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categorizan en dos clases: proteinas de homeodominio tipicas, estas poseen
la estructura original encontrada en Drosophila. Y las proteinas de
homeodominio atipicas que se caracterizan por tener residuos exiras de
aminodacidos en la vuelta y el plegamiento entre hélices (Kamiya et al., 2003)
(fig.1.2).

En varias especies de plantas, se han aislado en varias proteinas de
homeodomino como son las que constituyen la familia de genes denominada
KNOX. Las proteinas KNOX son proteinas de homeodominio atipicas de 63
aminoacidos. Estos genes son considerados de control maestro porque ellos
regulan el desarrollo y especifican el destino de 6érganos y tejidos en la
embriogénesis, el factor de trascripciéon WUS se determino como una proteina

que pertenece a la familia de proteinas de homeodominio.












14  El meristemo apical y su arquitectura

Los meristemos de las plantas son centros de divisién celular e iniciacion de
organos. Las estructuras aéreas de la planta son generadas por los
meristemos apicales (Furner y Pumfrey, 1992). Los meristemos apicales son
establecidos durante la embriogénesis, después de la iniciacion de los
cotiledones (Barton y Poethig, 1993), posterior al crecimiento de los
meristemos apicales, se producen las hojas, meristemos axiales y meristemos
florales, dando lugar al cuerpo de la planta (Clark et al., 1997).

Analisis histolégicos en varias especies de angiospermas sugieren que
meristemo apical se divide conceptualmente en varias zonas: zona central,
zona periférica y la zona rib. La zona central (ZC) esta localizada en la parte
central del meristemo y esta caracterizada por su baja tasa de divisién celular,
ademas es la zona donde se mantiene la integridad meristematica y el
mantenimiento de las células madre (Laux et al., 1996). La zona periférica
(ZP) rodea a la ZC, su tasa de divisién celulc - as mas rapida y los érganos
laterales se derivan de ésta zona. La zona rib o zona medular (ZR) produce
las células que van a dar volumen al tallo de la planta (Fig 1.5B) (Flecher y
Meyerowitz, 2000).

Estudios previos de quimeras estables en plantas anuales y perennes

sugieren que los meristemos apicales de las plantas dicotiledéneas se dividen

perpendicularmente en la superficie, origindndose tres capas celulares. La

capa L1 se divide anticlinalmente para formar la epidermis, la capa L2 produce

el tejido sub-epidérmico, se divide periclinalmente en el meristemo y
8






E! desarrollo de los meristemos laterales es producido por el meristemo
apical. Los meritemos florales y apicales son homélogos con respecto a las
células madre, y sus conductas son reguladas por conjunto de genes que se
traslapan, porque muchas mutaciones afectan a ambos de una manera
similar. Sin embargo, los meristemos florales y el meristemo apical difieren
fundamentalmente con respecto a la extensiéon temporal de su actividad: el
meristemo apical es indeterminado por ej.: los meritemos apicales pueden
producir 6rganos continuamente, los meristemos florales son determinados y
su actividad es terminada cuando el total de 6rganos florales han sido
iniciados (Lenhard et al., 2001).

El crecimiento y desarrollo del meristemo abical esta regulado por varios

genes que en los Ulti 5 como por ejemplo:
SHOOTMERISTEMLES 3 (CLV), WUSCHEL
(WUS). La expresién d 1 llamada el centro de
organizacién, su activic ntidad de las células

madre (Kayes y Clark, 1998).

1.5 El gen WUSCHEL

El gen WUSCHEL (WUS) es requerido .. a la identidad meristematica central

del meristemo apical y meristemos florales, interviniendo en el mantenimiento

de su estructura e integridad funcional. La funcién de este gen fue

determinada mediante mutantes con pérdida de funcién. Las plantas mutantes

wus mostraron severos defectos en el desarrollo: el meristemo apical mostro

defectos, con terminacién prematura del meristemo apical y meristemos
10






HMEPPDODHYEHHR HQADQESGNN NNKSGSGSYT 30
CRQYQTSTRUTP TTEQGIRKILKE LYYHNAIRSE?P 60
TADQIQERITA RLRQPGKIEGSG KNVFYWFQNH 90
KARERQEKEKRTF NGCGTHHTTPESS SPHSVMHAAN 120
DHYHPLLHHH HGVPMQRPAN SVNVKLNQDH 150
HLYHHNKPYP SFRHRNGHNLHHA SSGTECGVVH 180
ASHGYHSSHY YGCSHMEQDCSH NYNNVGGGYHA 210
HMDHHYSSAP YHNFFORAKPL FGLESHIODEE 240
ECCGDAYLEH RRTLPLFPMH GEDHINGGSG 270
AIWEYSGSEVY RECASULELRL 1 291

Figura 1.6 Secuencia de la proteina de WUSCHEL. La proteina fue deducida del
marco de lectura del ADNc de WUS. La region que corresponde a la proteina de
homeodominio esta sefialada con linea recta y la linea punteada determina el dominio
acidico.

En el interés de la determinacién de los patrones de expresién de WUS
durante las etapas embriogénicas, se realizaron experimentos de hibridacién
in situ durante la embriogénesis, precisando que el inicio de la expresién de
WUS empieza durante la etapa de divisién de 16 células, conservandose
durante las distintas etapas de la embriogénesis, finalmente la expresion se
confina en el centro del meristemo apical (Fig 1.7B) (Meyer et al., 1998).

