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RESUMO

A nodulacéo de raizes em leguminosas, da infecc@messéncia do
6rgdo, é controlada por varios genes. O gene noslddedtr7g086040 é
altamente expresso nos nédulos das raizes da pediago truncatulaa
partir dos quatro dias apds a inoculacdo com rizdi“Samuel Roberts Noble
Foundation” desenvolveu varias linhagens mutantededdicago truncatula
com a insercdo do retrotransposéntl de tabaco. As linhagens NF1858,
NF2990 e NF3070 possuem insercdo no locus Medt60#iB Essas linhagens
mutantes foram caracterizadas por genotipagemiizacao exata da insercéo
do retrotransposon no genoma, analise da regiaogbona, andlise filogenética
das sequéncias de proteinas pertencentes a fayéfliaa com dominio Pfam
06839 e fenotipagem da linhagem. Construcdes gaséfpara estudos de
complementacdo dos mutantes foram iniciadas. Cieselgue o gene tem as
caracteristicas de um fator de transcricdo funtiomminio ZF-GRF
conservado e tamanho apropriado para adentrar leonda célula vegetal e
promover atividade génica regulatéria. O padrdo edpressdo do gene
Medtr7g086040 é especifico e elevado em nédulofixdedo simbidtica de
nitrogénio, desde os estadios iniciais de desemaehto do nédulo e persiste no
nédulo maduro. Isso indica uma funcao importanmgyara néo identificada, na
simbiose de fixacdo de nitrogénio. A analise dedasymutantes insercionais no
gene de interesse indica 0 comprometimento dadoxalg nitrogénio, embora
nao tenha afetado o desenvolvimento do nédulopddido é compativel, por
exemplo, com uma funcéo envolvida com infecca@aaiular pela bactéria ou
mesmo com a diferenciacdo do bacteroide na célulinfectada, embora
conclusdes sobre a natureza da interacdo moledalgroduto génico ainda
estejam sendo investigadas.

Palavras-chave: Nodulacadd.ntl Simbiose. Gene. Fixacdo Simbiética de
Nitrogénio.



ABSTRACT

Many genes control the root nodulation in legunfiesn infection until
the organ senescence. The gene in the locus M@&8B040 is highly expressed
in root nodules ofMedicago truncatulaplant from four days after the
inoculation with Rhizobium The “Samuel Roberts Noble Foundation”
developed many mutant lines bfedicago truncatulavith the retrotransposon
Tntl from tobacco. The lines NF1858, NF2990 and NF38a@e this insertion
in the locus Medtr7g086040. These mutant lines weharacterized by
genotyping, exact localization of the insertiontlie genome, promoter region
analysis, phylogenetic analysis of protein sequdérateng the genic family that
has the Pfam 06839 domain, and phenotyping. Genetiostructs to
complement the mutants in study were started. Weclude that the gene
product has the characteristic of a transcriptiactdr: conserved domain ZF-
GRF and appropriated size to enter into the catleus and further exhert the
regulatory gene activity. The gene Medtr7g08604@ression pattern is specific
and high in nodule of symbiotic nitrogen fixaticdinpm the beginning of the
nodule development and it remains in the matureuleodThis indicates an
important function in the symbiosis, although umiifeed yet. The analysis of
one of the insertion mutants indicates compromig@tmgen fixation, although
it did not disrupt nodule development. This pattésncompared with, for
example, a function involved with the intracellulafection of the bacteria or
even with the bacteroid differentiation in the ictkd cell, although conclusion
about the molecular role of the genic product ispresently possible and will
continue to be investigated.

Keyworks:Nodulation.Tntl Symbiosis. Gen. Symbiotic Nitrogen Fixation.
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1 INTRODUCAO

A fixacdo simbidtica de nitrogénio desempenhadaagdbactérias
nitrificantes juntamente com a nodulacdo em legosas iniciou-se ha cerca de
58 milhdes de anos. O processo como um todo, desdeccdo das células das
raizes até a senescéncia do nodulo, passandoapeldd fixacdo de nitrogénio,
€ controlado por uma grande rede genética. Sahjeeseim desses genes esta
localizado no locus Medtr7g086040, que é altamerpresso nos nédulos das
raizes da leguminosa modditedicago truncatulga aos quatro dias apoés a
inoculagdo com rizébio (BENEDITO et al., 2008). Mesabalho, formulou-se a
seguinte hipétese: o gene localizado no locus Mg@86040 codifica um fator
de transcricdo essencial na fixacdo simbidtica idl®gé&nio na leguminosa
modelo Medicago truncatula Assim, o objetivo com o trabalho foi melhor
caracterizar o padrdo de expressdo do gene, idantdlementos conservados
na regido promotora que coordenam a expressa@et@azar mutantes com o

gene Medtr7g086040 silenciado com a insefigétd retrotransposon de tabaco.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Leguminosas

