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1  INTRODUCAO

As leguminosas (Fabaceae) sdo um grupo de plantas de variados tipos que
constituem o reino vegetal e estdo representadas por mais de 18.000 espécies no planeta
(GRESSHOFF et al., 2015). Segundo dados da Organizacao das Nacdes Unidas para
Alimentacdo e Agricultura— FAO (2020), o Brasil plantou em 2018 dentre as principais
leguminosas soja, feijao, ervilha e amendoim, uma area de mais de 37 milhdes de
hectares, tendo uma producdo de 121 milhdes de toneladas. Todos estes legumes
contribuiram em exportagfes no mesmo ano a economia brasileira um saldo de US$46
bilhdes.

A importancia das leguminosas se da por sua utilizacdo em diversas areas desde
a alimentagdo humana (VASANTHAKUMARI; JAGANMOHAN, 2018) e animal
(VILLALBA; ATES; MACADAM, 2021), producdo de farmacos (PATHANIA et al.,
2020), cosméticos (TUNGMUNNITHUM; HANO, 2020), biocombustiveis (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 investigacdo de fendmenos bioldgicos especificos. A Arabidopsis thaliana é a
principal plantamodelo utilizada em estudos genéticos, devido ao genoma pequeno, ciclo
de vida rapido, ampla producéo de sementes, facil transformag&o genética e a capacidade
de crescimento em laboratério (MU et al., 2018). Porém, como a A. thaliana nao abrange
todos osaspectos biologicos das plantas, a especie Medicago truncatula é utilizada como
um modelo alternativo para estudos genéticos voltados para leguminosas (BARKER et
al., 1990).

Por esta razdo, a espéecie M. truncatula tem sido alvo de diversos estudos
transcriptdmicos, 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 transcriptomicos, as plantas modelos sdo modificadas
geneticamente via silenciamento ou superexpressdo génica, que permite compreender a
funcdo dos genes. Sendo, um dos maiores gargalos desse processo, a embriogénese

somatica, ou seja, a regeneracdo da planta apds o evento de transformacéo genética.



A embriogénese somatica € um processo de regeneragdo in vitro que ocorre
divisdo celular e diferenciacéo de embrides tal como o desenvolvimento das sementes,
mas sem necessidade de unido sexual entre células germinativas (ZIMMERMAN, 1993).
Na teoria a ES tem grandes beneficios e vantagens como meio de propagacao in vitro
quando comparado com outros processos de propagacdo: apresenta alta taxa de
multiplicacdo; aumento da producao por meio da manutencdo da culturaem meio liquido;
permite o plantio direto da muda, sem enxertos, pela ES com menor custo de producdo e
possibilita a transferéncia de genes (CARVALHO et al, 2006).

A ES € possivelmente a via de regeneracdo vegetal mais pesquisada e estudada,
mas pouco compreendida (FEHER, 2015). Entre os genes estudados durante o
desenvolvimento da ES estdo os genes SERKSs, identificados pela primeiravezem cultura
de células embriogénicas de cenoura (SCHIMIDT et al, 1997). Desde entdo o gene SERK
tém sido identificados e caracterizados em uma grande variedade de plantas, estando eles
associados com a capacidade de células individualmente evoluirem a nivel de embriGes
(TALAPATRA, GHOSHAL, RAYCHAUDHURI, 2014).

Assim, considerando a importancia daespécie M. truncatula como planta modelo
para o estudo de leguminosas, este trabalho teve como objetivo analisar o padréo de
expressdo dos genes SERK1, SERK2 e SERKS3 durante o processo de embriogénese

somatica em M. truncatula
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Investigar os aspectos moleculares do processo de embriogénese somatica em

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

2.2 Objetivos especificos
Analisar a expressao 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 expressdo dos genes SERK1, SERK2 e SERK3 via RT-qPCR.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

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
conteudo repetitivo, 0 que a torna um organismo ideal para pesquisas em laboratdrio de
modo que o conhecimentodo estudodessa espécie propicie aplicagdes diretas ou indiretas
aagricultura e a saude humana (MU; etal, 2018).

