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1 INTRODUÇÃO  

 

As leguminosas (Fabaceae) são um grupo de plantas de variados tipos que 

constituem o reino vegetal e estão representadas por mais de 18.000 espécies no planeta 

(GRESSHOFF et al., 2015). Segundo dados da Organização das Nações Unidas para 

Alimentação e Agricultura – FAO (2020), o Brasil plantou em 2018 dentre as principais 

leguminosas soja, feijão, ervilha e amendoim, uma área de mais de 37 milhões de 

hectares, tendo uma produção de 121 milhões de toneladas. Todos estes legumes 

contribuíram em exportações no mesmo ano à economia brasileira um saldo de US$46 

bilhões. 

A importância das leguminosas se dá por sua utilização em diversas áreas desde 

a alimentação humana (VASANTHAKUMARI; JAGANMOHAN, 2018) e animal 

(VILLALBA; ATES; MACADAM, 2021), produção de fármacos (PATHANIA et al., 

2020), cosméticos (TUNGMUNNITHUM; HANO, 2020), biocombustíveis (UDOP, 

2021), uso como plantas ornamentais (ZULKARNAIN; ELIYANTI; SWARI, 2019) e 

em estudos genéticos (ABEBE et al., 2021; WANG et al., 2021). 

 Quanto aos estudos genéticos é frequente o uso de plantas modelo no intuito de   

facilitar a investigação de fenômenos biológicos específicos. A Arabidopsis thaliana é a 

principal planta modelo utilizada em estudos genéticos, devido ao genoma pequeno, ciclo 

de vida rápido, ampla produção de sementes, fácil transformação genética e a capacidade 

de crescimento em laboratório (MU et al., 2018). Porém, como a A. thaliana  não abrange 

todos os aspectos biológicos das plantas, a  espécie Medicago truncatula é utilizada como 

um modelo alternativo para estudos genéticos voltados para leguminosas (BARKER et 

al., 1990).  

Por esta razão, a espécie M. truncatula tem sido alvo de diversos estudos 

transcriptômicos, cujo o  objetivo é entender os mecanismos moleculares envolvidos no  

crescimento e desenvolvimento da planta (JAUDAL et al., 2020; CHEN et aL., 2021; 

ZHANG et al., 2021). 

Além dos estudos transcriptômicos, as plantas modelos são modificadas 

geneticamente via silenciamento ou superexpressão gênica, que permite compreender a  

função dos genes. Sendo, um dos maiores gargalos desse processo, a embriogênese 

somática, ou seja, a regeneração da planta após o evento de transformação genética.        
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A embriogênese somática é um processo de regeneração in vitro que ocorre 

divisão celular e diferenciação de embriões tal como o desenvolvimento das sementes, 

mas sem necessidade de união sexual entre células germinativas (ZIMMERMAN, 1993). 

Na teoria a ES tem grandes benefícios e vantagens como meio de propagação in vitro 

quando comparado com outros processos de propagação: apresenta alta taxa de 

multiplicação; aumento da produção por meio da manutenção da cultura em meio líquido; 

permite o plantio direto da muda, sem enxertos, pela ES com menor custo de produção e 

possibilita a transferência de genes (CARVALHO et al, 2006). 

 A ES é possivelmente a via de regeneração vegetal mais pesquisada e estudada, 

mas pouco compreendida (FEHÉR, 2015). Entre os genes estudados durante o 

desenvolvimento da ES estão os genes SERKs, identificados pela primeira vez em cultura 

de células embriogênicas de cenoura (SCHIMIDT et al, 1997). Desde então o gene SERK 

têm sido identificados e caracterizados em uma grande variedade de plantas, estando eles 

associados com a capacidade de células individualmente evoluírem a nível de embriões 

(TALAPATRA, GHOSHAL, RAYCHAUDHURI, 2014). 

Assim, considerando a importância da espécie M. truncatula como planta modelo 

para o estudo de leguminosas, este trabalho teve como objetivo analisar o padrão de 

expressão dos genes SERK1, SERK2 e SERK3 durante o processo de embriogênese 

somática em M. truncatula  
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2 OBJETIVO 

 

2.1 Objetivo geral 

Investigar os aspectos moleculares do processo de embriogênese somática em 

Medicago truncatula por meio do estudo transcricional dos genes SERK1, SERK2 e 

SERK3. 

 

2.2 Objetivos específicos 

Analisar a expressão diferencial dos genes SERK1, SERK2 e SERK3 por meio de 

um banco de dados (Gene Expression Atlas) de experimentos desenvolvidos via RNAseq.   

Analisar o perfil de expressão dos genes SERK1, SERK2 e SERK3 via RT-qPCR. 
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3 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

3.1 Planta modelo 

A Arabidopsis thaliana é a principal planta modelo utilizada em estudos genéticos 

devido seu ciclo de vida curto e genoma relativamente pequeno, sendo 10% do seu 

conteúdo repetitivo, o que a torna um organismo ideal para pesquisas em laboratório de 

modo que o conhecimento do estudo dessa espécie propicie aplicações diretas ou indiretas 

à agricultura e à saúde humana (MU; et al, 2018). 