As plantas leguminosas pertencem a familia Fabaeeserceira mais
abundante do reino vegetal. As leguminosas aprsemimpla distribuicao
geogréfica e sédo antecedidas apenas pelas fa@ilipsdaceae e Asteraceae no
ndimero de espécies que compdem a familia botéAgeguminosas também
sdo a segunda mais importante familia para a alag&a humana, antecedida
somente pelos cereais da familia Poaceae. As legsas sdo geralmente
conhecidas por possuir o fruto em forma de leguwneyagem. Esta familia é
dividida em trés subfamilias, a parafilética Cgaeadideae e monofilética as
Mimosoideae e Papilionoideae. Aproximadamente 90% rdembros do clado
monofilético e uma minoria da subfamilia Caesatpdgae apresentar nddulos
nitrificantes (DOYLE et al.,, 1997; FARIA et al., 89). As leguminosas
surgiram ha aproximadamente 60 milhdes de anosamente com a maior
explosdo de mamiferos, aves e insetos polinizadarésicio da Era Cenozoica
(LAVIN; HERENDEEN; WOJCIECHOWSKI, 2005; SPRENT, Z0Q008).

O desenvolvimento dos ndédulos nitrificantes possua histéria co-
evolutiva entre o reino vegetal e o reino procatiate aproximadamente 58
milhdes de anos (SPENT, 2008; YOUNG et al., 20db)e esta co-evolugéo se
apresenta na forma de simbiose entre uma plantaniagsa e uma bactéria
diazotréfica, formando o nddulo de fixagdo simludtde nitrogénio (FSN). A
simbiose estabelecida na raiz, culminando com adgéo do nédulo, é
regulada geneticamente tanto pela planta comobaelgria. A funcionalidade e
permanéncia funcional do nddulo se dao por umadeiautorregulacdo que
evita prejuizo metabolico para o hospedeiro (VEERBNEGAM et al., 2004).
O mecanismo estabelece um acordo de troca de ctospastre a planta e o
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procarioto hospedado em um mecanismo autorreguldneke patogenicidade e
mutualismo. Nesse mecanismo, em condi¢fes genétiaathientais favoraveis
para a FSN, uma interacdo entre tecidos vegetaimotérias favorece a
sobrevivéncia de ambos.

Enquanto o ndédulo fornece produtos metabdlicos ogemados
derivados da FSN ao hospedeiro, esse 6rgédo tamhém dreno forte para a
planta em fotoassimilados. Portanto, a taxa de BShmanho e a quantidade de
nodulos em um hospedeiro sdo caracteres flutuaraéierados com a condigéo
genética, fisiolégica, ambiental e nutricional ddanta, (VALENTINE;
BENEDITO; KANG, 2011). Este 6rgdo possui um sistaeraacular que faz a
conexdo entre o ambiente diazotréfico e o vegbPdsa forma, grande parte do
nitrogénio reduzido pela bactéria, dentro do nddplode ser utilizada pela
planta, a qual pode desfrutar de um maior teor dgogénio e,
consecutivamente, de proteinas nos tecidos (DUCZBEBUCHAN, 1981,
GRAHAM; VANCE, 2003).

2.2 Nodulagao

Os nédulos séo estruturas hipertréficas e protisegntradas em raizes
ou caules de leguminosas, as quais promovem umgueatfisica, bioquimica e
hormonal para a simbiose com bactérias diazotifica capacidade de
nodulacdo ndo estd em todas as leguminosas, mesenente em torno de 15%
da familia (ALLEN; ALLEN, 1981). A nodulagdo est&rglmente localizada
nas subfamilias Mimosoideae e Papilionoideae, senenos comum na sub
familia Caesalpinioideae (POLHILL; RAVEN; STIRTON981; TRINICK,
1982). O desenvolvimento do nédulo é complexo a héerferéncia de fatores
ambientais e genéticos, assim como a complexidadetdracdo entre dois

organismos de dois reinos distintos, vegetal egriotos. Para se estabelecer a
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simbiose e ocorrer a formacdo do nddulo, processpecificos precisam

ocorrer, como:

a) Pré-infeccdo: reconhecimento dos simbiontes e adgéer entre
ambos;

b) Infeccao da planta pela bactéria;

c) Desenvolvimento do nédulo;

d) Funcionamento dos nédulos (fixagdo simbiética d®génio);

e) Controle e manutencéo da simbiose e do nédulo;

f) Senescéncia do nddulo.

A pré-infeccdo inicia-se com o reconhecimento enfesimbiontes, o
qual, é realizado através de moléculas flavonoidestre as quais luteolina,
naringenina e ginesteina exsudadas pelas raizpkamta. Estas moléculas séo
percebidas pelas bactérias, induzindo a expressefogdnes de nodulacéo
(fatores Nod) (HAEZE; HOLSTERS, 2002). O reconhemito dessas
moléculas varia de acordo com espécie hospedeirdorina a ter-se uma
especificidade de interacéo entre as espéciesrdbmates.

