


                                                                                                              Conclusions 

1. La proteïna quinasa CK2 de blat de moro està formada per dos tipus de subunitats: les 

catalítiques (CK2α) i les reguladores (CK2β). Les subunitats CK2 provenen de famílies 

multigèniques formades com a mínim per tres gens: CK2α-1, CK2α-2 i CK2α-3 per les 

subunitats catalítiques i CK2β-1, CK2β-2 i CK2β-3 en el cas de les subunitats reguladores. 

 

2. Les subunitats reguladores CK2β de blat de moro presenten tots els dominis descrits en 

altres espècies. A més, presenten un domini amino-terminal d’uns 90 aminoàcids que 

únicament s’ha descrit en CK2 de plantes. Es conclou que aquest domini no és necessari 

per l’interacció amb les altres subunitats ni amb determinades proteïnes com Rab17. 

 

3. L’holoenzim CK2 de blat de moro presenta una estructura de tipus heterotetramèrica de 

pes molecular semblant al de l’holoenzim humà. L’autofosforilació de les subunitats CK2β i 

l’estimulació de l’activitat catalítica de CK2α sobre els substrats Rab17 i β-caseïna van 

confirmar la funcionalitat de l’heterotetràmer. L’holoenzim de blat de moro presenta una 

afinitat molt similar tant per ATP com per GTP i és més inestable que l’huma, ja que és 

més sensible a heparina, més insensible a l’estimulació per polilisina i més sensible a 

agents desnaturalitzants com la urea.   

 

4. Es detecta expressió dels gens CK2α/β durant el desenvolupament embrionari i en 

fulles i arrels de blat de moro. Existeixen diferències a nivell d’expressió dels gens CK2β al 

llarg del desenvolupament de l’embrió, així CK2β-1 s’expressa preferentment a estadis 

finals de desenvolupament, mentre que CK2β-2 i CK2β-3 ho fan a estadis mitjans i 

primerencs respectivament. En canvi, les subunitats catalítiques, totes les isoformes CK2α 

s’expressen de manera semblant, preferentment a estadis primerencs i mitjans del 

desenvolupament.  

 

5. Existeixen interaccions preferencials entre les subunitats CK2α/CK2β, CK2β/CK2β 

mentre que no es detecten interaccions entre subunitats CK2α. 

 

6. Les subunitats reguladores de blat de moro són funcionals ja que poden complementar 

les subunitats CK2β de llevat i la seva sobreexpressió augmenta la tolerància del llevat a 

sal. 
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7. Pel sistema del doble híbrid es detecta interacció entre dues de les subunitats 

reguladores, CK2β−1 i CK2β−3 i la proteïna Rab17. Aquesta interacció és independent de 

l’estat de fosforilació de Rab17. 

 

8. La proteïna Rab17 es fosforila tant per la subunitat CK2α com per l’holoenzim CK2. 

Quan l’holoenzim CK2 es reconstitueix amb les subunitats reguladores CK2β−1 i CK2β−3 

la fosforilació de Rab17 augmenta respecte a quan la fosforilació es realitza amb la 

subunitat CK2α sola. En extractes de blat de moro, Rab17 es fosforila per una proteïna 

quinasa present tant en extractes joves com en madurs, capaç d’utilitzar ATP i GTP com a 

donadors de fosfat, totes les dades indiquen que es tracta de la proteïna quinasa CK2. 

 

9. En cèl.lules vegetals, la proteïna Rab17 fosforilada es localitza a citoplasma i a nucli, 

però queda exclosa del nucleol mentre que les formes no fosforilades de Rab17 es troben 

a nucli i s’observa una acumulació a nucleol, indicant que la regulació de la localització 

subcel.lular de Rab17 pot estar regulada per fosforilació per CK2. La seqüència RRKK pot 

estar implicada  en l’entrada a nucleol de les formes no fosforilades de Rab17. 

 

10. La localització subcel.lular de les diferents subunitats CK2 presenta marcades 

diferencies. Les subunitats catalítiques CK2α mostren una clara localització nucleolar amb 

una patró puntejat fluorescent. En canvi, les subunitats reguladores, mostren una 

distribució molt més general , presents en citoplasma i nucli però no acumulades al 

nucleol.  