Há mais variedades de plantas modelos como por exemplo a espécie Setaria viridis 

que é frequentemente utilizada como planta modelo em estudos de espécies pertencentes 

à família Poaceae (LI; BRUTNELL, 2011). Semelhante à A. thaliana a Setaria possui um 

genoma pequeno, porte pequeno e é facilmente cultivável (BRUTNELL; WANG; 

SWARTWOO, 2012). Para plantas leguminosas (Fabaceae) é comum o uso da Medicago 

truncatula por se tratar uma espécie anual muito utilizada para estudos de genômica 

funcional cujo genoma é diplóide e apresenta facilidade de transformação (YOUNG; et 

al, 2011).   

A espécie Medicago truncatula surgiu como o modelo ideal para o estudo genético 

em leguminosas, pois apresenta um pequeno genoma (próximo do genoma da Oryza 

sativa, quatro vezes maior do que o da Arabidopsis, mas duas vezes inferior ao da Glycine 

max e dez vezes inferior ao da Pisum sativum), natureza autógama, elevada produção de 

sementes e ciclo de vida curto (ARAÚJO et al., 2004). A espécie M. truncatula tem sido 

estudada já a algumas décadas (CHENG; WANG; LEE et at, 2014) no intuito de se 

elucidar os mecanismos moleculares envolvidos em respostas fisiológicas de 

leguminosas. Yu et al. (2020) por exemplo identificaram genes da família aldo–keto 

reductases (AKRs), que estão relacionados a resposta a estresses abióticos. Zhao e 

colaboradores (2019) identificaram um conjunto de RNAs não codificantes longos 

(lncRNAs) responsivos ao frio.  

Uma característica importante da planta modelo M. truncatula é a sua grande 

biodiversidade (KALLALA; et al, 2019). Neste sentido, muitos genótipos de M. 

truncatula já foram investigados quanto aos mecanismos de tolerância a diferentes 

estresses abióticos como: estresse hídrico (BADRI; ARRAOUADI; HUGUET, 2010) e 

salino (MHAADHBI; DJÉBALI; CHIHAOUI, 2011) e estresses bióticos  (CHUHAOUI; 

et al., 2014). 
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3.2 Embriogênese somática 

As plantas por meio das células vegetais são dotadas de habilidades únicas que 

viabilizam mudanças em seu programa de desenvolvimento, ou seja, podem alterar o 

curso do desenvolvimento vegetativo para o embrionário em etapas conhecidas como 

embriogênese somática (ZAVATTIERI et al., 2010). Durante a embriogênese, as células 

somáticas do explante passam pelos estágios da indução e desdiferenciação sendo que 

não há nenhum entendimento entre autores quanto à terminologia referente às etapas entre 

as espécies associadas (JIMÉNEZ, 2010). O estágio de indução é uma via direta em que 

células somáticas diferenciadas adquirem competência embriogênica (sem uma etapa de 

desdiferenciação), ao passo que a desdiferenciação é uma via indireta que envolve 

normalmente a fase de calo (JIMÉNEZ, 2001). As alterações nas células vegetais em cada 

uma dessas etapas ocorrem em nível genético, epigenético, proteômico e bioquímico, o 

que resulta em sua desdiferenciação para o estado meristemático e depois diferenciação 

em embriões somáticos (SUPRASANNA; BAPAT, 2005).  

A ES é, portanto, o processo pelo qual células somáticas evoluem ao nível de 

estruturas semelhantes a embriões zigóticos, sem fusão de células germinativas, com uma 

série de fases embriológicas peculiares (JIMÉNEZ, 2001). O fato do desenvolvimento 

embrionário somático ocorrer em geral por meio dos mesmos estágios do 

desenvolvimento do embrião zigótico, favorece o uso da ES como modelo para o estudo 

da embriogênese (TVOROGOVA et al., 2019). 

 Além do mais a ES pode ser aplicada nos processos de transformação de plantas, 

micropropagação (BRETON; COMU; CHRIQUI, 2004) e produção de sementes 

artificiais (CHERUVATHUR; KUMAR; THOMAS, 2013), fazendo com que seja um 

dos sistemas de regeneração de plantas mais explorado, entretanto, em razão dos 

complexos processos celulares, os mecanismos de indução e regulação ainda não foram 

totalmente interpretados (ORŁOWSKA; KĘPCZYŃSKA, 2020). 