A inducdo genesnod na bactéria promove a sintese de
lipoquitooligossacarideos, que sdo moléculas debraam que possuem como
cadeia principal residuos fl€l,4- ligado a um N-acetyl-D-glucosamina e cadeia
acil nao reduzida. As bactérias rizébias possuengumpo de genesodABG
dos quais anodC produz uma enzima que sintetiza um quitooligosédea, e
nodBe nodAcodificam enzimas que sintetizam a cadeia prihdpsacetilada e
a N-acetilada, respectivamente (GEURTS; BISSELINZRO2; HAEZE;
HOLSTERS, 2002). Essa molécula é reconhecida pmpteres presentes na
epiderme do pélo radicular e induzem o inicio docpsso de infec¢do. De

segundos a minutos apdés a presenca dos fatores d¢odrem respostas
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celulares do pelo radicular via influxos de'€a que aumenta o nivel de célcio
citosolico, seguido por efluxos de @K . Esse movimento de ions despolariza
a membrana plasmatica das células epidérmicasala pgomove o aumento do
pH do apoplasto (FELLE et al., 1999). Em torno Bariinutos apés a infeccao
do rizébio, ocorre outro pico de célcio perto dalag, independente de influxo
de C&?% em resposta as ativagdes posteriores. Aproximaokenuma hora apos
o reconhecimento dos fatores Nod pelo vegetalpnie@io intumescimento e
deformacdo do pélo radicular. Nesse estagio, ocoama reorganizacdo do
citoesqueleto e da rede de microtubulos que radira@s vesiculas para o 4pice
do pélo, mudando-se assim, a dire¢do do crescingdenp@&lo radicular (GAGE,
2004). A infec¢édo se inicia com a interacdo daédsacicom o pélo radicular, o
que determina o enrolamento do pélo radicular, &mao uma estrutura
conhecida como “cajado de pastor” ashépherd's hodk(LIMPENS et al.,
2003; SCHAUSER et al., 1999)IN codifica um gene cujo produto funciona
logo apdés a atuacdo da calcio-calmodulina quing@€alIK) levando a
morfogénese do nédulo. Embora esse gene ndo sejaced para a sinalizacao
dos fatores Nod, o NIN controla o padrdo de exgest gene precoce de
nodulina, ENOD11 (MARSH et al., 2007). A partir de toda reestrutda
celular, a bactéria adentra o tecido vegetal pdsspela membrana plasmatica e
levando a formacgéo do canal de infeccdaféttion thread, Cl). O canal de
infeccdo é uma estrutura tubular que conduz a tactFavés da matriz celular
das células do pelo radicular até as células vaaniio cortex da raiz, onde
ocorre a infeccdo intracelular e colonizacdo. Aosiacdo ocorre via
endocitose, com a invaginacao da bactéria no espagelular das células
préximas ao cortex, onde se forma o primérdio naxdque, via multiplicacédo e
diferenciacao celular, leva a nodulacdo (GAGE, 2004

Durante a pré-infeccdo, a bactéria expressa osefatdod que séo

reconhecidos pelos receptores NFR, ativando ossg#masimbioseSYMRK,0s
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quais percebem o sinal da bactéria, e também dgofiendomicorrizico,
ativando os transportadores de cations e liberaattio (C4") no citoplasma.
Para isso, os gen&MI1 e DMI2 sdo induzidos na célula do pélo radicidar
promovem o0s picos de calcio responsaveis pela izaigdb e condicdo
bioguimica na adaptacao anatémica e funcional doegso de infeccdo. O gene
DMI3, que codifica uma proteina quinase dependente de odhdioddulina
(CCaMK), é induzido e atua como um sinalizador aiorf Nod, logo apos os
picos de célcio, realcando a sua importancia nalwgio do processo de
infeccdo (ANE et al., 2002). Alguns genes precodes nodulinas, como
ENOD11, ENOD12e RIP1, que codificam uma peroxidase e duas proteinas
ricas em prolina que sdo transcritos durante oagiest de pré-infeccao e
infec¢do, foram caracterizados na epiderme do p&aular (COOK et al.,
1995; JOURNET et al., 1994, 2001). O gene de noditN1 também esta
associado com o processo de infec¢do e pode 9y asmo marcador genético
para este estagio (GAMAS; BILLY; TRUCHET, 1998; GAI® et al., 2006). O
ENOD20 possui um papel na reorganizacdo da parede ceflueante o
crescimento do canal de infeccéo (CI) ou diferagg@madas células infectadas
(GREENE et al, 1998). OMtM6 €& um marcador genético expresso
imediatamente antes da penetracdo do canal defaféMATHIS et al., 1999).