Con respecto a los dominios de expresién de WUS en el meristemo apical, se
definié su expresién en un nuevo dominio funcional del meristemo apical,
dandose su expresion en un pequefio grupo de ceélulas que se encuentran
justo debajo de las células madre, con estos resultados propusieron un

modelo en el cual WUS se expresa y actian como un centro de organizacién

12






ocurre después de la etapa 6 de la floracion. Lo que sugiere que el centro de
organizacién y las células madre son mantenidas hasta que exista un numero
suficiente de células para formar por completo los 6rganos florales, después la
expresion de WUS es terminada y las células entran en diferenciacion
(Lenhard et al., 2001).

1.5.1 Laregion promotora de WUSCHEL

La regulacién de dominios transcripcionales de genes regulatorios juega un rol
importante para muchos procesos del desarrollo. De esta manera, el analisis
del control transcripcional es crucial para tener una visualizacion de los
mecanismos que gobiernan los patrones temporales y espaciales en el
desarrollo y es de gran importancia conocer las regiones promotoras de un
gen. El gen WU® posee un promotor que consta de varias regiones
regulatorias que controlan la especificidad del tejido y los niveles de
transcripcion de manera combinatoria. Sin embargo, una regién regulatoria de
57 pb es el elemento central para el control de la transcripcion de WUS en el
meristemo apical y floral. Dentro de esta regién regulatoria existen dos
secuencias motivo cortas denominadas RE1 de 10 pb y RE2 de 6 pb
respectivamente, estos elementos son altamente conservados en la familia de
Brassicaceae, soportando un rol central en la trascripcion (fig. 1.8) (Baule y
Laux, 2005). Es importante mencionar, hasta el momento no se ha identificado
un regulador directo de la transcripciéon de WUSCHEL.
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1.5.3 Regulacion de WUSCHEL en el meristemo apical

Algunos de los genes que se sabe que interactlian y regulan la actividad de
WUS en el meristemo apical son los genes CLAVATA (CLV 1, CLV2, CLV3),
promoviendo la progresién de las células madre del meristemo hacia la
iniciacién de los 6rganos y estos genes son requeridos para prevenir la
acumulacién de células indiferenciadas en los meristemos apicales y florales.
Estudios en Arabidopsis con mutantes recesivos con pérdida de funcion de
los tres loci de clv, demuestran la formacion de un meristemo fasciado o
alargado (Clark et al., 1993; Clark et al., 1995; Cayes y Clark, 1998).

El fenotipo de estos mutantes poseen defectos que afectaron especificamente
el desarrollo de meristemos, ya que presentan un ensanchamiento progresivo,
empezando durante la embriogénesis. Consecuentemente, se tornan mas
dramaticos con el tiempo: el alargamiento vegetativo del meristemo apical
genera un tallo fasciado (alargado), el meristemo de la inflorescencia produce
muchos meristemos extras y los meristemos florales producen muchos
organos florales extras. En los mutantes clv? en los meristemos florales
frecuentemente forman muchos carpelos extras, dando una forma de club o
agrupamiento que forma el gineceo (Clark et al., 1993; Clark et al., 1995;
Kayes y Clark, 1998). Los mutantes clavata recibieron su nombre en base a
ésta caracteristica, porque clavatus proveniente del latin que significa: en
forma de agrupacién. El nimero celular se incrementa en el meristemo apical
y en el meristemo floral en los mutantes clavata (Clark et al., 1993; Clark et al.,
1995; Kayes y Clark, 1998). Estudios genéticos han demostrado que CLV1,

CLV2 y CLV3 acttan en la misma ruta para limitar la expansiéon de la

16






Figura 1.9 Mo_.. ¢ .ccinonimnsiwe us wus ensIEInos apicaies. La identidad de las
células madre es especificada por sefializacion (fecha) del centro de organizacién
(rojo) que requiere la actividad de WUS. Las células madre (azul) restringen el rango
de expresion de WUS via de sefializacion dada por CLV3 (verde) y CLV1 (azul
obscuro). CZ, zona central; PZ, zona periférica; RP, zona rib.

La clonacién de los genes CLV permitié identificarlos como componentes de
una ruta de sefializacién extracelular. CLV1 y CLV2 codifican para un receptor
de cinasa (receptor-like kinase RLK) y un receptor de protein-cinasa (receptor-
like protein RLP) respectivamente (Clark et al., 1997; Jeong et al., 1999).
CLV1 contiene una region extracelular que consiste de 21 repeticiones ricas
en leucina (LRRs), una regién transmembranal y un dominio intracelular de
cinasa serina/treonina. CLV2 contiene 20 LRRs y un dominio transmembranal,
pero a diferencia de CLV1, tiene una cola corta citoplasmatica carente de
cualquier dominio de sefalizacién. CLV3 codifica para un ligando de 96
aminoacidos (Flecher et al., 1999). Junto con el andlisis de las secuencias
CLV, los dominios de expresion y fenotipos mutantes conducen a una
propuesta que los factores CLV actuan en una ruta de seializaciéon célula-
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1.5.4 Regulacién de WUSCHEL en meristemo floral

El meristemo floral (MF) constituye un caso particular en la actividad de las
células madre que se apagan para completar la morfogénesis. El MF de
manera secuencial produce pétalos, sépalos y estambres, el remanente de
células madre meristematicas que se encuentran en el centro del MF se

diferencian y forman los carpelos.

Uno de los factores involucrados en el meristemo floral es el factor de
transcripcion AGAMOUS (AG) con dominio MADS, tiene la funcién de
especificar la identidad de érganos florales, es también requerido para la
terminacién del MF (Yanofsky et al., 1990). Cuando se inicia el desarrollo de
las flores, WUS activa la transcripcién de AG, conduciendo a su propio
terminacién o fallo transcripcional: AG es mas tarde el interruptor de apagado
de la actividad del centro de organizacién por represion de la expresién de
WUS, el resultado es la diferenciacion de las Ultimas células meristematicas
(Laux et al., 1996; Lenhard et al., 2001).