 

 

3.3 Genes relacionados à embriogênese somática 

Dentre os mecanismos de indução e regulação da ES, estão os mecanismos 

genéticos, contudo, a cascata genética que induz a desdiferenciação celular e o 

desenvolvimento de embriões somáticos não estão totalmente compreendidos (FEHÉR, 

2015; TVOROGOVA; KRASNOPEROVA; KUDRIASHOV et al, 2019). Sabe-se, 

entretanto, até o momento que a correlação com ES foi estabelecida pelos genes LEAFY 
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COTYLEDON 1 e LEAFY COTYLEDONY 2 (LEC1 e LEC2), (KWONG; et al, 2003) 

AGAMOUS-LIKE 15 (AGL15) (ADAMCZYK; LEHTI-SHIU; FERNANDEZ, 2007), 

BABY BOOM (BBM) (GALINHA; et al, 2007), SOMATIC EMBRYOGENESIS 

RECEPTOR KINASE (SERK) (ALBRECHT; et al, 2008), WUSCHEL-RELATED 

HOMEOBOX (WOX) (SU; et al, 2009) e outros genes (FEHÉR, 2015). 

No desenvolvimento da planta, bem como na ES, estes genes assumem diferentes 

papéis como fatores de transcrição, associação ao desenvolvimento e maturação da 

semente (SANTOS-MENDOZA; et al, 2008), crescimento de órgão primordiais 

(GALINHA; et al, 2007) e sinalização de hormônios e morfogênese (ALBRECHT; et al, 

2008).  

Segundo Orłowska et al. (2017), em Medicago truncatula, o gene LEC1 e seu 

homólogo L1L são responsáveis pelos estágios finais do desenvolvimento, sendo estes 

conhecidos como genes marcadores desta etapa. Podem estar também associados à 

aquisição de competência embriogênica por células somáticas sendo os principais 

acontecimentos na indução de ES. Durante a ES a expressão do gene LEC1 demonstrou 

alteração no programa de desenvolvimento de células como protoplastos em Medicago 

sativa (DOMOKI et al., 2006), folhas de mudas de Coffea canephora (NIC-CAN et al., 

2013), hipocótilo de Daucus carota (YAZAWA et al., 2004) e embriões imaturos de Zea 

mays e Arabidopsis thaliana (ZHANG et al., 2002; GAJ et al., 2005). 

Entre os reguladores da ES, as proteínas da família WOX também desempenham 

papéis importantes. O WOX (HOMEOBOX RELACIONADO COM WUSCHEL) é uma 

família de fatores de transcrição (TFs) contendo homeodomínio. A atividade dos 

diferentes genes WOX estão presentes em diferentes órgãos e tecidos vegetais, mantendo 

o desempenho do meristema além de regular a proliferação e diferenciação celular 

(TVOROGOVA et al., 2019). 

Outro gene identificado capaz de converter células somáticas em embriogênicas 

ou totipotentes é o gene conhecido como BABY BOOM (BBM) (HORSTMAN; LI; 

HEIDMANN et al, 2017). O gene AGL15 que é um  fator de transcrição da família 

MADS-Box (LEHTI-SHIU et al, 2005) também é descrito durante a indução da ES 

(ADAMCZYK; LEHTI-SHIU; FERNANDEZ, 2007). 

 

3.4 Genes SERK 

 A primeira vez que o gene SERK foi identificado foi há mais de duas décadas em 

culturas de células embriogênicas de cenoura (Daucus carota) (SCHMIDT et al., 1997), 
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a descoberta do gene em tecidos embriogênicos gerou seu nome SERK-Somatic 

embryogenesis receptor-like kinase (CUEVA-AGILA et al., 2020). Desde então, o 

mesmo é descrito na literatura durante diversos processos em plantas, como em respostas 

a estresses abióticos e bióticos (LI et al., 2017a), crescimento e produtividade (SINGH; 

KHURANA, 2017), desenvolvimento de anteras (LI et al., 2017b), desen volvimento 

vascular (ZHANG et al., 2016) e outros. 

A expressão do gene SERK durante a embriogênese somática já foi relatada para 

diferentes espécies (CUEVA-AGILA et al., 2020; GHAI et al., 2020; KOEHLER et al., 

2020).  A sua expressão é observada desde o estágio celular competente até o estágio 

globular de embriões somáticos (CHUGH e KHURANA, 2002).  

Com base no número de cópias encontradas em algumas espécies, sugere-se no 

geral que o SERK está vinculado a uma família de genes que tem preferência de expressão 

durante a indução de ES e provavelmente em embriogênese zigótica (HECHT; VIELLE-

CALZADA; HARTOG et al, 2001). Achados na literatura demonstraram que a regulação 

positiva do gene SERK específico pode ter relação de totipotência em diferentes espécies 

de plantas, bem como sugere-se que o SERK pode ser útil como um marcador molecular 

para distinção de células competentes e não competentes (PILARSKA, MALEC, et al., 

2016). 

Em A. thaliana a expressão do gene SERK1 foi detectada em células com 

competência embriogênica, em células embriogênicas e embriões somáticos iniciais, 

além disso, sua expressão pode ser observada também antes da fertilização de óvulos e 

ao longo do desenvolvimento do embrião zigótico (HECHT et al., 2001). No milho (Zea 

mays), o gene SERK é expresso em diferentes tecidos, como células embriogênicas, 

estágios tardios do embrião, óvulos e folhas (BAUDINO et al., 2001). Na soja (Glycine 

max) o gene SERK foi isolado e caracterizado tendo sua localização subcelular 

identificada ao nível de uma proteína ligada à membrana plasmática (YANG et al., 2011). 

