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Abstract 

In the present work we have identified in the total protein complement 
extracted from isolated maize embryos, polypeptides having m. w. and 
pI similar to that of endosperm zeins and glutelins . This was done 
by two- dimensional gel electrophoresis and immunoblotting probing 
with antiserum raised against endosperm zeins + glutelins fraction. 
However in the Northern analysis of poly A+ RNA, or total RNA extracted 
from embryos at different developmental stages no positive hybridization 
was obtained wi th the cloned zein and glutelin cDNA labeled by nick
translation. 
No positive result was obtained for the "in vitro" translation products 
immunoprecipitated with anti Z + G antibody . 
Immunocytochemical studies were also performed using an specific 
antibody against G, the resul ts show that fluorescence is localized 
in the endosperm while embryo tissues lack positive staining. 
The results obtained are in agreement with the absence of transcription 
and translation of glutelin and zein genes in the embryonary tissues. 

Introducció 

Les proteines de l'embrió de Zea mays estan constituides de forma 

majoritaria per proteines del tipus albúmines i globulines1 Paulis 

i Wall (1969) . La possibilitat de que les proteines de reserva de 

l'endosperm (zeines i glutelines) siguin també biosintetitzades en 

els teixi ts embrionaris ha estat motiu d' estudi , en els darrers anys 

per part de diferents grups ,Tsai (1979), Landry i Moureaux (1980) . 

Els valors ressenyats a la literatura per la fracció de proteines 

solubles en alcohol, de l 'embrió, identificades com a proteines del 

tipus zeines, oscil. la entre un 2 % a un 10 % depenent dels autors Tsai 

(1979), Landry i Moureaux (1980) , encara que tant el patró electroforetic 

com la composició en aminoacids d'aquestes zeines embrionaries difereix 

lleugerament de les propies de l'endosperm,Tsai (1979~ . 

Per al tra banda l 'addició d 'un caracter mutant ( com per exemple 0pac2) 

va acompanyat per una marcada al teració en la síntesi de zeines en 

l 'endosperm, mentre que no es detecten diferencies en la distribució 

d'aquest grup de proteines a l'embrió Lee i Tsai (1984) . 

7 



8 

Tot aquest tipus de dades quantitatives fa difícil discernir si realment 

aquestes proternes tipus zernes d'embrió poden ésser considerades 

com constituents específics, o bé són contaminacions a les preparacions 

dels embrions, que provenen de l'endosperm. Per poder distingir clarament 

entre aquestes dues possibilitats s'ha realitzat l'estudi a nivell 

molecular de l'expressió dels gens de les zernes i glutelines als 

teixits embrionaris tant determinant la presencia dels seus mRNA s 

transcrits , com la dels seus productes de traducció , identificats 

mitjan~ant anticossos específics . 

Mitjan~ant electroforesi de doble dimensió de proternes totals d'embrions 

a diferents moments del desenvolupament i "immunoblotting" hem identifi

cat zernes i glutelines que reaccionen específicament amb el seu 

anticós que no es diferencien ni en pes molecular ni en punt isoelectric 

de les de l'endosperm. La identificació dels RNAs missatgers s'ha 
fet utili tzant com a sonda els gens clonats de zernes i glutelines 

marcats radioactivament sobre "Northern blots" de RNA poli A+ o RNA 

total extret d'embrions a diferents estadis i de RNA extret de l'endosperm . 

S'ha realitzat la immunoprecipitació dels productes de la traducció 

"in vi tro" dirigida per aquesta població de RNAs missatgers embrionaris 

utilitzant l'anticós Z + G i finalment amb l ' anticós altament específic 

contra glutelines (anti G s'ha realitzat la localització immunocitoquí

mica de les glutelines en seccions histologiques del gra . 

Material i Metodes 

Embrions de Zea mays (W-64A) han estat aillats manualment de l'endosperm . 

Els estadis embrionaris triats per aquest estudi han estat , 1: Embrions 

de 20 dies després de la polinització (E20) i 2: embrions madurs 
i secs (Do) . 

La separació electroforetica de les pro ternes en doble dimensió es 
fa segons el metode de O'Farrell ( 1975) . Embrions de E20, o de Do 
es polveritzen en un morter en presencia de N2 líquid , la pols resultant 
es dissol en el tampó de lisi O'Farrell ( 1975) i es manté durant 
1 h . en un bany d'ultrasons a 42C. Les proternes són traspassades 
al paper de nitrocel . lulosa incubades durant la nit amb l'anticós 
(anti Z + G) i revelades amb proterna A- 125 1. 