Para la activacién de AG, WUS requiere la presencia de un tercer elemento
(Lenahard et al., 2001), el factor de transcripcién LEAFY (LFY) (fig. 1.11) que
funciona para especificar la identidad del MF. De este manera, se ha
propuesto un modelo donde WUS y LFY se unen por separado a una
secuencia de enhancer adyacente en el segundo intrén de AG, dandose asi
su activaciéon en el estadio 3 del desarrollo floral (Lohmann et al., 2001). La
expresién de WUSCHEL por otra parte es inhibida por AG en el estadio 6 de
la floracién, justo cuando los carpelos se han formado, la expresiéon de WUS
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MF, la expansién de los dominios de expresiéon de WUS y AG dentro del MF, y
la induccién ectépica de AG en el apice de la inflorescencia. Estos datos
revelan un importante rol de la modelacién de la cromatina en la regulacién en
los niveles y dominios de expresion de componentes clave de la
retroalimentacién temporal (Bertrand et al., 2003).

En base a todos los antecedentes mencionados anteriormente de todos los
elementos que intervienen en la regulacién de WUS o interactian con el en la
regulacién del meristemo apical y floral se ha propuesto el siguiente modelos
de regulacién (Fig. 1.12). En resumen, este modelo de regulacion e
interaccion con WUS nos proporciona una visién general de todos los
elementos que interacttia con WUS, ¢ 1enzando por la interaccién de WUS el
factor de trascripcién LFY que juntos van a activar la trascripcién del factor de
trascripcion AG, este a su vez va actuar en la represion de WUS. El gen de la
acetil transferasa GNCS5, que interviene en la regulacion de WU y AG. Otro de
los elementos que participa en la regulacion de WUS es el complejo de
remodelacién de la cromatina SYD que es reclutado por el promotor de WUS.

Finalmente, WUS esta involucrado en represion de los genes ARR.

24






26






28






1.8 REFERENCIAS

Buchanan B. B., Gruissem W. and Jones R. L. (2000). Biochemistry
&

Molecular Biology of Plants , Capitulo 3 USA, American Society of Plant
Physiologists.

Barton M. K. and Poethig R. S. (1993). Formation of the shoot apical
meristem in Arabidopsis thaliana: an analysis of development in the wild type
and in the shoot meristemless mutant. Development, 119:823-831.

Bayle I. and Laux T. (2005). Regulation of WUSCHEL transcription in the
stem cell niche of the Arabidopsis shoot meristem. The Plant Cell, 17:2271-
2280.

Bertrand, C. Bergouniox C., Domenichini S., Delaure M. and Zhou D. X.
(2003). Arabidopsis histone acetyltransferase AtGCNS regulates the floral
meristem activity through the WUSCHEL/AGAMOUS pathway. J. Biol. Chem.
278(30):28246-28251.

Clark S.E., Running M. P. and Meyerowitz E. M. (1993). CLAVATA1, a
regulator of meristem and flower development In Arabidopsis. Development,
119:397-418.

Clark S.E., Running M. P. and Meyerowitz E. M. (1995). CLAVATA3 is a
specific regulator of shoot and floral meristem development affecting the same
precesses as CLAVATA1. Development, 121:2057-2067

Clark S. E. Williams R. W. and Meyerowitz E. M. (1997). The CLAVATA1
gene encode a putative receptor kinase that controls shoot and floral meristem
size in Arabidopsis. Cell, 89:575-585.

Furner I. J., and Pumfrey J. E. (1992). Cell fate in the shoot apical meristem
of Arabidopsis thaliana. Development, 115:755-764.

Fietcher J. C. Brand U., Running M. P., Simon R. Meyerowitz E. M. (1999).
Signaling of cell fate decisions by CLAVATA3 in Arabidopsis shoot
meristemos. Science, 283:1911-1914.

30






Laux T., Mayer K. F., Bergen J., and Jiirgens G. (1996). The WUSCHEL
gene is required for shoot and floral meristem integrity in Arabidopsis.
Development., 122:87-96.

Laux T., and Schoof H. (1997). Maintaining the shoot meristem-the role of
CLAVATAA1. Trends Plant Science, 2:325-327.

Laux T., Wirschum T. and Breuning H. (2004). Genetic regulation of
embryonic pattern formation. The Plant Cell, suplemento 16:8190-8202.

Leibfried A., To J. P. C., Busch W., Stehling S., Kehle A., Demar M., Kieber
J. J. and Lohmann J. U. (2005). WUSCHEL controls meristem function by
direct regulation of cytokinin-inducible response regulators. Nature, 438:1172-
1175.

Lemon B. and Tijan R. (2000). Orchestrated response: a symphony of
transcription factors for gene control. Genes & Development, 14:2551-2569.

Lenhard M., Bohnert A., Jirgens and Laux T. (2001). Termiation of stem
cell maintenance in Arabidopsis floral meristem by interactions between
WUSHEL and AGAMOUS. Cell, 105:805-814.

Lewin, B. (2001). Genes VII, Capitulo 5. Madrid Esparia, Marban Libros.

Leyser, O. (2003). Regulation of shoot branching by auxin. Trends Plant Sci.,
8:541-545.

Li H. (2001). The Rop GTPase switch control multiple development processes
in Arabidopsis. Plant Physiology, 126:670-684.