Em algodão (Gossypium hirsutum L.) uma sonda do gene GhSERK1 foi utilizada para 

estimar a capacidade embriogênica somática em genótipos de algodão visando a 

diminuição de custos e celeridade nos procedimentos em ensaios de tecidos da cultura  

(DA CUNHA SOARES et al., 2018). 

Em Medicago truncatula, a expressão foi observada em diferentes estágios do 

desenvolvimento embrionário (NOLAN, IRWANTO, ROSE, 2003). 
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3.5 Transformação genética  

A transformação genética é uma técnica comum para melhoramento de produção e 

aumento da atividade das plantas (LORENCE; VERPOORTE, 2004). O método de 

transformação genética no gênero Medicago compreende a introdução de DNA por meio 

do sistema Agrobacterium tumefaciens sendo este amplamente utilizado para inserção de 

genes de interesse agronômico ou para pesquisas em leguminosas (IANTCHEVA; 

VLAHOVA; ATANASSOV, 2005). Thomas et al. (1992) foram os primeiros a conseguir 

com êxito a transformação genética em Medicago truncatula utilizando um plasmídeo e 

um vetor binário com gene de resistência. 

Existem diversos mutantes de Medicago truncatula, como os utilizados por  

Arraouadi et al (2011) para demonstração de resposta a estresse por NaCl. Além disso, 

as linhagens mutantes da Medicago truncatula também são estudadas para investigação 

genética das propriedades simbióticas, marcadores morfológicos e capacidade de 

regeneração e transformação a exemplo da linhagem R-108-1 e Jamelong J5 (CERBAH 

et al, 1999). 

Tadege et al (2008) escolheu a linhagem transgênica da M. truncatula Tnk88-7-7 

contendo inserções da Nicotiana tabacum do tipo 1 (Tnt1) para geração de uma grande 

quantidade de linhagens mutantes por embriogênese somática a partir de explantes 

foliares. Rahoui et al (2016) utilizou cinco linhagens de M. truncatula para avaliar 

respostas e estresse induzido por cádmio nos sistemas antioxidantes e diferenciação em 

raízes da espécie. 
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4 PERSPECTIVAS  

 

Como demonstrado a Medicago truncatula é uma planta modelo muito estudada 

em razão da sua capacidade genética e agronômica. Neste sentido, em virtude da 

disponibilidade das ferramentas biotecnológicas e de bioinformática há um desejo por 

mais compreensão dos processos genéticos e de como estes podem ajudar no 

esclarecimento das rotas bioquímicas, bem como no melhoramento de leguminosas 

importantes do ponto de vista econômico.  
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1 RESUMO 

A embriogênese somática é uma técnica da cultura de tecidos que possibilita a 

regeneração de plantas, o que a torna essencial para o avanço do melhoramento genético 

vegetal. Entre os genes envolvidos durante o processo de embriogênese somática, os 

genes SERKs já foram identificados e caracterizados em diversas espécies. A espécie 

Medicago truncatula é utilizada como planta modelo para estudos genéticos voltados para 

leguminosas, dessa maneira, no intuito de se entender melhor o processo de embriogênese 

somática em leguminosas, este trabalho teve por objetivo analisar a expressão dos genes 

SERK1, SERK2 e SERK3  durante a embriogênese somática em duas linhagens (M9-10a, 

embriogênica e M9, que apresenta baixo potencial embriogênico) de  M. truncatula. Na 

análise in silico foi utilizado o banco de dados Gene Expression Atlas de Medicago 

truncatula e a análise da expressão relativa foi realizada via RT-qPCR. Nossos resultados 

sugerem que dos três genes analisados o gene MtSERK1 é o principal envolvido na 

indução da embriogênese somática em M. truncatula, devido a sua expressão mais 

elevada na linhagem embriogênica e a baixa expressão na linhagem não embriogênica.  

 

Palavras chave: Planta modelo. Expressão gênica. RT-qPCR. 
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2 ABSTRACT 

Somatic embryogenesis is a tissue culture technique that enables the regeneration 

of plants, making it essential for the advancement of plant genetic improvement. Among 

the genes involved in the process of somatic embryogenesis, SERKs genes have already 

been identified and characterized in several species. The Medicago truncatula species is 

used as a model plant for genetic studies aimed at legumes, thus, in order to better 

understand the process of somatic embryogenesis in legumes, this study aimed to analyze 

the expression of SERK1, SERK2 and SERK3 genes during somatic embryogenesis in 

two strains (M9-10a, embryogenic and M9, which has low embryogenic potential) of M. 

truncatula. In silico analysis, the Gene Expression Atlas database  from Medicago 

truncatula was used and the relative expression analysis was performed via RT-qPCR. 