 

11. S’ha descrit la interacció entre la subunitat reguladora CK2β de la CK2 i diverses 

proteïnes. Es tracti de proteïnes de localització nuclear implicades en diferents processos 

de regulació gènica. Entre elles es troben tres  factors de transcripció  (de tipus TCP, 

homeodomain i GATA/dit de zinc), una proteïna d’unió a RNA, la proteïna RecA de 

reparació del DNA i una proteïna amb un domini J d’unió a DNA. 

 

12. La proteïna 912h és un factor de transcripció del tipus GATA/dit de zinc que 

interacciona amb les tres subunitats CK2β i amb les subunitats catalítiques CK2α. La seva 

expressió no s’altera en resposta a cap tipus d’estrés però si que sembla superior en 

condicions de llum que en foscor. Aquesta proteïna es fosforila tant per la subunitat CK2α 

com per l’holoenzim CK2. La seva localització cel.lular és majoritariament nuclear. 
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                                                                             Materials i mètodes addicionals. 

En aquest apartat s’inclou únicament la metodologia que no queda detallada als treballs publicats i 

presentats al capítol I d’aquesta tesi. 

 
1. Sobrexpressió, purificació i caracterització bioquímica de l’holoenzim de blat de moro 
(rmCK2) 
 

La purificació de rmCK2 es va dur a terme essencialment segons el protocol descrit per la 

purificació de l’holoenzim humà (Grankoswki et al., 1991). Per obtenir  l’holoenzim recombinant 

CK2 de blat de moro (rmCK2) es van sobrexpressar en bactèria les dues subunitats CK2α/β per 

separat. Els cultius bacterians que contenien la  subunitat CK2α-1 (clonada en el vector pT7-7)  

sobreexpressada ens va ser cedits pel Prof. Olaf Issinger. La sobrexpressió de CK2α-1 s’havia dut 

a terme segons Guerra et al., (1998). El cDNA de CK2β-1 es va clonar en pauta  en el vector 

d’expressió pQE31 (Qiagen). Per expressió de la subunitat CK2β es van utilitzar cèl.lules 

competents M15[pREP14]. Quan els cultius van arribar a una densitat òptica de 0.5 es va afegir 

IPTG a una concentració final de 0.5 mM i es van créixer durant 4h a 37ºC. Desprès de centrifugar, 

els pellets bacterians que contenien les dues subunitats es van barrejar en una proporció de pes 

1CK2α:3CK2β i es van resuspendre overnight en tampó A (25mM Tris-HCl pH 8.5 , 1mM DTT) més 

1M NaCl i inhibidors de proteases. Després de sonicar (6x30s) i centrifugar (10000g x 30min),es va 

recuperar el sobrenadant. 

 
Com a primer pas de purificació, es va utilitzar una columna d’afinitat fosfocel.lulosa P11 

acoblada a un sistema FPLC (Pharmacia). La conductivitat de la mostra es va ajustar a 300 mM 

NaCl i es va aplicar a la columna equilibrada amb tampó A més 300mM NaCl. L’elució es va fer 

utilitzant un gradent de sal de 300mM a 1M NaCl i es van recollir fraccions de 20 ml. Les fraccions 

eluides entre 400 i 450 mM NaCl (corresponents a les que contenien l’holoenzim CK2) es van 

reunir i es van concentrar utilitzant una columna de Ni-Agarose (Quiagen), segons el protocol 

descrit a Quiagen. Es van eluir fraccions de 500 µl amb tampó A més 250mM Imidazol. En un últim 

pas de purificació, es va utilitzar una columna de gel filtració Superose 6 (Pharmacia) acoblada a 

un sistema d’HPLC. Les fraccions es van eluir en tampó A més 1M NaCl, es van reunir i concentrar 

utilitzant de nou una columna de Ni-Agarose (Quiagen). 