O ENOD40 é induzido no comec¢o da nodulagdo, e seus trémscri
foram localizados no primérdio nodular e nas célula periciclo. O efeito do
silenciamento desse gene é uma reducédo na quantidgutimoérdios de nédulo,
mostrando-se ser um bom marcador deste estageN@D40também parece
desempenhar funcédo na diferenciacdo do bacterBienodulos as bactérias
sdo liberadas dos canais de infeccdo nas imediagdéesnembrana do
simbiossoma, a organela que acomoda as bacténdsiosies nas células
infectadas do nédulo. Entretanto, em noédulos deametMtENOD4Q os

bacteroides ndo se desenvolvem corretamente, levandma senescéncia
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prematura (WAN et al, 2007). Em um estagio maisangado de
desenvolvimento e diferenciacdo do nddulo, os gdfld®D2, ENOD8e
CCS52Apodem ser utilizados como marcadores genéticasesEgenes sao
induzidos em tecidos especificos e inicialmenteresgns para a fixacdo de
nitrogénio (DICKSTEIN et al., 1993; KUPPUSAMY et.,a2004; PRINGLE;
DICKSTEIN, 2004). Uma mutacao no gefAPI afeta principalmente a invaséao
no primérdio nodular no cortex interno, mas tamhgnde estar envolvido nos
estagios iniciais e posteriores ao crescimentcadalde infec¢cdo. Comparacdes
da expressdo dos marcadores simbiotiviENOD12, MtN6e MtENODS8
confirmaram essas observacdes. O geRkatua apds os fatores de transcricao
(FT) ERN e o LIN e anteriormente aos genes envolvidos nos estagios d
desenvolvimento e fixacdo de nitrogénio (TEILLETakt 2008).

O nédulo (Figura 1) é constituido por diversos desi vegetais
formando regides especificas, como a zona merititanéegido de reproducéo
celular; zona de infeccao, regido e de FSN, nalwpctErias sédo alocadas dentro
da organela, chamada simbiossoma. O simbiossonténcamma ou algumas
bactérias. No caso da planta modelo em esthtilicago truncatula cada
simbiossoma contém apenas uma bactéria. No procdssdormacdo do
simbiossoma, a membrana plasmatica sofre invaginpggd um processo de
endocitose e passa por um processo de diferengi@géaconferir um ambiente
propicio a sobrevivéncia intracelular dos procasat a fixacao de nitrogénio. O
simbiossoma €& caracterizado por uma membrana 6pEpa rica em
transportadores, principalmente transportadoresmdéato e acidos Uricos
(BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2000). A membrana dmlsiossoma é
originada da membrana plasmatica vegetal, mas uauigdp com lipideos e
proteinas especificas, para formar uma interfageda de metabdlitos entre da
célula hospedeira, tecido vegetal, e o bactero@&TALANO et al., 2007;
CATALANO; LANE; SHERRIER, 2004). Outra correla¢énte diferenciacéo
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do rizébio e atividade meristemética do ndédulo €oetrada no mutante

Mtsym1 que é caracterizado pela alteragdo no processtfabedo, levando a

presenca de duas formas de nédulos nao fixadorlEging\ nédulos sdo

pequenos, circulares e tém o Cl limitado as célldasamada cortical da raiz, ao
passo que, outros nédulos sdo longos, com infeng@mal e liberacdo de

bactéria, mas sem diferenciacédo (BENABEN et ab5)9

1004M
I

Figura 1 Micrografia de corte histolégico do ndduindeterminado de
Medicago truncatula21 dias apds a inoculacdo (dai)) mostrando a
localizacdo das regides de meristema (1), infe¢@odiferenciacéo
do bacteroide e maturacao (lI-1ll) e fixacdo sinticed de nitrogénio

(1)

Nota: A regido de senescéncia (IV) ainda nao ésiedvolvida neste nédulo. O tecido
foi corado com azul de toluidino.
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Os estégios diferenciac@o do bacteroide e desemaito do nddulo se
caracterizam pela liberacdo da bactéria no espatalac vegetal e sua
diferenciacdo em bacteroide. Entretanto, o prineddéi nddulos indeterminados
se desenvolve em zonas nodulares com um ativoteredse zona de fixacédo
(Figura 2). O gendMtHAP2-1esta envolvido na funcao do meristema nodular e
codifica uma subunidade do TF tipo HAP2.1, um caxplheterotrimérico de
interacdo com o elemento de regulacdo de sequERARAAT. O gene HAP2.1
€ expresso principalmente na zona meristematiceddelos maduros bem como
em nodulos em desenvolvimento. Bedicago truncatulao silenciamento de
MtHAP2.1via RNAI atrasa a nodulagéo e retém o crescimeéotoddulo nos 8-
10 dias ap0s a inoculacao (dai), resultando em Gdulo esférico e sem um
meristema ativo. As células meristeméticas posdoamas anormais e acimulo
de vacuolos. Assim, ndo ocorre liberacdo das hastdo Cl, comprometendo o
processo de fixacdo de nitrogénio. O fenétipo demunante silenciado sugere
gue o genéMtAPH2.1 controla o desenvolvimento do nddulo por contralar
persisténcia do meristema e talvez até a liberagcks bactérias.
Interessantemente, esse gene € reguladonp@&@@69 o qual desempenha um
papel importante em delimitar a expressdo espazidemporal do gene
MtHPAZ2.1, contribuindo para a transicdo das células da domeristematica
para diferenciada nos nédulos (EDWARDS; MURRAY; $M| 1998).
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Figura 2 Desenvolvimento do nédulo de fixacdo de nitrogéecMedicago
truncatule