Our results suggest that of the three genes analyzed, the MtSERK1 gene is the main one 

involved in the induction of somatic embryogenesis in M. truncatula, due to its higher 

expression in the embryogenic lineage and its low expression in the non-embryogenic 

lineage. 

 

Key words: Model plant. Gene expression. RT-qPCR. 
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3 INTRODUÇÃO  

 

A embriogênese somática foi descrita há mais de 50 anos (STEWARDE; MAPE; 

SMITH, 1958) e é uma técnica da cultura de tecidos que possibilita a regeneração de 

plantas (IBRAHIM; FAHMY; AHMED, 2019). Por meio da embriogênese somática 

ocorre a divisão das células e a diferenciação em embriões, semelhante ao 

desenvolvimento de embriões zigóticos, porém sem a fusão de gametas (ZIMMERMAN, 

1993). Por representar a base do avanço do melhoramento vegetal por meio da engenharia 

genética (IBRAHIM; FAHMY; AHMED, 2019), a embriogênese somática vem sendo 

estudado há décadas (KOMAMINE et al., 1992) no intuito de se entender os mecanismos 

morfológicos (RUYUE et al., 2019), fisiológicos (PENG et al., 2020) e moleculares 

envolvidos ao longo do processo (BARRETO et al., 2019). 

Entre as proteínas envolvidas na embriogênese somática, as proteinas SERKs 

(Somatic Embryogenesis Receptor-Like Kinase), pertencentes a subfamília Leucine-rich 

repeat receptor-like kinases (LRRII-RLKs) (ITO; TAKAYA; KURATA, 2005) 

desempenham um papel importante (KUMAR; STADEN, 2019). As proteínas SERKs 

são caracterizadas pela presença de domínio N-terminal com  repetições ricas em leucina, 

um domínio rico em prolina e um domínio transmembrana único (Schmidt et al., 1997; 

HECHT et al., 2001). 

 A primeira vez que o gene SERK foi identificado foi há mais de duas décadas em 

culturas de células embriogênicas de cenoura (Daucus carota), como genes marcadores 

(Schmidt et al., 1997). Desde então, a identificação e caracterização desses genes durante 

o processo de embriogênese somática vem sendo descrita para diversas espécies (KARIM 

et al., 2018; PORRAS-MURILLO; ANDRADE-TORRES; SOLÍS-RAMOS, 2018; LI et 

al., 2019; CUEVA-AGILA et al., 2020; ZHANG et al., 2020). 

Dentre as espécies em que os genes SERKs já foram identificados está a espécie  

Medicago truncatula (NOLAN; IRWANTO; ROSE, 2003; NOLAN; KURDYUKOV; 

ROSE, 2009; NOLAN; KURDYUKOV; ROSE, 2011). É comum o uso da espécie de M. 

truncatula como um modelo alternativo para estudos genéticos voltados para leguminosas 

(BARKER et al., 1990), que são um grupo de plantas de grande importância devido a sua 

utilização em diversas áreas, como alimentação humana (VASANTHAKUMARI; 

JAGANMOHAN, 2018) e animal (VILLALBA; ATES; MACADAM, 2021), produção 

de fármacos (PATHANIA et al., 2020), cosméticos (TUNGMUNNITHUM; HANO, 
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2020), biocombustíveis (UDOP, 2021) e uso como plantas ornamentais (ZULKARNAIN; 

ELIYANTI; SWARI, 2019). 

Embora alguns trabalhos tenham avaliado o perfil de expressão dos genes SERKs 

durante a indução de embriogênese somática em M. truncatula, esse é o primeiro estudo 

com duas linhagens contrastantes (M9-10a, embriogênica e M9, que apresenta baixo 

potencial embriogênico). Assim, diante da importância da espécie de M. truncatula como 

planta modelo para pesquisas em leguminosas,  este estudo teve por objetivo analisar a 

expressão dos genes SERK1, SERK2 e SERK3  durante a embriogênese somática em duas 

linhagens de  M. truncatula. 

 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS  

 

4.1 Análise in sílico 

 

Na análise in silico foram utilizadas as sequências dos genes MtSERK1, 

MtSERK2 e MtSERK3  identificadas por Norlan, Kurdyukov e Rose (2011) e a análise de 

expressão foi realizada por meio do banco de dados Gene Expression Atlas de Medicago 

truncatula (MtGEA https://medicago.toulouse.inrae.fr/MtExpress) (BENEDITO et al., 

2008).  

 

4.2 Material vegetal, condições de cultivo e delineamento experimental 

 

O trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Análises Moleculares da 

Universidade Federal do Tocantins (LAM-UFT) em parceria com o Laboratório de 

Genética Funcional de Plantas da West Virginia University (WVU-USA). Foram 

utilizadas sementes escarificadas e esterilizadas de dois genótipos (M9-10a e M9)  de 

Medicago truncatula. O processo de escarificação foi executado em capela de exaustão, 

no qual iniciou-se com a imersão das sementes em ácido sulfúrico concentrado, por 10 

minutos. Em seguida, as sementes foram lavadas por três vezes em água destilada fria 

(4°C), sendo então levadas para câmara de fluxo laminar, onde foi realizado a 

esterilização com solução de hipoclorito de sódio a 2% e detergente (10 μL de Tween 20) 

por 10 minutos. Logo após, as sementes foram lavadas por quatro vezes  com água 
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destilada autoclavada e colocadas em placas de Petri forradas com papel de filtro 

autoclavado. 

