A I'eix embrionari la proteina forma agregats (D), que no s‘observen al control negatiu (B). A la dreta es
mostren les imatges corresponents per microscopia de transmissio (A’, B’, C' i D). Barra = 100 um.
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A major augment i en comparar-ho amb el marcatge nuclear resulta evident I'acimul de la
proteina sobretot a citoplasma (figura 92). S'evidencia de nou el marcatge més intens als
marges externs de I'escutel i resulta molt evident I'exclusioé nuclear. El senyal és, perd menys
intens que a l'aleurona (també visible en aquestes imatges). A I'eix embrionari s'observa un
marcatge més debil que a I'escutel i es concentra de forma discreta a la regié perinuclear.
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Figura 92. Immunolocalitzaci6 de FUSCA3 amb capfus i marcatge amb DAPI sobre seccions
transversals d’embrio a 20 DAP per microscopia confocal. S'aprecia I'intens marcatge als marges de
I'escutel (A) i com el marcatge es perd a mida que ens endinsem en el teixit, de la mateixa manera que la
densitat nuclear va disminuint (A"). La superposicid d’ambdues imatges posa de manifest I'exclusié de
FUSCA3 del nucli (A™), tant a escutel (fletxes blanques), com a aleurona (fletxes vermelles). A I'eix
embrionari el marcatge és també citoplasmatic (B) i s'observen débil acimuls a la regié perinuclear (B"). El
marcatge nuclear a I'eix embrionari en aquest moment del desenvolupament de I'embrié és menor que a 15
DAP (B"). (Barra = 25 um).

En conjunt, aquests resultats mostren com I'acumulaci6 de ZmFUSCA3 és molt aparent a
I'aleurona de I'endosperma i a I'escutel de I'embrié a 15 DAP, mentre que la resta del gra no
mostra expressid important en aquest moment del desenvolupament. A 20 DAP la preséncia
de la proteina a l'aleurona és encara ben visible, localitzant-se per tota la cél*lula i quedant
exclosa del nucli. S'observa expressid a la regié subaleurona, on la proteina es concentra a
nucli, pero es troba també a citoplasma. L'expressié a embrid s'estén als teixits amb més
activitat transcripcional en aquest moment del desenvolupament (capes superficials de
I'escutel i eix embrionari). L'expressié residual a la regid subaleurona concorda amb els
resultats del Northern-bloti Western-blot, ja que, en ser una expressido molt localitzada, ens
podem trobar per sota del limit de deteccié del Western-blot.
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