Lohmann J. U., Hong R. L., Hobe M., Busch M. A. Parcy F., Simon R., and
Weigel D. (2001). A molecular link between stem cell regulation and floral
patterning in Arabidopsis. Cell, 105:793-803.

Mayer D. F., Schoof H., Haecker A., Lenhard M., Jiirgens G., and Laux T.
(1998). Role of WUSCHEL in regulating stem cell fate in the Arabidopsis shoot
meristem. Cell, 95:805-815.

32






Yanofsky M. F. (1990). The protein encode by the Arabidopsis homeotic gene
AGAMOUS resembles transcription factor. Nature, 346:35-39.

Yu L. P. (2000). POLTERGEIST functions to regulate meristem development
downstream of the CLAVATA loci. Development, 127:1661-1670.

Yu L. P, Miller A. K. and Clark S. E. (2003). POLTERGEIST encodes a
protein phosphatase 2C that regulates the CLAVATA pathways controlling
stem identity at Arabidopsis shoot and floral meristemos. Curr. Biol., 13:179-
188.

Zimmerman J. L. (1993). Somatic embriogénesis: a model for early
development in higher plants. The plan Cell, 5:1411-1423.

Zuo J., Niu Q. W,, Frugis G., and Chua N. H. (2002). The WUSCHEL gene

promotes vegatative-to-embryonic transition in Arabidopsis. The Plant Journal
30(3):349-359.

34






Debido a que en todos los estudios que se han realizado en WUSCHEL, se ha
tomado como modelo a Arabidopsis thaliana, es por ello nuestro interés en
caracterizar a WUSCHEL en Coffea canephora.

22 MATERIALES Y METODOS

221 Amplificacion por PCR de WUSCHEL

Se utilizaron los oligonucleotidos wusNde | 5'- ACATATGGAGCCGCCACAG
=3 y WusHind lll 5~ GGAAGCTTCTAGTTCAGACGTAGC-3', utilizado las
siguientes condiciones de amplificacion: 95°C x 30seg, 52°C x 5min, 72°C x
3min (1X)/ 95°C x 1 min, 52°C x 1 min, 72°C x 1min (30X)/ 72°C x 10 min/ 4.0
°C

2.2.2 Clonacion de WUSCHEL en el vector TOPO

La clonacién del fragmento amplificado de WUSCHEL se realizo con la ayuda
del kit TA Cloning® (Invitrogen). En la clonacién se utilizo el vector pCR® 2.1-
TOPO®, incubando el vector y el fragmento de WUSCHEL durante 30 min a
temperatura ambiente. Se utilizaron células competentes DH5a,
transforméndolas por choque térmico a 42°C por 90 segundos. Las células
fueron plaqueadas en medio LB-agar (Anexo 1), utilizando como agente
selectivo 100 mg/ml de ampicilina. Posteriormente las placas fueron incubadas
a 37°C durante toda la noche. La transformacién de las clona seleccionadas
fueron sometidas a una extraccion del vector o “miniprep” por medio de lisis

alcalina (Sambrook and Russell, 2001).
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durante cinco horas a 37°C. Después de la induccion las células fueron
cosechadas por centrifugacién a 5,000 rpm por 10 min a 4°C.

La pastilla celular fue resuspendida en buffer de lisis (Anexo 1) y sonicada 5
veces durante un 1 minuto. Centrifugada a 5,000 rpm durante 10 min a 4°C. El
sobrenante recuperado se sometié al proceso de purificacion. Para la
purificacion se utilizd la resina Ni-NTA (QIAGEN), fueron incubados 100 ul de
resina con el extracto celular durante 30 min a 4°C y en agitaciéon. Se
procedié a lavar tres veces la resina con el buffer BC100 (Anexo 1) y
guardando una alicuota. El paso siguiente fue la elusién de la proteina
recombinante, utilizando 100 pl de Buffer de elusiéon (Anexo 1), este proceso
se realizo tres veces. Para verificar la purificacién se corri6 un gel de
poliacrilamida SDS-PAGE al 12% (Anexo 1).

2.3 RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1 Clonacion y secuenciacion de WUSCHEL

Para la clonacién de WUSCHEL se utilizaron los iniciadores wusNdel y
WusHindlll para su amplificacién por medio de la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), se utilizé como plantilla para la amplificacién el veétor
pER10w.

El resultado de la amplificacién por PCR de WUSCHEL fue una banda de 893

pb, siendo del tamafio de fragmento esperado como se observa en la figura
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700 pb —
500 pb —

1 2 3 4

Figura 2.1. Amplificacién por PCR de WUSCHEL. Carril 1: marcador molecular de 100
pb, carril 2 y 3 ampilificacion de WUSCHEL utilizando como templado el vector
pPER10w, carril 4: se utilizo agua como control para verificaciéon de los oliginucteotidos.
Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.

Para corroborar la identidad de la clonas se mandaron a secuenciar
determinando que la secuencia obtenida posee un tamafo de 893 pb. Se
realizé un alineamiento con la secuencia de WUSCHEL de Arabidopsis que se
encuentra en el GenBank (AJ012310). Para el alineamiento se utilizé el
software ClustalW2 disponible en Internet
(www.ebi.ac.uk/tools/clustaw2/index.html), arrojando un porcentaje de
identidad del 98% (Cuadro 2.1).
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2.3.2 Subclonacion de WUSCHEL en el vector de expresion

Para la subclonacién de WUSCHEL se utilizé una de las clonas seleccionadas
que contiene el fragmento de WUSCHEL ligado al vector pCR® 2.1-TOPO®
(WUS-TOPQ) y también el vector de expresién pET11d que posee un
promotor inducible con IPTG, estos dos elementos fueron sometidos a una
doble digestion con las enzimas de restriccion Nde | y Hind lll, la digestion se
llevo a cabo a 37°C durante 6 horas (fig 1.2).

o 2
ITuo
36 g£=
€ = - &N
o -0
O3 -z
= 8
+ o+ Hind ili
M 2+ Ndel

12,216pb

2,036pb ——
1,636pb

1,018pb

Figura 2.2. Doble digestion de la clona que contiene a WUSCHEL ligado al vector pCR
2.1 TOPO (carril 2) y el vector de expresion pET11d (carril 3) utilizando las enzimas de
restriccién Nde | y Hind 1ll. Carril 1. Marcador de peso molecular 1Kb. Gel agarosa al
1% tefido con bromuro de etidio.