Posteriormente, as sementes foram transferidas para um frasco (1 semente/frasco) 

contendo 40 mL de meio com sais MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado 

com 3% de sacarose. Após a adição de sacarose o pH foi ajustado para 5,8 com KOH 

0,1M. Adicionou-se então  0,7 % de ágar e o meio foi autoclavado. Para a vernalização 

das sementes, os frascos foram mantidos no escuro por três dias a 4°C e depois 

transferidas para uma câmara de crescimento a temperatura de 24/22°C (dia/noite),  com 

fotoperíodo de 16 horas de luz e intensidade luminosa de 100 μmol m-2  s -1  produzido 

por lâmpadas fluorescentes de espectro total. 

Após 45 dias de cultivo, foram coletadas folhas completamente expandidas 

(explantes) e realizado o cultivo in vitro em placas de Petri contendo 25 mL de meio de 

cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com 3 % de sacarose, 0,7% 

de ágar, 0,2 mg/L de zeatina, 0,1 mg/L de 2,4-D. Posteriormente, as placas de Petri foram 

incubadas sob fotoperíodo de 16h e irradiância de 100 μmol m-2  s -1 a 24° C até a coleta 

do material. Foi realizado a excisão e coleta dos calos que proliferaram nas margens dos 

cortes das folhas, os mesmos foram imediatamente congelados em nitrogênio líquido e 

armazenados a -80°C.  

Foram utilizadas duas linhagens [M9-10a (embriogênica) e M9 (baixo potencial 

embriogênico) (SANTOS; FEVEREIRO, 2002)], de Medicago truncatula  e o 

experimento foi realizado com três repetições biológicas, sendo que cada repetição 

biológica foi formada por três placas de Petri contendo cinco explantes cada uma. Cada 

linhagem foi avaliada em 10 tempos de cultivo (0, 2, 6, 12, 24, 48, 96, 120, 240, 336 

horas) em um delineamento inteiramente casualizado. 

 

4.3 Extração de RNA e síntese de cDNA 

 

A extração de RNA foi realizada com o kit mirVana (Ambion), de acordo com as 

recomendações do fabricante. Posteriormente, as amostras foram tratadas com DNA-free 

kit (Ambion), para eliminação do DNA residual. Em seguida, a quantidade e qualidade 

do RNA foram analisadas em espectrofotômetro, e a integridade verificada em gel de 

agarose a 1%. Para a síntese de cDNA foi utilizado o kit SuperScript III Reverse 

Transcriptase (Life Technologies). As amostras foram então armazenadas em freezer a -

20°C. 
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4.4 Desenho de primers e PCR em tempo real 

 

Os primers foram desenhados utilizando o programa Primer Express v2.0 da 

Applied Biosystems e as sequências dos genes MtSERK1, MtSERK2 e MtSERK3 

empregadas foram as sequências identificadas por Norlan, Kurdyukov e Rose (2011) 

(Tabela 1). 

 

Tabela 1- Primers utilizados na RT-qPCR 

 

Gene 
 Primer sequence (5’ – 

3’) 

 

Amplicon (pb) Amplificati

on 

efficiency 

(%) 

MtSERK1 F: GGCACCTCATCCCAATTCTG 

    R: CTGACAATGTCATCTTGGACCAG 

82  90 

MtSERK2 F: TCCAGCCAGATGAACTCTCAG 

R: TCAGGCAGAGGAAAAAGGATTGT 

92 100  

MtSERK3 

  

 

ACTIN2 

  

 

UBIQUITIN 

F: GAACGTAATGGCTCTCAACCTCC 

R: AAGTAAGCAATCCCCCTGGC 

 

F: TCAATGTGCCTGCCATGTATGT 

R: ACTCACACCGTCACCAGAATCC 

  

F: GCAGATAGACACGCTGGGA 

83 

  

 

100 

 

  

100 

 93 

  

 

91 

 

  

93 
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HELICASE 

  

R: AACTCTTGGGCAGGCAATAA 

  

F:GTACGAGGTCGGTGCTCTTGAA 

R: GCAACCGAAAATTGCACCATAC 

 

  

100 

 

  

99 

 

Para a análise da expressão gênica quantitativa por RT-qPCR foi utilizado o 

termociclador modelo ABI PRISM 7500 Real-Time PCR (Applied Biosystems), usando 

SYBR Green, e o cDNA foi obtido a partir do RNA extraído dos explantes nos 10 tempos 

de cultivo. As condições térmicas da reação foram 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C, 

seguidos por 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C, encerrando com 15 

segundos a 95°C. Os dados foram coletados e armazenados no programa 7500 Fast 

Software (Versão 2.1).  