Ha mais variedades de plantas modelos como por exemplo a espécie Setaria viridis
que é frequentemente utilizada como planta modelo em estudos de espécies pertencentes
a familiaPoaceae (LI; BRUTNELL, 2011). Semelhante a A. thaliana a Setaria possui um
genoma pequeno, porte pequeno e é facilmente cultivavel (BRUTNELL; WANG,;
SWARTWOO, 2012). Para plantas leguminosas (Fabaceae) € comum o uso da Medicago
truncatula por se tratar uma espécie anual muito utilizada para estudos de gendmica
funcional cujo genoma é diploide e apresenta facilidade de transformacdo (YOUNG,; et
al, 2011).

A espécie Medicago truncatula surgiu como o modelo ideal para o estudo genético
em leguminosas, pois apresenta um pequeno genoma (proximo do genoma da Oryza
sativa, quatro vezesmaior do que o da Arabidopsis, mas duas vezesinferiorao da Glycine
max e dez vezes inferior ao da Pisum sativum), natureza autdgama, elevada producéo de
sementes e ciclo de vida curto (ARAUJO etal., 2004). A espécie M. truncatula tem sido
estudada ja a algumas décadas (CHENG; WANG; LEE et at, 2014) no intuito de se
elucidar os mecanismos moleculares envolvidos em respostas fisiologicas de
leguminosas. Yu et al. (2020) por exemplo identificaram genes da familia aldo—keto
reductases (AKRs), que estdo relacionados a resposta a estresses abiéticos. Zhao e
colaboradores (2019) identificaram um conjunto de RNAs ndo codificantes longos
(IncRNAs) responsivosao frio.

Uma caracteristica importante da planta modelo M. truncatula é a sua grande
biodiversidade (KALLALA; et al, 2019). Neste sentido, muitos genétipos de M.
truncatula ja foram investigados quanto aos mecanismos de tolerancia a diferentes
estresses abidticos como: estresse hidrico (BADRI; ARRAOUADI; HUGUET, 2010) e
salino (MHAADHBI; DJEBALI; CHIHAQUI, 2011) e estresses bidticos (CHUHAOUI,
etal.,2014).
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3.2 Embriogénese somatica

As plantas por meio das células vegetais sdo dotadas de habilidades Gnicas que
viabilizam mudancas em seu programa de desenvolvimento, ou seja, podem alterar o
curso do desenvolvimento vegetativo para o0 embrionario em etapas conhecidas como
embriogénese soméatica (ZAVATTIERI etal., 2010). Durante a embriogénese, as células
somaticas do explante passam pelos estagios da inducdo e desdiferenciacdo sendo que
ndo hanenhum entendimento entreautores quantoaterminologiareferente as etapas entre
as espécies associadas (JIMENEZ, 2010). O estagio de inducio é uma via direta em que
células somaéticas diferenciadas adquirem competéncia embriogénica (sem uma etapa de
desdiferenciacdo), ao passo que a desdiferenciacdo é uma via indireta que envolve
normalmente afase de calo (JIMENEZ, 2001). Asalteracdes nas células vegetais em cada
uma dessas etapas ocorrem em nivel genético, epigenético, protedmico e bioquimico, o
que resulta em sua desdiferenciacdo para o estado meristematico e depois diferenciacdo
em embrides somaticos (SUPRASANNA; BAPAT, 2005).

A ES ¢, portanto, o processo pelo qual células somaticas evoluem ao nivel de
estruturas semelhantesaembrides zigdticos, sem fuséo de células germinativas, comuma
série de fases embriolégicas peculiares (JIMENEZ, 2001). O fato do desenvolvimento
embrionario somatico ocorrer em geral por meio dos mesmos estagios do
desenvolvimento do embrido zigotico, favorece o uso da ES como modelo para o estudo
da embriogénese (TVOROGOVA etal., 2019).

Além do mais a ES pode ser aplicada nos processos de transformacéo de plantas,
micropropagacdo (BRETON; COMU; CHRIQUI, 2004) e producdo de sementes
artificiais (CHERUVATHUR; KUMAR; THOMAS, 2013), fazendo com que seja um
dos sistemas de regeneracdo de plantas mais explorado, entretanto, em razdo dos
complexos processos celulares, os mecanismos de inducéo e regulacdo ainda ndo foram
totalmente interpretados (ORLOWSKA; KEPCZYNSKA, 2020).

