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Double Fertilization

Mitotic division

== Of generative —
cell to two o
sperm cells |

3n endosperm
Pollen tube

One sperm nucleus growth

fertilizes the egg cell to
produce diploid
embryo.

The second sperm
nucleus fertilizes the
polar nuclei to produce
triploid endosperm.

2n zygot?\q



50-kD y zein, Cys

(Albumins

(3%)

Maize Globulins

storage £ (3%)

Proteins | Prolamins ——>

27-kD y zein, Cys
22-kD a zein 1>60% of
19-kD o zein }total zeins

=609

i /Et) 16-kD ¥ zein, Cys

Glutelins 15-kD B zein, Met and Cys
\(34%)

10-kD & zein, Met

Maize seeds contain ~10% proteins and ~70% of them are classified as storage
proteins (Elint-Garcia et al., 2009). Based on their solubility in different solvents,
endosperm proteins are divided into four groups: albumins, globulins, glutamines,
and prolamins. The latter, called zeins, make up > 60% of total proteins.




CORPI PROTEICI




* Proteine di bassa qualita (principalmente zeine, povere
in Lys e Trp)

« Mutazione opaqueZ2 (op2) migliora la qualita delle
proteine, riducendo le zeine ed aumentando alire
proteine, ma causa endosperma farinoso

« 02 modifiers: QTL che modificano I'endosperma delle
piante o2, rendendolo piu duro e vitreo (Quality Protein
Maize, QPM)
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Dati di letteratura

Sette loci 02 modifiers su 6 cromosomi

o2 modifier1 (vicino al locus della gamma-zeina da 27Kd) ha
I'effetto maggiore

Aumentano mRNA e proteine per gamma-zeina da 27Kd

Livelli gamma-zeina correlano con effetto sul fenotipo
dell’'endosperma

Silenziamento delle gamma-zeine o delezione del locus
corrispondente alla 27KDa gamma-zeina aboliscono I'effetto
degli o2 modifier sullendosperma

L 'espressione della 27-kDa gamma-zinea e regolata dal
fattore di trascrizione prolamine-box binding factor (PBF);
soppressione dell’espressione di PBF tramite RNAI riduce
I'espressione della 27-kDa gamma-zeina



QUALE E’ LA BASE GENETICA DEGLI EFFETTI DEL
QTL op2 modifier1?



RISULTATI

1. REGOLAZIONE DELL'ESPRESSIONE DELLA 27-Kda gamma-ZEIN in QPM

a) Incroci reciproci tra una linea QPM K0326Y (con QTL qy27, che regola
positivamente i livelli di 27KD-gamma zeina) ed una linea senza questo QTL
(chimata B73) -> si ottengono quattro genotipi:

K0326Y QPM -> 3 copie di qy27 (due materne ed una paterna)
K0326Y QPM x B73-> 2 copie di qYy27 (solo le due materne)
B73 X KO326Y QPM -> 1 copie di qy27 (solo la copia paterna)
B73-> 0 copie di qy27

-> livelli di gamma-zeina misurati tramite SDS-PAGE correlano con copie di qy27

KO326Y KOIZEY x B73 BV x KDI26Y

20 kDa— &=

e —— 4} - -




RISULTATI

1. REGOLAZIONE DELL'ESPRESSIONE DELLA
27-Kda gamma-ZEIN in QPM

b) Introgressione del costrutto PbfRNAI in
una linea 02 tramite ripetuti back-cross
-> linea PbfRNAI/+ 02 (omozigote per 02,
eterozigote per il costrutto RNAI), poi
incrociata con KO326Y QPM:

-> meta della progenie ha il gene per il
silenziamento di PBF, mostra riduzione di 27-
kDa gamma-zeina ed ha fenotipo opaque

Ne conseque che q27 agisce a valle di PBF
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Fig. 1. Silencing of Pbf in QPM. (A) Ear phenotypes of KO326Y and KO326Y =
o2;PEfRNAI +. In KO326Y «x o2 PhRNAI/+, half of the progeny inherited the
PbfARNAI transgene and expresed a reduced level of 27-kDa y-zein and
exhibited an opagque phenotype. Two representative vitreous and opaque
seeds are indicated by asterisks and arrowheads. {8) Truncated seed phe-
notypes. The left two seeds not inheriting the PBfANAJ are vitreous, whereas
the right two positive seeds are opague. () The seeds inheriting the
PbfRNA expressed a decreased level of 27-kDa y-zein. The 27-kDa y-zein is

indicated hv the arrew



RISULTATI

1. REGOLAZIONE DELL'ESPRESSIONE DELLA 27-Kda gamma-ZEIN in QPM

c) Linea XF134: e una inbred line che ha un polimorfismo del gene per la 27kDa-
gamma-zeina, risultante in un gene piu corto di 18 bp rispetto a quello della linea
B73