Foram utilizados para cada reação 1,0 μL de cDNA (diluído 1:5), 3,6μL de água, 

0,2 μL de cada primer a 10μM e 5,0μL de Master Mix PowerUp SYBR green UDG com 

ROX (Invitrogen). As amostras foram processadas em tréplicas técnicas e os resultados 

normalizados usando Cqs (Ciclo de quantificação) obtidos pela expressão dos genes de 

referência ACTIN2, UBIQUITIN e HELICASE (Kakar et al. 2008 ) (Tabela 1). A fórmula  

usada para calcular a expressão relativa foi a descrita por Pfaffl (2001). 

 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Indução da Embriogênese Somática 

 

Para investigar o perfil transcricional dos genes MtSERK1, MtSERK2 e MtSERK3 

durante a embriogênese somática foram utilizadas duas linhagens de M. truncatula.  As 

linhagens foram M9, considerada de baixo potencial embriogênico e a linhagem M9-10a 

que é uma linhagem derivada a partir da M9, porém caracterizada por ter alto potencial 

embriogênico (SANTOS; FEVEREIRO, 2002). Como esperado, as  linhagens 

apresentaram comportamentos distintos ao longo do tempo de cultivo, mesmo sendo 

submetidas às mesmas condições, semelhante ao descrito por Barreto et al. (2019), 

confirmando que a competência embriogênica está correlacionada ao genótipo (DAS 

NEVES et al., 1999). Após 20 dias de cultivo, na linhagem M9-10a já era possível 
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observar uma grande quantidade de embriões somáticos, diferente da linhagem M9 

(Figura 1).  

 

Figura 1 - Comparação da indução de embriogênese somática entre a linhagem M9-10a 

(alto potencial embriogênico) e a linhagem M9 (baixo potencial embriogênico) na planta 

modelo M. truncatula. 

 

Devido ao comportamento embriogênico diferente dessas duas linhagens, as 

mesmas já foram utilizadas em estudos cujo o objetivo era elucidar as vias de biossíntese 

de giberelina durante a indução de embriogênese somática (IGIELSKI; KEPCZYNSKA, 

2017). Igielski e Kępczyńska (2017) em suas análises não notaram a formação de 

embriões a partir da linhagem M9, além disso, seus resultados sugerem que 

principalmente a giberelina 3 (GA3) participa da indução de embriogênese somática em 

M. truncatula. 

   

5.2 Analise in silico 

 

Na análise in silico foram utilizadas as sequências dos genes MtSERK1, 

MtSERK2 e MtSERK3  identificadas por Norlan, Kurdyukov e Rose (2011) submetidas 

ao banco de dados Gene Expression Atlas de Medicago truncatula (MtGEA). O MtGEA 
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é uma plataforma que permite análises de dados de transcrição em diferentes tecidos e 

condições da espécie M. truncatula (HE et al., 2009).  

A partir da análise feita no MtGEA foi possível identificar a expressão dos genes 

MtSERK1 e MtSERK2 (nomeado no banco de dados como MtBAK1)  em diferentes 

bibliotecas (Figura 2) disponibilizadas por Benedito et al. (2008) e Imin et al. (2008). 

Porém, em relação à expressão do gene MtSERK3 não foi identificado em nenhum dos 

tecidos analisados. Ao explorar o perfil de expressão do  MtSERK1 nos diferentes tecidos, 

observamos que os níveis mais elevados ocorrem durante o desenvolvimento de 

sementes, sugerindo seu envolvimento durante a embriogênese zigótica (IMIN et al., 

2008) e em explantes foliares (Figura 2-A). Nos tecidos foliares foi possível observar que 

a expressão do gene MtSERK1 é regulada positivamente  na presença de auxina (NAA) e 

citocinina (BAP) (Figura 2-A), esses resultados corroboram com os descritos por Nolan, 

Irwanto e Rose (2003) que afirmam que a presença de auxina juntamente com a citocinina 

no meio favorecem a formação de calos e embriões somáticos, e induz a expressão do 

gene MtSERK1, tanto na linhagem embriogênica (2HA) como na linhagem de baixo 

potencial embriogênica (Jemalong). 

 Quanto ao perfil de expressão apresentado pelo MtSERK2 (MtBAK1), os níveis 

mais elevados foram detectados nos tecidos foliares no meio contendo auxina (NAA) e 

em nódulos radiculares (Figura 2-B). 
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Figura 2- Perfil de expressão no MtGEA (Medicago truncatula Gene Expression 

Atlas - http://mtgea.noble.org/v3/) dos genes  MtSERK1 (Mtr.43625.1.S1_at) e  MtSERK2 

(Mtr.37421.1.S1_at) em alguns órgãos. 