3.3 Genes relacionados a embriogénese somatica
Dentre os mecanismos de inducdo e regulagdo da ES, estdo os mecanismos
genéticos, contudo, a cascata genética que induz a desdiferenciacdo celular e o
desenvolvimento de embrides somaticos ndo estio totalmente compreendidos (FEHER,
2015; TVOROGOVA; KRASNOPEROVA; KUDRIASHOV et al, 2019). Sabe-se,

entretanto, até 0 momento que a correlacdo com ES foi estabelecidapelos 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 (FEHER, 2015).

No desenvolvimento da planta, bem como na ES, estes genes assumem diferentes
papéis como fatores de transcri¢do, associacdo ao desenvolvimento e maturacdo da
semente (SANTOS-MENDOZA; et al, 2008), crescimento de Orgdo primordiais
(GALINHA; etal, 2007) e sinalizagdo de hormodnios e morfogénese (ALBRECHT; et al,
2008).

Segundo Ortowska et al. (2017), em Medicago truncatula, o gene LEC1 e seu
homologo L1L séo responsaveis pelos estagios finais do desenvolvimento, sendo estes
conhecidos como genes marcadores desta etapa. Podem estar também associados a
aquisicdo de competéncia embriogénica por células somaticas sendo 0s principais
acontecimentos na inducgdo de ES. Durante a ES a expressdo do gene LEC1 demonstrou
alteracdo no programa de desenvolvimento de células como protoplastos em Medicago
sativa (DOMOKI et al., 2006), folhas de mudas de Coffea canephora (NIC-CAN etal.,
2013), hipocatilo de Daucus carota (YAZAWA et al., 2004) e embrides imaturos de Zea
mays e Arabidopsis thaliana (ZHANG etal., 2002; GAJ etal., 2005).

Entre os reguladores da ES, as proteinas da familia WOX também desempenham
papéis importantes. O WOX (HOMEOBOX RELACIONADO COM WUSCHEL) é uma
familia de fatores de transcricdo (TFs) contendo homeodominio. A atividade dos
diferentes genes WOX estdo presentes em diferentes 6rgaos e tecidos vegetais, mantendo
0 desempenho do meristema além de regular a proliferagdo e diferenciacdo celular
(TVOROGOVA etal., 2019).

Outro gene identificado capaz de converter células soméaticasem embriogénicas
ou totipotentes € o gene conhecido como BABY BOOM (BBM) (HORSTMAN; LI;
HEIDMANN et al, 2017). O gene AGL15 que é um fator de transcricdo da familia
MADS-Box (LEHTI-SHIU et al, 2005) também é descrito durante a inducdo da ES
(ADAMCZYK; LEHTI-SHIU; FERNANDEZ, 2007).

3.4 Genes SERK
A primeira vez que o gene SERK foi identificado foi ha mais de duas décadasem

culturas de células embriogénicas de cenoura (Daucus carota) (SCHMIDT etal., 1997),
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a descoberta do gene em tecidos embriogénicos gerou seu nome SERK-Somatic
embryogenesis receptor-like kinase (CUEVA-AGILA et al.,, 2020). Desde entdo, o
mesmo € descrito na literatura durante diversos processos em plantas, como em respostas
a estresses abioticos e bidticos (LI et al., 2017a), crescimento e produtividade (SINGH;
KHURANA, 2017), desenvolvimento de anteras (LI et al., 2017b), desenvolvimento
vascular (ZHANG etal., 2016) e outros.

A expressdo do gene SERK durante a embriogénese somatica ja foi relatada para
diferentes espécies (CUEVA-AGILA etal., 2020; GHAIl et al., 2020; KOEHLER et al.,
2020). A sua expressdo € observada desde o estagio celular competente até o estagio
globular de embriées somaticos (CHUGH e KHURANA, 2002).

Com base no numero de copias encontradas em algumas espécies, sugere-se no
geral que o0 SERK esté vinculado auma familia de genes que tem preferéncia de expressao
durante a inducéo de ES e provavelmente em embriogénese zigotica (HECHT; VIELLE-
CALZADA; HARTOG etal,2001). Achados na literaturademonstraram quea regulagéo
positiva do gene SERK especifico pode ter relacéo de totipoténcia em diferentes especies
de plantas, bem como sugere-se que o SERK pode ser util como um marcador molecular
para distingdo de células competentes e ndo competentes (PILARSKA, MALEC, et al.,
2016).