42






Para la ligacion de WUS en el vector de expresién se utilizé una proporcion de
1:3 vector-inserto, utilizando la enzima T4 ligasa de Invitrogen para el ensayo

de ligacion, se incubo a 4°C durante toda la noche.

Posteriormente a la terminacién de la ligacién. se procedié a transformar por
choque térmico células competentes E. coli DH5a a 42°C por 90 segundos.
Después de la transformacién las células fueron plagueadas en medio LB agar
utilizando ampicilina a una concentracion de 100 mg/ml, como medio de

seleccion de transformantes.

De la transformacién se obtuvieron algunas colonias las cuales fueron
sometidas al proceso de extraccion de ADN por el método de lisis alcalina
(Sambrook and Russell, 2001).

Para la corroboracién de ligacién del fragmento que corresponde a WUS con
el vector de expresién pET11d, se eligié una clona para someterla a una doble
digestion con las enzimas de restricciéon Nde |y Hind lll. El resultado coincidio
con los resultados obtenidos anteriormente como se mostré en la figura 2.2.

Se puede observar la liberacion del fragmento de 893 pb (Fig. 2.4).
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Figura 2.5. Amplificacion por PCR de WUSCHEL ligado al vector de expresion
pET11d. Carril 1: marcador de peso molecular de 100 pb. Carriles 2: clona que
contiene WUSCHEL ligado al vector de expresién. Carril 3. Amplificacion de
WUSCHEL utilizado como plantilla el vector pER10W. Gel de agarosa al 1% tefiido
con bromuro de etidio.

2.3.3 Expresion y purificacion de WUSCHEL

Para la expresién de WUS se eligié una de las clonas que contienen a WUS
ligado al vector de expresién pET11d (pET11d-6His-Wus), esta clona fue
sometida a extraccién de ADN por medio de lisis alcalina (Sambrook and
Russell, 2001), con el ADN extraido se transformaron células competentes E.
coli BL21[D3(Lys E)], las cuales son necesarias para la expresiéon de la
proteina. La transformacién se realizé por choque térmico por 90 segundos a
42°C. De las clonas obtenidas se seleccion6 una para los experimentos‘ de

expresion.
46












2.5 Referencias

Estudier, F. W., Rosenberg., A. H., Dunn J. J., and Dubendorff J. M.
(1990). Use of T7 RNA polymerease to direct expression of cloned genes.
Methods Enzymol. 185:60-89.

Sambrook J., and Russell D. W. (2001). Molecular cloning a laboratory
Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press. New York. Pp 6.50-6.63.

50






31 Abstract

Cell differentiation depends on the proper and sequential expression of key
genes required for morphogenesis: Several aspects of control are required for
this which include: chromatin modifications, DNA methylation, correct amount
of particular transcription factors, proper nuclear arrangement etc. During the
last few years the homeobox transcription factor WUSCHEL (WUS) has been
shown to cause dedifferentiation when expressed on somatic cells followed by
a production of new stem cells that can lead to somatic embryogenesis or
organogenesis. We found that expression of WUS in coffee plants can induce
calli formation as well as a 400% increase somatic embryo production. The
results show that transgenic expression of the transcription factor WUS can be
useful to increase somatic embryogenesis in heterologous systems. However a
critical developmental stage and additional hormonal requirements are

required for the induction of embryogenesis by WUS in Coffea canephora.

Keywords: Coffea spp., CLAVATA, Homeobox, somatic embryogenesis,
Transcription factor, morphogenesis
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leading to an accumulation of meristem cells and in crease in the size of the
shoot meristem dome (Hamada et al. 2000).

The balance between the rate of cell division and differentiation is crucial for
the ordered transition zones in the meristem. In Arabidopsis, WUS, CLV, and
SHOOT MERISTEMLES (STM) have been implicated in the maintenance of
undifferentiated cells in the meristem (Che et al. 2007; Sablowski 2007). STM
is though to prevent premature recruitment of cells into differentiation
pathways, while WUS is required to keep the pool of stem cells in the central
zone (Scofield et al. 2007). The combined effect of ectopic WUS and STM
have an additive effect on cell division, expression of the central zone and
initiation of organ primordial in Arabidopsis (Scofield et al. 2007).