Nota: Em cada foto temos uma raiz Medicago truncatulaseus respectivos dias ajf
a inoculagdo (dai) com Sml(-lacZ corada com Xpal. Na primeirefoto com 2
dai témse a presenga das bactérias na raiz da planta. Lada tén-se a
formagdo do canal de infeccdo demostrado pela agior azulada da bacté
dentro do pélo radicular. Com 4 dai +-se como nos 3 dai a multiplicacéo
células internado cortex radicular formando o primérdio nodulansAlO da
tém-se a extrusdo do primdrdio nodular para fora daeai inicio da colonizagé
das células vegetais que irdo gerar as zonas meduldos 14 dai té-se um
nodulo formado e funcional de peno tamanho. E aos 21 dai t-se uma foto
de dois nddulos desenvolvidos e uma grande zofiaadgio de nitrogéni

Mutantes defeituosos na manutencdo do meristema ndidulo
apresentam numerosas infec¢des e compostos ptiifesndurante a nodulagi
e fomacgédo de raizes laterais, como os mutanip e latd. Ambos apresenta
crescimento reduzido das raizes primaria, lateraisdesenvolviment
comprometido de nédulo apds a emergéncia. PorasgeneLATD funciona na
manutencao do meristema da raiz e ddulo. Em nédulos brancos, anormi
ocorre falha na liberacdo das bactérias e falexgeessao de genes da bacté

da planta envolvidos no desenvolvimento do badlereifixacdo de nitrogéni
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sugerindo que a diferenciacdo da bactéria dependéedenvolvimento do
nédulo, o qual necessita da manutencdo do meristemnaxpressdo doATD
(BRIGHT et al.,, 2005; VEERESHLINGAM et al.,, 2004D acido abscisico
resgata os defeitos do meristema da raizladd, mas devido aos efeitos
negativos deste fitohorménio na iniciacdo do nédolodesenvolvimento do
meristema nédo pode ser examinado (LIANG; MITCHEHARRIS, 2007). O
crescimento da raiz e o controle da nodulacéo sfibaalos pelo genSUNN ja

qgue quatro mutantes comfintl neste gene apresentam fenétipos com raiz
reduzida e super nodulacéo (SCHNABEL et al., 2005).

Um primeiro grupo de mutanteinf contendodnfl-1, dnfl-2e dnf5
mostraram infeccao interna ao cortex, pouca ouuraatixacao de nitrogénio,

e nenhuma expressaafH) ou inducdotN31) de genes envolvidos na fixacéo
de nitrogénio. Foi-se proposto que esses genesatmderiormente a outros
genesDNF. Um segundo grupo de geneblF inclui DNF4 e DNF7, os quais
mutantes com perda da funcdo apresentaram compmuenéd da fixacdo de
nitrogénio e expressado defH, mas expressarMtN31l No terceiro grupo,
mutantes dos gen®NF3 e DNF, exibiram reduzida fixacdo de nitrogénio, mas
suportando a expressdomifH e expressa todos genes relacionados a nodulagéo
(STARKER et al., 2006).

Vale ressaltar que em todo processo no qual umécwmal muda de
ambiente numa célula eucaridtica, é necessériovessar uma membrana
lipoproteica. Moléculas polares ou relativameni&ngdes necessitam da atuacao
de transportadores de membrana para facilitar cepso.

Os transportadores encontrados na membrana do ossobia S&o
proteinas que fazem a conexdo entre o ambientean@itico e o vegetal.
Existem dois tipos de transportadores, os que picatem material do tecido
vegetal para a bactéria e 0os que transportam latieribactéria para o tecido

vegetal. As bactérias necessitam de moléculas parseu metabolismo
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respiratério e FBN, principalmente &cidos dicarboss como malato e
succinato, e aminoacidos, como glutamato, glutamiglicina, serina, e
triptofano para produzir nédulos efetivos (BARSOMIAt al., 1992; BRUIIJN
et al.,, 1989; KLEINER, 1985). No geral, os bactéesi sdo incapazes de
transportar hexoses, exceto @radirhizobium japonicumqgue expressa um
transportador de frutose (UDVARDI; DAY, 1990). Hartsportadores de acidos
dicarboxilicos na membrana do bacteroide, como atejra DctD, que faz
simporte de F¥malatd, bem como transportadores com alta afinidade com
succinato, fumarato e malato foram identificadosogbimicamente na
membrana do simbiosoma, embora a identidade gardigses transportadores
ainda ndo esteja elucidada (UDVARDI; DAY, 1997)advisete mutantes com
defeitos na fixagcao de nitrogénidnfl- dnf7) apresentam Cl normais, similar ao
tipo selvagem. A inducdo de promotores de genébidg simbibticos r{odF,
exoY, bacle nifH) e atividade de reducdo de acetileno foram feitagnalise
para diferenciacdo da bactéria e sua capacidadizadgio de nitrogénio. Dos
guais um grupo, cominfl, dnf2e dnf5 apresentam infeccéo nas células internas
do cortex e inducdo da expressadtbl31 (STARKER et al., 2006).