Em A. thaliana a expressdo do gene SERK1 foi detectada em células com
competéncia embriogénica, em células embriogénicas e embrifes somaticos iniciais,
além disso, sua expressdo pode ser observada também antes da fertilizacdo de 6vulos e
ao longo do desenvolvimento do embrido zigotico (HECHT etal., 2001). No milho (Zea
mays), 0 gene SERK é expresso em diferentes tecidos, como células embriogénicas,
estagios tardios do embrido, 6vulos e folhas (BAUDINO etal., 2001). Na soja (Glycine
max) o gene SERK foi isolado e caracterizado tendo sua localizagdo subcelular
identificadaao nivel de uma proteina ligadaa membrana plasmatica (YANG etal., 2011).
Em algodéo (Gossypium hirsutum L.) uma sonda do gene GhSERK1 foi utilizada para
estimar a capacidade embriogénica somatica em gendtipos de algodao visando a
diminuicéo de custos e celeridade nos procedimentos em ensaios de tecidos da cultura
(DA CUNHA SOARES etal., 2018).

Em Medicago truncatula, a expressao foi observada em diferentes estagios do
desenvolvimento embrionario (NOLAN, IRWANTO, ROSE, 2003).
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3.5 Transformacéao genética

A transformacdo genética € uma técnica comum para melhoramento de produgéo e
aumento da atividade das plantas (LORENCE; VERPOORTE, 2004). O método de
transformacao genéticano género Medicago compreende a introducdo de DNA por meio
do sistema Agrobacterium tumefaciens sendo este amplamente utilizado para insercéo de
genes de interesse agrondmico ou para pesquisas em leguminosas (IANTCHEVA,
VLAHOVA; ATANASSOV, 2005). Thomas etal. (1992) foram os primeirosa conseguir
com éxito a transformacéo genética em Medicago truncatula utilizando um plasmideo e
um vetor binédrio com gene de resisténcia.

Existem diversos mutantes de Medicago truncatula, como os utilizados por
Arraouadi et al (2011) para demonstracao de resposta a estresse por NaCl. Alem disso,
as linhagens mutantes da Medicago truncatula também sdo estudadas para investigacdo
genética das propriedades simbidticas, marcadores morfologicos e capacidade de
regeneracdo e transformacdo a exemplo da linhagem R-108-1 e Jamelong J5 (CERBAH
etal, 1999).

Tadege et al (2008) escolheu a linhagem transgénica da M. truncatula Tnk88-7-7
contendo inserc¢des da Nicotiana tabacum do tipo 1 (Tntl) para geragdo de uma grande
quantidade de linhagens mutantes por embriogénese somatica a partir de explantes
foliares. Rahoui et al (2016) utilizou cinco linhagens de M. truncatula para avaliar
respostas e estresse induzido por cAdmio nos sistemas antioxidantes e diferenciagdo em

raizes da espécie.
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4 PERSPECTIVAS

Como demonstrado a Medicago truncatula € uma planta modelo muito estudada
em razdo da sua capacidade genética e agronémica. Neste sentido, em virtude da
disponibilidade das ferramentas biotecnoldgicas e de bioinformatica hd um desejo por
mais compreensdo dos processos genéticos e de como estes podem ajudar no
esclarecimento das rotas bioquimicas, bem como no melhoramento de leguminosas

importantes do ponto de vista econdmico.
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ARTIGO 01

ANALISE TRANSCRICIONAL DOS GENES SERK1, SERK2 E SERK3
DURANTE A EMBRIOGENESE SOMATICA EM Medicago truncatula
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1 RESUMO
A embriogénese somatica é uma técnica da cultura de tecidos que possibilita a

regeneracdo de plantas, o que a torna essencial para o avango do melhoramento genetico
vegetal. Entre os genes envolvidos durante o processo de embriogénese somatica, 0s
genes SERKSs ja foram identificados e caracterizados em diversas espécies. A espécie
Medicago truncatulaé utilizada como plantamodelo para estudos genéticos voltados para
leguminosas, dessamaneira, no intuito de se entender melhor o processode embriogénese
somatica em leguminosas, este trabalho teve por objetivo analisar a expressdo dos genes
SERK1, SERK2 e SERK3 durante a embriogénese somatica em duas linhagens (M9-10a,
embriogénica e M9, que apresenta baixo potencial embriogénico) de M. truncatula. Na
analise in silico foi utilizado o banco de dados Gene Expression Atlas de Medicago
truncatula e aanalise da expressao relativafoirealizada via RT-qPCR. Nossos resultados
sugerem que dos trés genes analisados 0 gene MtSERK1 é o principal envolvido na
inducdo da embriogénese somatica em M. truncatula, devido a sua expressdo mais

elevada na linhagem embriogénica e a baixa expressdo na linhagem néo embriogénica.