El RNA poly A+ de E20 o de Do obtingut segons Aviv i Leder ( 1972) 

és tradurt "in vitro" en el sistema c1e1 lisatde reticulocit , els productes 

d ' aquesta traducció són immunoprecipitats amb l'anticós (anti Z + G ), 



els productes de la immunoprecipi tació es separen per cromatografia 

en proteina A sefarosa , i s'elueixen amb el tampó d'electroforesi. 

Per l 'analisi del RNA el metode utili tzat és el de "Northern blot", 

Maniatis et ·a1 (lffi2) i la hibridació es fa amb el clon de zeines (pME 

119) Í el clon de glutelines (A20) marcats radioactivament amb dCTP-
32p per "nick translation" ,Maniatis et al ( 1932) 

Per a la preparació del material pels experiments d' immunoci toquimica 

s 'ha segui t e l metode descri t per Efaumgarther et al,19~, seccions de 

criostat de 10 ¡-tm s'han incubat en presencia de l'anticós específic 

per G , segons el protocol descrit anteriorment Pagés et al (1983) . 

Resultats i discussió 

Les proteines totals obtingudes d 'embrions j oves ( E20) i madurs (Do) 

són analitzades per electroforesi en doble dimensió utilitzant electrofo

cusing (pH 4,5 a 10) a la primera i electroforesi amb SOS a la segona . 

L 'immunoblot d 'aquestos gels de doble dimensió mostra que l 'antiserum 

Z +G té reacció positiva amb proteines embrionaries que presenten 

Pm i pI similar a aquells determinats per les zeines i glutelines 

de l' endosperm (Fig . 1) 
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Fig . l . Immunoblot de les 
proteines totals d'embrions 
madurs (Do) separades per 
electroforesi en doble dimen
sió i incubades amb un anti
serum que reacciona contra 
zeines i glutelines . 
S'han utilitzat com marcadors 
de pes molecular zeines i glu
telines . 
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El poli A+ RNA de E20 i Do preparat per cromatografia amb aligo dT

cel. lulosa es tradui t "in vi tro" en un sistema lliure de cel . lules 

(rabbit reticulocyte lysate system Amersham) en presencia de 35S
metionina. 

Els productes de la traducció son precipitats mitjan~ant l'anticós 

Z + G i les fluorografies obtingudes no mostren la presencia de 

cap banda coincident amb les obtingudes quan el RNA de l ' endosperm 

és immunoprecipitat amb el mateix antiserum Ludevid et al (1985) . 

Utilitzant el cDNA clonat de glutelines Prat et al (1985) i Zeines 

Burr et al (1978) hem determinat si als mRNA s dels teixits embrionaris 

a diferents temps del desenvolupament s 'hi podien detectar seqüencies 
similars . 

Els resultats es mostren a la Fig. 2 on es pot veure una forta hibridació 

al RNA extret de l 'endosperm , pero absencia total de resposta tant 

a la fracció poli A+ com a la poli A- del RNA aillat dels diferents 
estadis de l'embrió . 

Tots aquests resultats suggereixen que els missatgers codificants 

per zeines o glutelines no es traben representats a la població de 

RNA ' s presenta les diferents fases embrionaries . 

M 

-~ -·_,... ~ . Fig . 2 Analisi per "Northe:r:n ,, blot" dels RNA d'embrions jo-
ves (E20) i madurs (Do) hibri-
dats amb el cDNA clonat de les 
zeines . 

E20+ Do+ RNA poli A+ 
E20- Do- RNA poli A-

• .-..:: 
M: RNA total de l'endosperm 

, 

• 

.. 

.. 



Pels estudis d'immunocitoquímica s'ha utilitzat un anticós altament 

específic contra G , i que no mostra reacció creuada amb les zeines 

Ludevid et al (1985) . 

La incubació es va reali tzar a 42C durant 24 h . i la detecció es va 

fer pel metode de la fluoresceina. 

Els resultats indiquen que
1
1'luorescencia es troba confinada a l'endosperm 

mentre a l ' embrió és negativa, resul tat similar al trobat per Dierks

Ventl ing i Ventling ( 1982) quan utili tza un anticós al tament específic 

per zeines . Aquests resultats semblen indicar que en els teixits 

de 1 'embrió manca 1 'expresió dels gens de les proteines de reserva 

zeines i glutelines . Els porcentatjes determinats a la literatura 

per aquestes proteines dins d 'embrions aillats, així com els nos tres 

resultats positius d'immunoblotting poden ésser deguts o bé a un 

transport des del seu lloc de síntesi (l'endosperm) o bé a una contami

nació mínima ( l %) , no detectable , en els controls d 'aillament dels 

embrions . 
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