 

Per determinar l’estat d’agregació de l’holoenzim, es van aplicar 500 µg de la mostra 

purificada a un sistema de cromatografía analítica de gel filtració, una columna Superose 6 

acoplada al sistema cromatogràfic SMART (Pharmacia) equilibrada en tampó 25mM Tris-HCl pH 

8.5, 500 mM NaCl. 
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 Per la caracterització bioquímica de l’holoenzim, els assaigs d’activitat CK2 sobre 

pèptid es van realitzar segons Guerra et al., (1997). Els paràmetres cinètics es van calcular a partir 

de 10 experiments independents segons càlculs de Lineweaver-Burke.  

 

2. Sistema del doble híbrid  

 

Per detectar interacció entre dues proteïnes segons el sistema de doble híbrid es va 

utilitzar la soca de S.cerevisiae AH109 inclosa dins del sistema MATCHMAKER Two-hybrid 3 

(Clontech). Aquesta soca conté tres gens “reporter”: His3, Ade1 i X-Gal. El fet de presentar un 

tercer marcador redueix la possibilitat de falsos positius respecte al sistema original, que només 

presenta com a marcadors His3 i X-Gal. Els experiments de transformació, sel.lecció i assaig β-

galactosidasa en filtre es van realitzar segons els protocols estàndards del sistema MATCHMAKER 

(MATCHMAKER Clontech user protocols). 

 

Per estudiar l’interacció entre els diferents dominis de les subunitats CK2β i les subunitats 

CK2α/β  es van utilitzar les construccions pGBT9-CK2β1 i pGAD424-CK2α2 descrites al treball 1 i 

a més, es van generar per PCR dues versions truncades de CK2β-1: CK2β1-del1, a la que li manca 

l’extrem N-terminal i CK2β2-del2 a la que li manca l’extrem N-terminal i el domini acídic. Per obtenir 

del1 es van utilitzar els següents primers: 5’ GGAATTCTCTGATGGGGAAGATAC 3’ i 5’ TGTCGA 

CTCATGGCTTACGGATTTTC 3’. El cDNA obtingut (aminoàcids 80-276) es va clonar al vector 

pGBT9 a les dianes EcoRI/ SalI. Per obtenir del2 es van utilitzar els següents primers: 5’ 

GGAATTCTACAGGAACGTTGAGTT 3’ i 5’ TGTCGACTCATGGCTTACGGATTTTC 3’. El cDNA 

obtingut (aminoàcids 180-276) es va clonar al vector pGBT9 a les dianes EcoRI/SalI.  

Per estudiar l’interacció entre Rab17 les diferents subunitats CK2β es van utilitzar les 

construccions descrites al treball 1 i els cDNA de Rab17 i mRab17 es van clonar a pGAD424 

utilitzant les dianes EcoRI/XhoI. 

 

3. Assaig de fosforilació CK2. 
 

Pels assaigs de fosforilació CK2 in vitro , 0,4 µg de proteïna purificada (912h o Rab17) es 

van a addicionar 2 pmol de subunitat CK2α sola o bé amb 2 pmol de subunitat CK2β en un volum 

total de 30 µl de tampó CK2  (8.9 mM MgCl2, 0.5 mM EGTA, 27 mM β-glicerolphosphate, 0.5 mM 

EDTA, 1 mM DTT, 0.08 mM ATP and 3 µCi [γ-32P]ATP. Les mostres es van incubar 20 min a 30ºC. 

La reacció de fosforilació es va parar afegint tampó d’electroforesis a les mostres i les proteïnes 

fosforilades es van separar en un gel  12% SDS-PAGE i es van visualitzar per autoradiografia.  
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La proteïnes Rab17 i mRab17 es van sobreexpressar com proteïnes de fusió a cua d’histidines 

segons els protocol descrits  per Mercé Figueras (Tesi doctoral). La proteïna purificada 912h es va 

obtenir a partir del clonatge de 912h es va clonar en pauta en el vector d’expressió pET28 situada 

a l’extrem N-terminal de la proteïna. Aquesta cua permet la purificació de les proteïnes 

recombinants mitjançant una columna d’afinitat de niquel. La purificació es va dur a terme segons 

el pET system manual de Novagen. 