Palavras chave: Planta modelo. Expresséo génica. RT-gPCR.
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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, SERKSs 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 performedvia RT-gPCR.
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 INTRODUCAO

A embriogénese somatica foi descrita ha mais de 50 anos (STEWARDE; MAPE;
SMITH, 1958) e é uma técnica da cultura de tecidos que possibilita a regeneracéo de
plantas (IBRAHIM; FAHMY; AHMED, 2019). Por meio da embriogénese somatica
ocorre a divisdo das celulas e a diferenciacdo em embribes, semelhante ao
desenvolvimento de embrides zigoticos, porém sem a fusdo de gametas (ZIMMERMAN,
1993). Porrepresentar a base do avancodo melhoramento vegetal por meio daengenharia
genética (IBRAHIM; FAHMY; AHMED, 2019), a embriogénese somatica vem sendo
estudado ha décadas (KOMAMINE et al., 1992) no intuito de se entender 0s mecanismos
morfolégicos (RUYUE et al., 2019), fisioldgicos (PENG et al., 2020) e moleculares
envolvidos ao longo do processo (BARRETO etal., 2019).

Entre as proteinas envolvidas na embriogénese somatica, as proteinas SERKs
(Somatic Embryogenesis Receptor-Like Kinase), pertencentes a subfamilia Leucine-rich
repeat receptor-like kinases (LRRII-RLKs) (ITO; TAKAYA; KURATA, 2005)
desempenham um papel importante (KUMAR; STADEN, 2019). As proteinas SERKs
sdo caracterizadas pelapresencade dominio N-terminal com repeticdesricasem leucina,
um dominio rico em prolina e um dominio transmembrana nico (Schmidtet al., 1997,
HECHT etal., 2001).

A primeira vez que o gene SERK foi identificado foi ha mais de duas décadas em
culturas de células embriogénicas de cenoura (Daucus carota), como genes marcadores
(Schmidtetal., 1997). Desde entéo, a identificagdo e caracterizagdo desses genes durante
0 processo de embriogénese somatica vem sendo descrita paradiversasespécies (KARIM
etal., 2018; PORRAS-MURILLO; ANDRADE-TORRES; SOLIS-RAMOS, 2018; LI et
al., 2019; CUEVA-AGILA etal., 2020; ZHANG et al., 2020).

Dentre as espécies em que 0s genes SERKSs ja foram identificados esta a espécie
Medicago truncatula (NOLAN; IRWANTO; ROSE, 2003; NOLAN; KURDYUKOV;
ROSE, 2009; NOLAN; KURDYUKOV; ROSE, 2011). E comum 0 uso daespécie de M.
truncatulacomo um modeloalternativo para estudos genéticosvoltados para leguminosas
(BARKER etal., 1990), que sdo um grupo de plantas de grande importancia devido a sua
utilizacdo em diversas areas, como alimentacdo humana (VASANTHAKUMARI;
JAGANMOHAN, 2018) e animal (VILLALBA; ATES; MACADAM, 2021), produgdo
de farmacos (PATHANIA et al., 2020), cosméticos (TUNGMUNNITHUM; HANO,

32



2020), biocombustiveis (UDOP, 2021) e uso como plantas ornamentais (ZULKARNAIN,;
ELIYANTI; SWARI, 2019).