Incrocio XF134xK0326Y QPM:

- se Y27 agisce in trans sull’espressione della zeina, ci si attende un rapporto 2:1
nei livelli di cDNA dei due alleli nella progenie



Invece, si osserva un rapporto piu alto (prevale 'allele di K0326Y)

- Se ne deduce che qy27 agisce in cis preferenzialmente sull’allele QPM,

rispetto a quello di XF134

M B73 XF134

-

15kDa — & ‘

25kDa —
20kDa —

XF134 CCGCCGCC

ACCATGCCACTAC 237

B73 CCGCCGCCGGTTCATCTGCCGCCGCCACCATGCCACTAC 255

Expectation y27 from y27from  Actual 22 Fit expectation rate
rate Female Male rate
B73 x XF134 2:1 346 181 =2:1 0.24 Yes
K0326Y x XF134 2:1 425 100 =41 48.0 No
Mo17 x XF134 2:1 156 30 =41 248 No
XF134 x Mo17 2:1 130 135 =1:1 37.0 No




RISULTATI

2. CLONAGGIO DI gqy27

- Misurazione dei livelli di gamma-zeina 27kDa in 492 inbred lines e «genome-
wide association study» (GWAS) -> singolo picco principale sul cr. 7 vicino al
locus della 27 kDa-gamma-zeina, corrispondente anche alla regione 02
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Se ne conclude che esiste un singolo QTL principale per I'espressione di questa zeina, che
stato selezionato nel mais QPM



RISULTATI
2. CLONAGGIO DI qy27

Mol7: elevati livelli di 27kDa-gamma-zein -> utilizzo di una popolazione doppio
aploide B73xMo17 (IBM Synthetic 10 DH) per mappare ulteriormente il QTL ->
stessa regione di 02 modifierl
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-> utilizzo di Mo17 (genoma in corso di sequen2|amento) per la
mappatura fine di qy17



Linee doppio aploidi

Doppio aploide: genotipo in cui
una linea aploide ha subito un
raddoppiamento, artificalmente
(con inibitori mitotici) o
naturlamente indotto, del corredo
Cromosomico. - g

Heterozygous source
A population

Conventional inbred line development ~ “99% homr:'zvgous
(takes at least 6-8 generations) inbred lines

Permettono di ottenere linee
completamente omozigoti in
poche generazioni.

-
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In vivo haploid induction
Chromosome doubling ——>

Si ottengono incrociando linee i’

diploidi con linee “haploid DO to D1
Inducers. ’ Che.danno Il.JOgO a.d He.tﬂerozygo.ussource Doubled haploid (DH) line development  100% homozygous
una fraZIOne dl progenie apIOIde B population (takes only 2-3 generations) DH lines

per fertilizzazione anomala , , _ _
Figure 1. Number of generations to reach genetic purity

(homozygosity) through: (A) conventional inbreeding; (B)
doubled haploid technology.
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* Mappatura di g)27

Generazione di una popolazione F,BC, tra Mo17
e B73 per mappare finemente il QTL:

Mol7 xB73

F, x B73

. Estrazione DNA e
proteine

6912 individui F,BC,



Basandosi sulla sequenza del genoma di B73, il QTL mappa in una regione di circa 10C
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B73 non possiede il QTL. Pero il genoma di Mo17 € in corso di
sequenziamento -> utilizzati i dati sul genoma di Mo17 per identificare una
duplicazione della regione contente il gene per la 27kDa-gamma-zeina oltre
ad altri due geni.



Duplicazione confermata per Southern blot e accompagnata dal raddoppio
dell’espressione dei tre geni nella regione, anche in KO326Y
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Utilizzanfo una libreria di BAC di Mo17, € stata identificata la stessa duplicazione
genica
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Inoltre...

CM105, CM10502, CM105Mo2: linee quasi isogeniche, ma
solo l'ultima € QPM - > solo questa mostra la stessa
duplicazione

Altre 36 linee QPM testate: tutte contengono la duplicazione

Tra le 492 linee inbred usate per la GWAS, le 97 che hanno
maggiori livelli di 27kDa-gamma zeina hanno tutte |la
duplicazione

Analisi di accessioni naturali: la maggior parte contiene la
duplicazione (precede quindi la domesticazione del mais) ->
duplicazione instabile (spesso si hanno riarrangiamenti in
linee inbred che portano a ridotta espressione della zeina)