 

  

4. Extracció de proteïnes, western i immunoprecipitació d’extractes d’embrió de blat de 
moro 
 

Els extractes proteics es van preparar a partir d’embrions de blat moro frescs 

homogenitzats amb morter i nitrogen liquid i resuspesos en tampó d’extracció CK2: Tris 50mM pH 

7.5, NaCl 50mM, DTT 1mM, Sacarosa 0.25M, Glicerol 10%, MgCl 10mM, PMSF 1mM, Leupeptine 

10µM, Pepstatine 1µg/ml.  

 

La fosforilació dels extractes de blat de moro es va realitzar en un volum final de 30 µl 

barrejant 200 µg d’extractes proteics (60 i 15 DAP) amb tampó de fosforilació CK2 (8.9 mM MgCl2, 

0.5 mM EGTA, 27 mM β-glicerolphosphate, 0.5 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.08 mM ATP and 3 µCi [γ-
32P]ATP). Les mostres es van incubar 20 min a 30ºC. La reacció de fosforilació es va parar afegint 

tampó d’electroforesis a les mostres i les proteïnes fosforilades es van separar en un gel  12% 

SDS-PAGE i es van visualitzar per autoradiografia. 

  

Per la immunoprecipitació de la proteïna Rab17 es va fusionar anticòs anti-rab17 a les 

boles magnètiques (Dynabeads) overnight a 4ºC. La immunoprecipitació es va fer incubant les 

mostres amb les boles més anticòs durant 2 hores a Tª ambient. Desprès de 4 rentats amb PBS 

0.1%BSA es va resuspendre en tampó de mostres i les proteïnes fosforilades es van separar per 

SDS-PAGE i visualitzar per autoradiografia. 

L'electroforesis en gel desnaturalitzant de SDS/poliacrilamida (SDS-PAGE) i la 

electrotransferència de filtres de nitrocel.lulosa (Western-blot) es van realitzar tal com es descriu en 

Goday et al., (1994). Es van carregar aproximadament 10 µg de proteines en gels SDS-PAGE del 

12.5% i 15%. La immunodetecció es va realitzar amb quimioluminiscènica amb peroxidasa.  
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5. Transformació transient en cèl·lules de ceba 
 

Per realitzar aquests estudis de localització subcel.lular en primer lloc els cDNAs Rab17, 

m2Rab17, m3Rab17, CK2α-2 i CK2β-3 es van amplificar per  PCR utilitzant els següents primers: 

per Rab17 i les seves versions mutades: 5’ GCA GGA GCC ATG GAG TAC GGT CAG GGG G3’ i 

5’AGG CTG CGC CAT GGG CTG TCC GGG CAG CTT3’, per CK2α-2: 5’ GCC ATG GCG AAG 

GCG AAG GTC TAC ACC G 3’ i 5’ GCC ATG GGT GGT CTC GTT CTA CTG TTC TC3’ i per 

CK2β-3 :5'GCC ATG GAT AAA CAG GGG GGA GC3' i 5'GCC ATG GGC TTG TGG AGC TTG 

AAG3'. Els productes de PCR es van clonar utilitzant la diana Nco I del vector ppk100 sota el 

control del promotor doble 35S i fusionades a la regió 3’ de la proteïna GFP. Per la construcció 

921h-GFP es van amplificar el cDNA de 912h amb els següents primers: 5’ AGA TCT GAT GGA 

CGC GGA TGC TGC AGC 3’ i 5’ ACT AGT AAC ACC ACT ACT CGA TGA CTC G 3’ i es va clonar 

el producte de PCR al vector pCAMBIA  1302 sota el control del promotor 35S i fusionat a la regió 

3’ de la proteïna GFP 

Les cèl.lules monocapa d’epidermis de ceba es van colocar en plaques amb medi MS 

(Musashige and Skoog, 1962). El DNA plasmídic es va precipitar amb partícules d’or (1.6 micres) 

utilitzant CaCl2 i espermidina. La transformació es va dur a terme per bombardeig de les partícules 

utilitzant el sistema  Biolístic PDS-1000/He Particle Delivery System (BioRad, USA) segons 

Varagona et al. (1992). Després de 24h en foscor, les mostres es van visualitzar per microscopia 

confocal (Leica TCS SP, Heidelberg, Germany ) 
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