O espaco entre os simbiossomas € rico em leg-hebingl uma
proteina vegetal que promove o0 ambiente necessanobaixa pressao de, O
para o funcionamento efetivo da nitrogenase. Assiimo a membrana da
bactéria passa por diferenciacdo para formar etmde, o simbiossoma como
um todo se desenvolve numa estrutura altamenteerficpara a atuacdo da
nitrogenase (VALENTINE; BENEDITO; KANG, 2011).

A nitrogenase € a enzima que reduz o azotg,(Nem amonia. Esta
enzima é um complexo de duas proteinas: a dinitiogédutase, uma proteina
contendo ferro-enxofre contendo centros de fersm#ea (FeS) do tipo [4Fe-4S]
e a dinitrogenase propriamente dita, que possigi aiivo composto por um

centro de ferro-molibdénio (FeMo). A proteina derdamolibdénio, ou
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componente |, € uma proteina tetramérica do tigp com quarto cadeias
polipeptidicas de duas sequéncias diferentes eamaslecular total de cerca de
250 KDa. Cada dimernaB se liga a um centro FeMo, onde 9é\reduzido, e um

centro de ferro-enxofre do tipo [8Fe-7S], tambénsigleado centro P1

(SEEFELDT; HOFFMAN; DEAN, 2009). As subunidades  sdo os produtos

dos genesifD e nifK (EINSLE et al., 2002; SEEFELDT; HOFFMAN; DEAN,
20009).

Este centro ativo interage com o nitrogénio. N@mmeio, 0 centro ativo
também possui afinidade permanente com o oxigémsosp, tornando o sitio
inativo em ambientes aerébicos (BUCHANAN; GRUISSEIM®NES, 2000).

O ambiente citosélico da célula do nédulo na zoeafidacdo de
nitrogénio é repleto de leg-hemoglobina, uma pnatejue possui alta afinidade
especifica com o £, e que promove um ambiente andxico mais propicio a
FBN. A FBN no interior dos nodulos reduz gdy o qual € fixado nos acidos
organicos fornecidos pela planta para a respirdg@dacteroides, geralmente o
mais utilizado é o malato. A reducdo dg Bm amodnia é realizada nos
bacteroides e a assimilacdo do N reduzido é faitaitosol da célula vegetal
infectada. Os compostos orgéanicos nitrogenadosesd®o translocados aos
orgdos drenos da planta (OLDROYD et al., 2011; TAEIGER, 2009).

Existem dois tipos de noédulos em legumes (Figura 13) os de
crescimento determinado, caracterizados por seimulares, cujas fases de
desenvolvimento séo delimitadas em cada fase deaf@o do nédulo, como os
nédulos de soja, feijdo &otus japonicus 2) Os nédulos indeterminados
possuem um meristema persistente no nédulo madazendo com que o
nédulo continue crescendo indefinitivamente, como Medicago truncatula
alfafa, ervilha e na maioria das leguminosas dmecliemperados (CRESPI;
GALVEZ, 2000).
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Figura 3 Esquema representando os tecidos de unulonddeterminado
(esquerda) e um indeterminado (direita)

Fonte: Buchanan, Gruissem e Jones (2000)

2.3 Fixacao de nitrogénio em leguminosas: metabolismatensporte

Os nddulos presentes nas raizes atuam como diisiwddicos fortes,
consumindo 10-14% do carbono reduzido pela fotesstncomo fonte de
energia para a fixagcdo biologica dgN(VALENTINE; BENEDITO; KANG,
2011). O estdgio que envolve a fixacdo de nitrapéy@ caracteriza apos a
formacdo de um simbiossoma funcional, com bactesoidiferenciados,
passiveis de fixar nitrogénio pelo complexo daoginase. (LjSST1é um
transportador de sulfato localizado possivelmenta membrana do
simbiossoma, e que provavelmente esta envolvidfomecimento de sulfato
para o bacteroide pela planta. Quando o transplerteulfato foi interrompido
nos mutantegjsstle Ljsst2 a quantidade de enxofre reduzida e a comprometeu
a sintese da nitrogenase, resultando na fixacaaided de nitrogénio e na
senescéncia precoce do nddulo (KRUSELL et al., 2005

Os genes dos FTs “homeoboNDX1 e NDX2 estdo envolvidos na
nodulacéo enhotus japonicuGRONLUND et al., 2003). O silenciamento dos
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genesLjndx1 e Ljndx2 via RNA antissenso resultou na perda da funcdo do
nodulo. Embora os nodulos continuassem com a @éloraosada até trés
semanas apos a inoculagéo, o transporte de nitoogémaodulo para a raiz foi
reduzido, causado por uma reducédo da vascularidzoi®. isso, os FT NDX
podem estar participando de rotas de sinalizac@o\édas na diferenciacéo das
células do parénquima nodular dentro dos tecideswares, bem como na
formacg&o de lenticelas e modificagéo da endodewdalar que é uma barreira
natural a entrada de oxigénio no nédulo (GRONLUN®BI.e 2003).

