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1.1 Resum en catala del treball 1:

Maize protein kinase CK2: regulation and functionality of three beta subunits. Marta Riera,
Giovanna Peracchia, Eulalia de Nadal, Joaquin Arifio and Montserrat Pagées. Plant J.
2001, 25: 365-374.

Durant molts anys, 'estructura de la proteina quinasa CK2 en blat de moro ha
estat motiu de controversia. Dades bioquimiques i cristal.lografiques préevies indicaven
que, a diferéncia de tots els altres organismes, I'enzim CK2 de blat de moro podia estar
format Unicament per subunitats catalitiques CK2a. L’objectiu del treball va ser determinar

la composicio de la proteina quinasa CK2 de blat de moro.

Per tal de comprovar I'existéncia de subunitats CK2p3 en blat de moro es va fer un
analisi/crivellatge de cDNA d’una llibreria de fulla estressada de blat de moro utilitzant com
a sonda una EST de blat de moro de 582 pb que presentava un 75% d’homologia amb la
subunitat CK2B1 de Arabidopsis thaliana. Com a resultat d’aquest analisi es va aillar un
primer cDNA que es va anomenar CK2p-1. L’alineament de la seqiiéncia aminoacidica de
CK2B-1 amb la de CK2p d’altres espécies indica que tant CK2B-1 com les CK2p de
Arabidopsis thaliana son les uniques que presenten una regié d’'uns 90 aminoacids en el
seu I'extrem N-terminal que no té cap homologia amb cap proteina coneguda. A la resta
de la seqiiéncia, CK2B-1 és molt semblant a les CK2p préviament descrites, excepte en la
regié C-terminal, a on tant CK2p-1 com les CK2p de Arabidopsis thaliana sén uns 22
aminoacids més curtes que les CK2p d’altres organismes, com llevat, Drosophila

melanogaster o humans.

L’analisi de Southern blot utilitzant el cDNA complert de CK2B-1 com a sonda, va
indicar que probablement CK2p-1 pertanyia a una familia multigénica. Amb I'objectiu de
trobar nous membres d’aquesta familia es van realitzar dues aproximacions: per una

banda, es va repetir 'analisi de cDNA de la llibreria perd en condicions de baixa
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astringéncia i utilitzant el cDNA CK2B-1 complert com a sonda. Com a resultat es va aillar

un nou cDNA que es va anomenar CK2[3-2.

Per una altra banda, es va realitzar un analisi de doble hibrid amb la llibreria de
fulla estressada de blat de moro utilitzant el cDNA CK2p-1 clonat en el vector d’expressid
pGBT9 com a “bait”. Aquest analisi va permetre aillar un tercer cONA que corresponia a
una altra subunitat reguladora (CK2p3-3) aixi com una nova subunitat catalitica que es va

anomenar CK2a-3.

El patré d’expressié de les diferents subunitats CK2a/p va ser caracteritzat per
Northern blot en diferents teixits i al llarg del desenvolupament de I'embrié utilitzant
sondes especifiques per cadascuna de les sis isoformes (tres subunitats CK2qa i tres
CK2p).Per les subunitats reguladores CK2p es van utilitzar com a sondes els fragments N-
terminal mentre que per les catalitiques CK2a es van utilitzar els extrems 3’ no codificants.
Els resultats obtinguts indiquen que les subunitats CK2o s’expressen de manera gairebé
constitutiva al llarg de I'embriogénesi del blat de moro, mentre que existeixen diferéncies
en I'expressié de les CK2p durant el desenvolupament embrionari: CK2B-1 sembla més
majoritaria d’estadis tardans del desenvolupament, CK2p-2 d’estadis intermitgs i CK2p-3
de estadis primerencs. A més, totes les isoformes CK2a i CK2p s’expressen en fulles i

arrels i no s’observen canvis en la seva expressio en condicions d’estrés hidric.

El sistema del doble hibrid de llevat i els assaigs de interaccié “pull-down” es van
utilitzar per determinar si existien interaccions especifiques entre les diferents isoformes
CK2a i CK2p. Pel sistema doble hibrid es comprova que totes les subunitats CK2a poden
interaccionar amb totes les CK2B encara que amb diferents nivells d’intensitat. Les
interaccions entre les subunitats CK2p son més febles que entre CK2a i CK2p i existeix
una especificitat d’interaccid. Aixi, la interaccié entre CK23-1/CK2B-1 i CK2B-1/CK2B-2 és
molt feble, no hi ha interaccié entre CK2B-2/CK2B-2 i les interaccions més fortes son
CK2B-1/ CK2B-3 i CK2B-3/CK2B-3. Amb aquest sistema no es detecta interaccio entre
subunitats CK2a. Els assaigs de interaccié “pull-down” van servir per corroborar els

resultats obtinguts amb el sistema de doble hibrid.
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Finalment, la funcionalitat de les subunitats CK2p3 de blat de moro es va comprovar
mitjangant dues aproximacions: en la primera, les tres subunitats CK2p es va expressar
com a proteines de fusi6 amb la GST i I'enzim es va reconstituir utilitzant CK2a.-2
recombinant i les tres CK2B-GST. L’autofosforilacio de les subunitats CK23 demostra la
funcionalitat del holoenzim i que les CK2p de blat de moro presenten unes propietats
similars a les préviament descrites per la CK2 animal com I'estimulacié de I'activitat CK2a

sobre un substrat endogen, com és la proteina Rab17.

Per una altre banda, estudis de complementacié en llevat van corroborar la
funcionalitat de les CK2p de blat de moro. La sobrexpressio de CK2p-1 a la soca
termosensible YDH8 comporta una reversié d’aquest fenotip. També es va comprovar que
la sobrexpressido de CK2B-1 aixi com de les altres CK2p3 (CK2B-2, CK2B-3) en llevat
augmenten la tolerancia del llevat a LiCl, tal com préviament s’havia descrit per la
sobreexpressié de les CK2p de llevat. La sobrexpressid de les tres CK2B en un llevat
mutant al que se li havia deleccionat una subunitat beta (CK2b1A) és capa¢ de
complementar aquesta mutacié i a més de revertir el fenotip de hipersensibilitat a sal del
llevat mutant, per tant es pot concloure que Ila sobrexpressié d’aquestes subunitats en

llevat comporta un fenotip de tolerancia a salinitat.
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