Loss of WUS function leads to differentiation of stem cells and meristem
termination. By contrast, ectopic WUS has been shown to induce somatic
embryogenesis in some cases (Zuo et al. 2000) and in others to induce ectopic
stem cell identity. During wild type development, WUS expression is initiated in
4 inner apical cells of the 16 cell embryo after several asymmetric divisions
WUS expression is confined to the center of the developing shoot meristem.
Asymmetric expression of WUS is established during or rapidly after cell
division (Laux et al. 1996). Mature embryos express WUS in a small cell group
underneath the two outermost cell layers. CLV 3 functions as a mobile
intercellular signal in the shoot apical meristem that spreads laterally from the
stem cells and acts both on their neighbors and on the stem cells themselves
to repress WUS transcription (Muller 2006). Furthermore WUS has been
shown to be part of a WOX family of proteins. The WOX proteins maintain a
common regulatory sequence between them. The function still unknown in the
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3.3.2 Evaluation of somatic embryo production

For somatic embryo induction, leaf segments were excised with a 1 cm
diameter cork borer and cultured in the Yasuda medium (Yasuda et al. 1985)
modified as follows: 0.784 mM CaCl,, 5.15 mM NH4sNO;, 4.7 mM KNOs, 0.624
mM KH.PO,, 0.5 mM Na,MoO,, 0.375 mM MgSQO,, 50 mM H;BOs3;, 40 mM
MnSO; 7H;O, 0.2 mM CuSOy, 15 mM ZnS0O,, 75.53 mM FeSO,, 74.95 mM
Na,EDTA, 4.86 mM pyridoxin, 8.12 mM nicotinic acid, 29.6 mM thiamine-HCI,
550 mM myo-inositol, 87.64 mM sucrose, 2.5 mM 6-benzil amino purine and
the 5 uM 17-B-estradiol dissolved in DMSO; pH was adjusted to 5.8 and Gelrite
(0.25% w/v) was used as gelling agent. Cultures were incubated under
darkness or 16h light /8h dark photoperiod with a light intensity of 50 umol m
s at 25 + 2 °C (Quiroz-Figueroa et al. 2002). For the evaluation quantification
of the number of embryos per explants was carried out and the number of
embryos per explant from wild type plants was set at 100%.

3.3.3 Plasmid binary constructs

The binary vector generated, pER10W-35SRed, contains the DsRFP reporter
gene under the 35S constitutive and the gene WUSCHEL under an estradiol
inducible transcriptional control (Zuo et al. 2002). The vector was generated by
subcloning the gene DsRFP from pRSET B-RED that contain the DsRFP in
EcoRI-Bam HI (donated by Meredith Gould, Ens Baja California). DsRFP gene
was removed from pRSET B-RED by digesting the plasmidwith Xbal, followed
by a fill in reaction with Klenow fragment and subsequent Hind Il restriction
digestion. The plasmid pCD contains a 35S promoter sequence (Gallie et al.
1989) and the plasmid was digested with Sal | followed by a fill in reaction with
Klenow fragment and a subsequent Hind |l restriction digestion. The DsRed

56






be able to cover the entire length of the embryos with an excitation wavelength
of 546/10nm and filters D600/40.

3.3.6 Genomic DNA extraction and PCR

Coffee leaves (100 mg) were used for genomic DNA extraction using 600 pl
DNA extraction buffer (100 mM Tris-HCI (pH 8), 50 mM EDTA, 2% SDS, 2% B-
mercaptoethanol), following the protocol described by Lin and collaborators
(2001).

PCR reactions were carried out by using the Invitrogene DNA polymerase in
the presence of 1 mM Mg.SO,. The primers used to check the transformed
plants were: 5-ACATATGGAGCCGCCACAG-3 and 5'-
GGAACGTTCTAGTTCAGACG TAGC-3'. The amplification conditions were
95°C for 2 min; 28 cycles of 95°C for 1 min, 56°C for 1 min and 72°C for 1 min
and a final extension step at 72°C for 10 min.

3.3. 7 Southern-blot analysis

Wild type and selected transformed plant Genomic DNA (5 and 50 ug) were
digested with Eco R1 restriction enzyme or Hind lll, separated on a 0.7 %
agarose gel and blotted onto charged nylon membranes (Hybond N+,
Amersham Pharmacia Biotech, England). For the probe labeling and
hybridization we used the Gene Images Alkphos direct labeling and detection
system (Amersham Biosciences, USA) kit according with the manufacturer
instructions. The hybridization was carried on at 65 °C in 2M urea, 0.1% SDS,
150 Mm NaCl. A 850 pb probe was used which contains the gene sequence of
WUSCHEL. The probe was amplified by PCR from the pER10W-35SRed as
template. Utilizing the same primers and conditions used to check transformed
plants.
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3.4 Results

3. 4. 1. Whole coffee plantlets transformed with WUS show unorganized
calli formation

Previous works have shown that WUS overexpression may generate de novo
organ or embryo formation from fully differentiated organs (Zuo et al. 2002;
Gallois et al. 2004). This led to the hypothesis that induced WUS over
expression could be of particular interest for recaicitrant species from which no
efficient in vitro multiplication protocols are yet available. However as a first
step we decided to test this hypothesis introducing WUS from Arabidopsis
thaliana into C. canephora for which the conditions for transformation and
somatic embryogenesis had already been set in our laboratory (Canche-Moo
et al. 2006).