O fornecimento de carbono para o bacteroide é tterea importancia
para o funcionamento efetivo do nédulo. A sacasisase $USY, metaboliza
a sacarose em UDP-glicose e frutose, fontes essede carbono reduzido para
0 bacteroide. Analises eM. truncatularevelaram que ha a expressao deste
gene em células infectadas na zona de fixacdostmerd, pré-infec¢do, zona
interna do cértex e nos vasos do nédulo (HOHNJEAL. €2003). Mutantes com
perda da funcé@o nos gerfagcSlemM. truncatulae rug4 em ervilha mostraram
menor atividade d8USY fixacdo de nitrogénio e senescéncia nodular peeco
(BAIER et al., 2007; GORDON et al., 1999), resuttama baixa quantidade de
proteinas sol(veis e leghemoglobina, embora a ss@oede genes nitrogenase
nao tenha sido alterada. Em geral os principatbodatarboxilicos utilizados na
respiracdo dos bacteroides sdo 0 malato e o stmdiaasportados através da
membrana do simbiossoma (DAY; COPELAND, 1991). Umde tipo “dedos-
de-zinco” (“zinc finger”) codificada pelo geMdszpt2-1de alfafa é expressa nas
flores, nodulos e tecido vascular em raizes présima nédulo. A perda da
funcdo desse gene gerou plantas com fenétipo defett fixacdo de nitrogénio
(Fix) (FRUGIER et al., 2000). Esses dados levaram algsfio de que esse FT
esteja envolvido na comunicagéo de célula a céuolee o tecido vascular e a
zona de fixacdo, possivelmente coordenando a esgwede transportadores de

metabolitos relacionados com o metabolismo de (ha Nlanta.
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O complexo da nitrogenase converte 0 azotg, dd amobnia, que é
exportado do bacteroide para o citosol vegetalcdghglas infectadas, onde é
assimilado em aminoéacidos ou ureideos, dependemd@sgécie, e entédo
exportado do nédulo para o resto da planta. A glata sintase NADH-
dependente (NADH-GOGAT), juntamente com o glutansiméetase, catalisa a
incorporacdo da aménia em glutamato, que é negespara a eficiente
assimilagdo de nitrogénio. Assim, a reducéo nosisiite NADH-GOGAT em
nodulos de alfafa resultou em deficiéncia de N plastas em condi¢bes de
baixo nitrogénio, prejudicando a assimilacdo de Blterando as razbes C/N
(CORDOBA et al., 2003). A asparagina, ao invés daagina, € a principal
forma utilizada pelas leguminosas de ambiente temdpe Asparagina €
sintetizada pela asparagina sintetase, que catalisasferéncia do grupo amino
da glutamina para o aspartato. Por outro ladoegsniinosas tropicais, como
feijdo e soja, exportam ureideos dos nédulos paesto da planta (SHI et al.,
1997; SILVENTE et al., 2008).

A senescéncia do nédulo é caracterizada pela pdgadéuncdo do
simbionte e a degradacdo o aparato de fixacdo tdeg@nio, normalmente
apresentado em regides dos nddulos com estagio mnamcado de
desenvolvimento, culminando com a morte do baatereidegradacéo da célula
hospedeira. Caracteristicas estruturais da ser@aam nddulos determinados
e indeterminados, o envolvimento de hormoniosjrassimo o aparecimento de
espécies reativas de oxigénio (ROS) tém sido imgaetds. No entanto nenhum
desses sinais foi ainda completamente caracterizaBm nédulos
indeterminados, os primeiros sinais da senesc@&paegecem em uma simples
célula infectada localizada no centro da zona xig&io que se estende para as
camadas celulares subjacentes, em direcdo ao caekpdar. Além do
desenvolvimento, uma forma senescente cbnica migrdbase ao apice do