Embora alguns trabalhos tenham avaliado o perfil de expressao dos genes SERKs
durante a inducdo de embriogénese somaticaem M. truncatula, esse € o primeiro estudo
com duas linhagens contrastantes (M9-10a, embriogénica e M9, que apresenta baixo
potencial embriogénico). Assim, diante daimportancia da espécie de M. truncatula como
planta modelo para pesquisas em leguminosas, este estudo teve por objetivo analisar a
expressdo dos genes SERK1, SERK2 e SERK3 durante a embriogénese somética em duas

linhagens de M. truncatula.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Andlise in silico

Na andlise in silico foram utilizadas as sequéncias dos genes MtSERKI,
MtSERK2 e MtSERKS3 identificadas por Norlan, Kurdyukov e Rose (2011) e a analise de
expressdo 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, condicdes de cultivo e delineamento experimental

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Andlises Moleculares da
Universidade Federal do Tocantins (LAM-UFT) em parceria com o Laboratério de
Genética Funcional de Plantas da West Virginia University (WVU-USA). Foram
utilizadas sementes escarificadas e esterilizadas de dois gendtipos (M9-10a e M9) de
Medicago truncatula. O processo de escarificacdo foi executado em capela de exaustao,
no qual iniciou-se com a imersdo das sementes em acido sulfurico concentrado, por 10
minutos. Em seguida, as sementes foram lavadas por trés vezes em agua destilada fria
(4°C), sendo entdo levadas para cadmara de fluxo laminar, onde foi realizado a
esterilizacdo com solucéo de hipoclorito de sodio a 2% e detergente (10 uL de Tween 20)

por 10 minutos. Logo apds, as sementes foram lavadas por quatro vezes com agua
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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. Apds a adicdo de sacarose o pH foi ajustado para 5,8 com KOH
0,1M. Adicionou-se entdo 0,7 % de agar e o meio foi autoclavado. Para a vernalizagao
das sementes, os frascos foram mantidos no escuro por trés dias a 4°C e depois
transferidas para uma cadmara de crescimento a temperaturade 24/22°C (dia/noite), com
fotoperiodo de 16 horas de luz ¢ intensidade luminosa de 100 umol m2 s -1 produzido
por lampadas fluorescentes de espectro total.

Apos 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 4gar, 0,2 mg/L de zeatina, 0,1 mg/L de 2,4-D. Posteriormente, as placas de Petri foram
incubadas sob fotoperiodo de 16h ¢ irradidnciade 100 pmol m-2 s-1 a24° C até a coleta
do material. Foi realizado a exciséao e coleta dos calos que proliferaram nas margens dos
cortes das folhas, os mesmos foram imediatamente congelados em nitrogénio liquido e
armazenados a -80°C.

Foram utilizadas duas linhagens [M9-10a (embriogénica) e M9 (baixo potencial
embriogénico) (SANTOS; FEVEREIRO, 2002)], de Medicago truncatula e o
experimento foi realizado com trés repeticGes bioldgicas, sendo que cada repeticdo
bioldgica foi formada por trés 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 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

A extracdo de RNA foi realizada com o kit mirVana (Ambion), de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Posteriormente, as amostras foram tratadas com DNA-free
kit (Ambion), para eliminagdo do DNA residual. Em seguida, a quantidade e qualidade
do RNA foram analisadas em espectrofotdmetro, e a integridade verificada em gel de
agarose a 1%. Para a sintese de cDNA foi utilizado o kit SuperScript Il Reverse
Transcriptase (Life Technologies). As amostras foram entdo 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 sequéncias dos genes MtSERK1, MtSERK2 e MtSERK3
empregadas foram as sequéncias identificadas por Norlan, Kurdyukov e Rose (2011)
(Tabela 1).

Tabela 1- Primers utilizados na RT-gPCR

n . Amplicon Amplificati
Gene Primer sequence(5’— plicon (pb) plificat
3’) On
efficiency
(%)
MtSERK1 F: GGCACCTCATCCCAATTCTG 82 90
R: CTGACAATGTCATCTTGGACCAG
MtSERK2 F: TCCAGCCAGATGAACTCTCAG 92 100
R: TCAGGCAGAGGAAAAAGGATTGT
MtSERK3 F: GAACGTAATGGCTCTCAACCTCC 83 93
R: AAGTAAGCAATCCCCCTGGC
ACTIN2 F: TCAATGTGCCTGCCATGTATGT 100 91
R: ACTCACACCGTCACCAGAATCC
UBIQUITIN F: GCAGATAGACACGCTGGGA 100 93
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R: AACTCTTGGGCAGGCAATAA

HELICASE F:GTACGAGGTCGGTGCTCTTGAA 100 99

R: GCAACCGAAAATTGCACCATAC

Para a anélise da expressdo génica 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 extraido dos explantes nos 10 tempos
de cultivo. As condicdes térmicas da reagdo foram 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C,
seguidos por 40 ciclos de 15 segundosa 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 (Versédo 2.1).