The first transformations of plantlets with Agrobacterium containing the pERW-
35SRED plasmid lead to calli formation around *he plant shoot when grown in
the presence of 17-B-estradiol. However these calli failed to form any type of
embryos or new shoots, as can be seen in figure 3.1. Moreover, calli would
readily form on transformed leaves that had been cut as can be seen in figure
3.1C. Calli formation could be observed around the edge of the incisions but
these calli did not developed further. Cell cultures obtained from this kind of
cali were treated with or without 17B-estradiol to induce further
morphogenesis; however we failed to obtain any organized structures from this
tissues. This initial set of experiments showed that somatic embryo formation
could not be induced by the expression of WUS 11 from whole plants. We
therefore decided to carry out the transformation essays with pERW-35SRED
using somatic embryos assuming they would contain a greater degree of
potentially embryogenic cells. We took advantage of the red fluorescent protein
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Must embryos seen in figure 3.1F showed altered structures that resemble
ectopic meristem center formation on the cotyledons (figure 3.3A). Transversal
dissection of the embryos showed a multitude of dense nuclei cells around the
leaves (figure 3.3B) from which some developed into somatic embryos (figure
3.3C). However, the majority of the embryos did not develop into plants. The
hypocotyls usually got swollen and leaf development, when observed, was
compromised by several distortions and new growths that did not continue to
develop (results not shown). In addition to lateral organs, adventitious shoots
or embryo like structures could also form (figure 3.3C). All vegetative embryo
tissues from the transform plants could produce shoot-like organs or embryo-
like structures, but their further deve'~-ment was impaired. These observations
show that continuous over- -~~~ iion of WUS as a regulatory protein resulits in
malformations and alterativ... . growth. However, we took advantage of the
inducible system to provide a transitory signal, in this case we tested WUS as

a trigger for the genes involved in the developmental switch to embryogenesis.
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embryos were grown on MS media for 16 months into well developed normal
plantlets as seen on figure 3.4. From the plantlets obtained, only those
showing effective transformation with pERW-35SRED were selected for further
study. The above data seem to corroborate that WUS, in addition to its
meristem function described previously (Laux et al. 1996; Mayer et al. 1998), it
can also plays a critical role in promoting or maintaining embryonic potential as
seen by Zuo et al. (2002).
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3.4.2 Roots from transformed plants grown on 17-B-estradiol
supplemented media develop meristem like structures.

Transformed plants with pERW-35SRED obtained as described above were
transferred from MS+NAA+kinetin medium to the same MEDIUM
supplemented with 17-B-estradiol. Roots were excised and submitted to
histological observation. The root tips were often enlarged to give rise to lateral
root primordial-like structures or embryo-like structures, which were unable to
develop further, as seen in figure 3.5. However, after two months the roots
swell into undifferentiated calli. Southern blot from transformed plants was
used to verified insertion of the gene WUS in the selected plant and compared
to a plant transformed with a GFP expression vector (figure 3.5D). High
background is probably due to Wuschel related genes from Coffea. However a
clear band was observed that was absent in the control plant. To verify the
expression on WUS from the selected plant, RT-PCR was carried out. At 28
PCR cycles a difference in the expression was seen with or without estradiol
(figures 3.5E). PCR’s were carried out without a reverse transcription reactions
to verify that amplifications were from mRNA and not from Genomic DNA
contamination. The selected plant showed to expressed the WUS gene in the

roots used for analysis.
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3.4.3 Embryogenic cultures obtained from transformed plants show an
high increase in somatic embryo formation in the presence of 1 7-8-
estradiol.

We also carried out somatic embryogenesis induction with leaves from the
pERW-35SRED transformed plantlets. Explants were excised with a cork borer
from these leaves and were placed in Yasuda medium as described in
materials and Methods. This liquid medium allows normally a small number of
somatic embryos to develop from wild type plants, due to its low cytokinin level.
We found that pERW-35SRED transformed cultures showed a 400% = 30%
increase in somatic embryo formation as compared to cultures obtained from
wild type leaf explants, as seen in fig. 3.6A. These essays were repeated 8
times to check for reproducibility. RNA extraction from transformed parent
plants were was tested for WUS expression via RT-PCR see fig. 3.6B. Total
extracted RNA from selected parent transformed plants and wild type is shown
in fig. 6C. Therefore the increase in somatic embryo formation corresponds to
expression of WUS in these tissues, which its known function is to keep cells
undifferentiated.
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Discussion

Unlike animals most plant organogenesis takes place postembryonically,
allowing plants to modify their development in response to the environment.
The shoot apical meristem (SAM) has the ability to maintain an organized
structure while responding to intrinsic and extrinsic developmental signals. To
accomplish this, a constant pool of slowly dividing undifferentiated stem cells is
maintained within the central zone of the SAM (Kieffer et al. 2006). The
proliferation of stem cells within the SAM must be exactly matched to the rate
at which daughter cells differentiate (Baurle and Laux, 2005; Carles and
Fletcher, 2003; Gross-Hardt and Laux, 2003. Our observation that WUS is
capable of promoting the vegetative-to-embryonic transition, and eventually
somatic embryo formation, suggests that the homeodomain protein can play a
critical role during embryogenesis, in addition to its function in meristem
development. Furthermore this regulatory control appears to work well on a
heterologous system such as Coffea plants. It is Presume that the highly
restrictive expression of WUS hallmarks the putative embryonic organizing
centre which, in turn, may give rise to stem cells during embryogenesis and
later development. (Zou et al. 2002) The mechanism by which WUS prevents
the differentiation of stem cells is unknown. Furthermore, its activity in
dedifferentiating cells may prove unconventional as a way to reorganize
heterochromatin to the level of stem cells when expressed in selected tissues
(Zou et al 2000). This activity is consistent with our results shown in figure one
in which somatic cells dedifferentiates to form calli. Similar to the effect seen
when abnormal added levels of auxins are added in plants (Golz 20086). In
tissue that is not highly differentiated like that of somatic embryos the ectopic
expression of WUS provided an abnormal growth in the majority of the

embryos, this could be due to the effect of WUS on ARF(s) which has a direct
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embryogenesis. Additionally the regulatory pathway in which WUS may be
able to act promoting somatic embryo formation in Arabidopsis seems to be
conserved as it functions in a similar way in Coffea. However, unlike
Arabidopsis that a induction of WUS was all that was necessary for somatic
embryo formation or organogenesis (Zou et al. 2002 and Xu et al. 2005). In
Coffea canephora only an increase in number embryo was observed figure 3.6
and a small percentage of secondary embryos were obtained as seen in figure
3.1E. RT-PCR showed that WUS was also expressed in the absence of 17-8
estradiol. This leaking of transcription can be attributed to the location of the
insertion of this gene in the genome (an euchromatin region) or a cross
reactivity of the estrogen receptive portion interacting with an estrogen like
molecule. This may explain the low difference in embryo formation, between
the induced and non-induced transformed explants seen in figure 3.6A-B.