 

5.3 Expressão gênica (RT-qPCR) 

 

Na análise de expressão relativa dos genes MtSERK1, MtSERK2 e MtSERK3 foi 

possível observar uma variação de expressão nas duas linhagens analisadas, indicando 

dessa maneira diferenças em suas funções. O gene MtSERK1 na linhagem embriogênica 

(M9-10a) por exemplo, foi mais expresso que o gene MtSERK2 durante todo o período 

de cultivo in vitro (Figura 3-A e B).  

Ao se analisar individualmente cada gene, nota-se que o gene MtSERK1 foi 

expresso em ambas as linhagens, porém, a sua maior expressão foi na linhagem 

embriogênica (M9-10a), desde as primeiras horas de cultivo in vitro, atingindo os maiores 

http://mtgea.noble.org/v3/
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níveis de expressão em 240 h de cultivo (10 dias). Já na linhagem de baixo potencial 

embriogênico (M9) os níveis de expressão foram baixos, ocorrendo um pequeno aumento 

a partir das 240 h de cultivo, contudo, ainda assim os níveis de expressão do MtSERK1 

na linhagem embriogênica foi 100 vezes maior do que na linhagem não embriogênica 

nesse período (Figura 3-A).  

Estes resultados diferem dos descritos por Nolan, Irwanto e Rose (2003) ao 

analisarem duas linhagens de M. truncatula, pois afirmam que a capacidade embriogênica 

reduzida de uma das linhagens não gerou diferença significativa na expressão do 

MtSERK1. Todavia, o padrão de expressão do MtSERK1 aqui descrito é semelhante aos 

apresentados por seus homólogos em outras espécies de plantas, como em A. thaliana 

(HECHT et al., 2001), Cocos nucifera (PEREZ-NUNEZ et al., 2009) Ananas comosus 

(MA et al., 2012) e Cedrela odorata  (PORRAS-MURILLO; ANDRADE-TORRES; 

SOLÍS-RAMOS, 2018), onde a sua expressão é ausente ou extremamente baixa em 

tecidos não embriogênicos. 

Assim como o gene MtSERK1, o gene MtSERK2 foi expresso nas duas linhagens, 

mas os maiores níveis de expressão foram observados na linhagem de baixo potencial 

embriogênico (M9) nas 12 horas de cultivo. Entretanto, a sua expressão mesmo na 

linhagem não embriogênica foi baixa (Figura 3-B).   

Em relação aos tecidos embriogênicos a expressão do SERK2 já foi relatada 

também para outras espécies como Zea mays (BAUDINO et al., 2001), Garcinia 

mangostana (MAHDAVI-DARVARI; NOOR, 2017) e Cedrela odorata (PORRAS-

MURILLO; ANDRADE-TORRES; SOLÍS-RAMOS, 2018). Em Zea mays e Cedrela 

odorata a sua expressão além de ser detectada em tecidos embriogênicos, foi relatada em 

tecidos não embriogênicos também, sendo considerada em ambos os tecidos 

relativamente uniforme (BAUDINO et al., 2001; PORRAS-MURILLO; ANDRADE-

TORRES; SOLÍS-RAMOS, 2018), diferente do perfil de expressão apresentado pelo 

MtSERK2  que mostrou grande variação entre as duas linhagens (Figura 3-B).  

Quanto à expressão do gene MtSERK3 é possível observar que a mesma é 

parcialmente uniforme nas linhagens estudadas, com maiores níveis de expressão nas 

duas primeiras horas de cultivo (Figura 3-C). Schellenbaum et al. (2008) analisaram o 

padrão de expressão do SERK3 em tecidos embriogênicos de Vitis vinifera e observaram 

uma expressão estável durante as primeiras fases de cultura in vitro. Além disso, os 

resultados aqui apresentados corroboram com os descritos por Nolan, Kurdyukov e Rose 
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(2011) para M. truncatula, que relataram uma expressão do MtSERK3 semelhante nos 

dois genótipos analisados. 

 

Figura 3 - Perfil da expressão dos genes MtSERK1, MtSERK2 e MtSERK3 em explantes 

de folhas das linhagens M9-10a (alto potencial embriogênico) e M9 (baixo potencial 

embriogênico) de Medicago truncatula por RT-qPCR durante 336 horas de cultivo de 

indução de embriogênese somática. O eixo x representa o período de cultivo e o eixo y 

representa a expressão relativa. As barras de erro representam erros padrão de triplicatas 

biológicas. A expressão de cada gene foi normalizada usando três genes de referência (β 

- ACTIN, UBIQUITIN e HELICASE). 

 

 

 



 
 

42 
 

6 CONCLUSÃO 

 

Por meio deste estudo foi possível a caracterização transcricional dos genes 

MtSERK1, MtSERK2 e MtSERK3 em duas linhagens com alto e baixo potencial 

embriogênico de Medicago truncatula.  Os resultados obtidos sugerem que dos três genes 

analisados, o gene MtSERK1 é o principal envolvido na indução da embriogênese 

somática em M. truncatula, devido a sua expressão mais elevada na linhagem 

embriogênica e a baixa expressão na linhagem não embriogênica. 
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