Foram utilizados para cada reacdo 1,0 uL de cDNA (diluido 1:5), 3,6uL de agua,
0,2 uL de cada primera 10uM e 5,0uL de Master Mix PowerUp SYBR green UDG com
ROX (Invitrogen). As amostras foram processadas em tréplicas técnicas e os resultados
normalizados usando Cgs (Ciclo de quantificagdo) obtidos pela expressédo dos genes de
referéncia ACTIN2, UBIQUITIN e HELICASE (Kakar etal. 2008 ) (Tabela 1). A férmula

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

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Indugdo da Embriogénese Somatica

Para investigar o perfil transcricional dos genes MtSERK1, MtSERK?2 e MtSERK3
durante a embriogénese somatica foram utilizadas duas linhagens de M. truncatula. As
linhagens foram M9, considerada de baixo potencial embriogénico e a linhagem M9-10a
que é uma linhagem derivada a partir da M9, porém caracterizada por ter alto potencial
embriogénico (SANTOS; FEVEREIRO, 2002). Como esperado, as linhagens
apresentaram comportamentos distintos ao longo do tempo de cultivo, mesmo sendo
submetidas as mesmas condigfes, semelhante ao descrito por Barreto et al. (2019),
confirmando que a competéncia embriogénica esta correlacionada ao genotipo (DAS

NEVES et al., 1999). Apo6s 20 dias de cultivo, na linhagem M9-10a ja era possivel
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observar uma grande quantidade de embriGes somaticos, diferente da linhagem M9
(Figura 1).

Figura 1 - Comparacéo da inducdo de embriogénese somatica entre a linhagem M9-10a
(alto potencial embriogénico) e a linhagem M9 (baixo potencial embriogénico) na planta
modelo M. truncatula.

Linhagem M9-10a

Linhagem M9

Devido ao comportamento embriogénico diferente dessas duas linhagens, as
mesmas ja foram utilizadas em estudos cujo o objetivo era elucidar as vias de biossintese
de giberelina durante a inducdo de embriogénese somética (IGIELSKI; KEPCZYNSKA,
2017). lgielski e Kepczynska (2017) em suas analises ndo notaram a formagdo de
embrides a partir da linhagem M9, além disso, seus resultados sugerem que
principalmente a giberelina 3 (GA3) participa da inducao de embriogénese somatica em
M. truncatula.

5.2 Analise in silico
Na andlise in silico foram utilizadas as sequéncias dos genes MtSERKI,
MtSERK2 e MtSERKS3 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 anéalises de dados de transcricdo em diferentes tecidos e
condicdes da espécie M. truncatula (HE et al., 2009).

A partir daanalise feitano MtGEA foipossivel identificaraexpressdodos 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 relacdo a expressao do gene MtSERK3 néo foi identificado em nenhum dos
tecidosanalisados. Ao explorar o perfil de expressdo do MtSERK1 nos diferentes tecidos,
observamos que 0s niveis mais elevados ocorrem durante o desenvolvimento de
sementes, sugerindo seu envolvimento durante a embriogénese zigdtica (IMIN et al.,
2008) e em explantes foliares (Figura 2-A). Nos tecidos foliares foi possivel observar que
a expressdo do gene MtSERK1 é regulada positivamente na presenca 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 presenca de auxina jJuntamente com a citocinina
no meio favorecem a formacéo de calos e embrides somaticos, e induz a expressdo do
gene MtSERK1, tanto na linhagem embriogénica (2HA) como na linhagem de baixo
potencial embriogénica (Jemalong).

Quanto ao perfil de expressao apresentado pelo MtSERK2 (MtBAK1), os niveis
mais elevados foram detectados nos tecidos foliares no meio contendo auxina (NAA) e

em nodulos radiculares (Figura 2-B).
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Figura 2- Perfil de expressdo no MtGEA (Medicago truncatula Gene Expression
Atlas - http://mtgea.noble.org/v3/) dosgenes MtSERK1 (Mtr.43625.1.S1_at)e MtSERK2
(Mtr.37421.1.S1_at) em alguns érgaos.