Acknowledgments
We thank to Fernando Contreras for her technical help and Luis Joel Figueroa

from Accesolab for the contribution of reagents for this study. Dr. Castafio is
partially funded by CONACYT grant 39731-z and CONACYT grant 056001.

74






Kieffer M, Stern Y, Cook H, Clerici E, Maulbetsch C, Laux T, Davies B
(2006). Analysis of the transcription factor WUSCHEL and its functional
homologue in Antirrhinum reveals a potential mechanism for their roles in
meristem maintenance. Plant Cell 18: 560-573.

Imin N, Nizamidin M, Wu T, Rolfe BG (2007) Factors involved in root
formation in Medicago truncatula. J Exp Bot.;58(3):439-51

Laux T, Mayer KF, Berger J, Jiirgens G (1996) The WUSCHEL gene is
required for shoot and floral meristem integrity in Arabidopsis. Development
122:87-96.

Lin RC, Ding ZS, Li LB and Yu T (2001) A rapid and efficient DNA
minipreparation suitable for screening transgenic plants. Plant Molecular
Biology Reporter 19:379a-379e.

Leibfried A, To JPC, Busch W, Stehling S, Kehle A, Demar M, Kieber JJ
and Lohmann JU (2005). WUSCHEL controls meristem function by direct
regulation of cytokinin-inducible response regu'ators. Nature 438:22-29.

Lenhard M and Laux T (2003) Stem cell homeostasis in the Arabidopsis shoot
meristem is regulated by intercellular movement of CLAVATA3 and its
sequestration by CLAVATA1. Development 130:3163-3173.

Lohmann J, Hong R, Hobe M, Busch M, Parcy F, Simon R and Weigel D
(2001) A molecular link between stem cell regulation and floral patterning in
Arabidopsis. Cell 105(6):793-803.

Mayer KFX, Schoof H, Haecker A, Lenhard M, Jiirgens G, Laux T (1998)
Role of WUSCHEL in regulating stem cell fate in the Arabidopsis shoot
meristem. Cell 95:805-815.

Muller R, Borghi L, Kwiatkowska D, Laufs P, Simon R (2006) Dynamic and
compensatory responses of Arabidopsis shoot and floral meristems to CLV3
signaling. Plant Cell 18(5):1188-98.

Nardmann J, Zimmermann R, Durantini D, Kranz E, Werr W (2007) WOX

gene phylogeny in Poaceae: a comparative approach addressing leaf and
embryo development. Mol Biol Evol. 24(11):2474-84.

76






78






Para la expresién y purificacion de WUS recombinante, se lograron las
condiciones de expresién de la proteina y se igualaron los resultados con
respecto a lo reportado por Novagen (Dubendorff y Studier, 1991). Se obtuvo
una proteina con un tamafio aproximado entre 28 y 29 kDa (Fig. 2.7). La
obtencién de la proteina de WUS es de gran importancia ya que este es el
primer paso para futuros estudios a nivel transcripcional.

El sistema de sobre expresion de WUSCHEL en embriones demuestra que
este factor es capaz de promover la transicién vegetativa-embriogénica,
sugiriendo que este factor de transcripcion juega un rol fundamental durante la

embriogénesis cuando se expresa ectdpicamente.

En los estudios de sobreexpresion de WUS el tejido elegido para los
experimentos es de gran importancia, dependiendo del tejido con el que se
trabaje se tendra respuestas fisiolégicamente diferentes por la sobre expresion
de WUS ya que depende mucho del estado de diferenciacion del tejido. En
primera instancia se probé la repuesta en plantas de café, el resultado fue la
desdiferenciaciacion de células somaticas para formar callo, como se observé
en la Figura 3.1. Estos resultados son similares a los efectos anormales que

se observan con un excedente de auxinas en plantas (Golz, 2006).

La mejor induccién de la sobre expresiéon de WUS se observé en embriones
somaticos provocando incremento en su tamafio (Fig 3.2). En algunos
embriones se presentd la formacién ectépica de meristemos y embriones
somaticos como se puede observar en la figura 3.3. Estos resultados
concuerdan con los resultados obtenidos por Zou et al., 2002, donde reporta la

produccién de embriones somaticos en raices transformadas y en los
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gran utilidad a nivel de propagacion de planta in vitro, ya que este sistema se

podria emplear en plantas de interés comercial con dificultad de propagacion.
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1.91 M Gilicina
1% SDS

Buffer de carga Laemmli 3X
4 ml de Tris-HCI 1.5 M, pH 6.8
12 mi de glicerol al 100%

4 ml de SDS al 30%

1m de azul de Bromofenol

Se ajusta a 20 ml con agua destilada.

Gel de separacion

7.5-12 % Acrilamida

0.27 % de Bis-N metil-bis-acrilamida
0.043 % de persulfato de amonio
2.2 mM de TEMED

Gel de empaquetamiento
3.3 % de acrilamida

0.088% de Bis-N, mutilen-bis-acrilamida

0.1% de persulfato de amonio
0.1% de SDS
6.6 mM de TEMED
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