Expression profile in MtGEA

5.3 Expressao génica (RT-gPCR)

Na anélise de expressdo relativa dos genes MtSERK1, MtSERK2 e MtSERK3 foi
possivel observar uma variagcdo de expressdo nas duas linhagens analisadas, indicando
dessa maneira diferengas em suas fungdes. O gene MtSERK1 na linhagem embriogénica
(M9-10a) por exemplo, foi mais expresso que o gene MtSERK2 durante todo o periodo
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 expressdo foi na linhagem
embriogénica (M9-10a), desde as primeiras horas de cultivo in vitro, atingindo os maiores

39


http://mtgea.noble.org/v3/

niveis de expressdo em 240 h de cultivo (10 dias). J& na linhagem de baixo potencial
embriogénico (M9) os niveis de expressdo foram baixos, ocorrendo um pequeno aumento
a partir das 240 h de cultivo, contudo, ainda assim os niveis de expressdo do MtSERK1
na linhagem embriogénica foi 100 vezes maior do que na linhagem nao embriogénica
nesse periodo (Figura 3-A).

Estes resultados diferem dos descritos por Nolan, Irwanto e Rose (2003) ao
analisarem duas linhagensde M. truncatula, pois afirmam que a capacidade embriogénica
reduzida de uma das linhagens ndo gerou diferenca significativa na expressao do
MtSERK1. Todavia, o padrdo de expressdo do MtSERK1 aqui descrito € semelhante aos
apresentados por seus homologos 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;
SOLIS-RAMOS, 2018), onde a sua expressdo é ausente ou extremamente baixa em
tecidos ndo embriogénicos.

Assim como o gene MtSERK1, o gene MtSERK2 foi expresso nas duas linhagens,
mas 0s maiores niveis de expressdo foram observados na linhagem de baixo potencial
embriogénico (M9) nas 12 horas de cultivo. Entretanto, a sua expressao mesmo na
linhagem ndo embriogénica foi baixa (Figura 3-B).

Em relacdo aos tecidos embriogénicos a expressdo do SERK2 ja 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; SOLIS-RAMOS, 2018). Em Zea mays e Cedrela
odorata a sua expressao além de ser detectadaem tecidos embriogénicos, foi relatada em
tecidos ndo embriogénicos também, sendo considerada em ambos 0s tecidos
relativamente uniforme (BAUDINO et al., 2001; PORRAS-MURILLO; ANDRADE-
TORRES; SOLIS-RAMOS, 2018), diferente do perfil de expressio apresentado pelo
MtSERK2 que mostrou grande variacao entre as duas linhagens (Figura 3-B).

Quanto a expressdo do gene MtSERK3 é possivel observar que a mesma €
parcialmente uniforme nas linhagens estudadas, com maiores niveis de expressdo nas
duas primeiras horas de cultivo (Figura 3-C). Schellenbaum et al. (2008) analisaram o
padrdo de expressdo do SERK3 em tecidos embriogénicos de Vitis vinifera e observaram
uma expressdo estavel durante as primeiras fases de cultura in vitro. Além disso, 0s
resultados aqui apresentados corroboram com os descritos por Nolan, Kurdyukov e Rose
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(2011) para M. truncatula, que relataram uma expressdo do MtSERK3 semelhante nos

dois genotipos analisados.

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

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

embriogénico) de Medicago truncatula por RT-gPCR durante 336 horas de cultivo de

inducdo de embriogénese somatica. O eixo x representa o periodo de cultivo e 0 eixo y

representa a expressao relativa. As barras de erro representam erros padréo de triplicatas

bioldgicas. A expressdo de cada gene foi normalizada usando trés genes de referéncia (3
- ACTIN, UBIQUITIN e HELICASE).
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6 CONCLUSAO

Por meio deste estudo foi possivel a caracterizacdo transcricional dos genes
MtSERK1, MtSERK2 e MItSERK3 em duas linhagens com alto e baixo potencial
embriogénico de Medicago truncatula. Osresultados obtidos sugerem que dos trés genes
analisados, o gene MtSERK1 é o principal envolvido na inducdo da embriogénese
somatica em M. truncatula, devido a sua expressdo mais elevada na linhagem

embriogénica e a baixa expressdo nalinhagem nao embriogénica.
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