nédulo até a completa senescéncia do 6rgdo. Erdosstie microscopia, pode-
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se dividir a zona de senescéncia em duas regifies parte mais nova e outra
mais avancada. A degradacdo do bacteroide e dosoredo sdo visualizadas na
parte mais nova, enquanto na regido mais avangadariescéncia, as células
hospedeiras se apresentam totalmente vacuoladspedidas de simbiossoma.
Um grupo de proteinases de cisteina (MtCP1-MtCB6)apresentado como
reguladas em antecedéncia a senescéncia natunabdido e produzida no
estagio inicial da degradacdo das células infestadadlises de atividade
promotora davitCP6revelaram que este gene pode ser um bom marcadoop
estagio senescente inicial do nédulo (PUPPO e2@0D5; VELDE et al., 2006).
Outros componentes especificos, como a proteinaSkpk-cullin-F de
ubiquitina/26S, de rota de degradacédo proteicgproteassoma, sdo observados
durante a senescéncia, indicando a importanciaedeadacdo organizada de
proteinas. Ademais, a transcricdo de genes resgpaspelo transporte de
nutrientes, como fosfato, aminoacidos e proteingadas a ATP séo pré-
reguladas em células senescentes (VELDE et alg)2@% hormonios vegetais
possuem um papel paralelo a senescéncia de folflases, como o etileno,
giberelinas (GAs) e acido abscisico (ABA) na se@esi@a do ndédulo. Baseados
em experimentos de perfil transcricional évh truncatula etileno e GA3
podem apresentar papel positivo e negativo, respentnte, no
desenvolvimento senescente de nddulos (VELDE,&2G06).

O gene DNF2 codifica uma proteina do tipo C-fosfolipase
fosfatidilinositol (OI-PLC-XD) que previve contra senescéncia precoce do
nédulo e reacBes de defesa celular, além de desbmpenportante papel na
persisténcia do bacteroide (BOURCY et al., 2013).

Além dos hormoénios, as ROS s&o importantes no iest&mescente.
Alguns relatos demonstram que h& reducdo em enanaxidantes ascorbato
e glutationa durante esse estagio. No inicio dass&mcia natural é controlada

pelo desenvolvimento da senescéncia, mas podediegida precocemente por
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estresses ao escuro, fertilizacdo nitrogenada, teessees salino e hidrico
(ESCUREDO et al., 1996; GALVEZ; GONZALEZ; ARRESEQR, 2005;
SHEOKAND; DHANDI; SWARAJ, 1995; SWARAJ et al., 200lapesar dos
processos serem muito diferentes quando se comparansenescéncia natural
da induzida por fatores ambientais externos.

2.4 Fatores de transcricdo envolvidos na interacdo siniitica de FSN em

leguminosas

Fatores de transcricdo (FT) sdo proteinas que geenlias regides
regulatérias do DNA de células eucaridticas e desefmam o controle da
expressao de genes. Durante o processo de infec¢@onacdo do nddulo,
muitos FTs sdo necessarios. Os genes deNSPsle NSP2sao pertencentes a
familia GRAS e requeridos, juntamente corBMI3, no processo de simbiose
com fungos micorrizicos arbusculares, dando-nos ige@ geral da rota
simbidtica comum entre a micorrizacdo por fung@sredulacdo por bactérias
diazotréficas (KALO et al., 2005; OLDROYD; DOWNIR004; RIVAL et al.,
2012; SMIT et al.,, 2005). Esses genes sdo fortememuzidos durante a
nodulagdo e também por citocinina (GONZALEZ-SAMAadt 2006).NSP1,
NSP2, ERN1, ERN2, ERNNIN s&o essenciais antes dos sinais de citocinina,
permitindo o reconhecimento para ativar a expreggfuca na epiderme e
induzir a organogénese inicial do nédulo no cédaxaiz (MARSH et al., 2007;
SMIT et al., 2005, 2007ERN2e ERN3estéo diretamente ligados BHIOD11
Enquanto os FTERN1e ERN2sdo ativadores da expressdo BNOD11,0
ERN3 é seu repressor (ANDRIANKAJA et al.,, 2007). O prad génico
codificado pomNIN faz a interceptacdo nodular por codificar umaginat com
dominio de membrana e um dominio de ligacdo ao MNARSH et al., 2007).

Ja os genedNSP1 e NSP2 codificam duas cadeias polipeptidicas que se
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heteropolimerizam para induzir a mudanca da exfeesie genes essenciais
especificos a simbiose de raiz (HIRSCH et al., 2009egulador resposta RR1
do tipo B é induzido durante a nodulacdo e estacasto com o sinal de

transducao apos receptores de citocinidis1/CREL(PLET et al., 2011).

FTs adicionais presentes no meristema do néduloeéessarios para o
desenvolvimento do nédulo, contdAP2.1 em M. truncatulae ERF1 em L.
japonicus (ASAMIZU et al., 2008; COMBIER et al., 2007). Arfcdo desses
genes ainda nado € conhecida, mas o silenciamentA8R.1e ERF1revela
funcbes de manutencdo e possivel iniciagdo do teerds do nddulo
(ASAMIZU et al., 2008; COMBIER et al., 2007). A exgssdo dHAP2.1é
regulada pelo microRNANIR169(COMBIER et al., 2007) e pelmiR166 que
também é induzido no meristema do nddulo (BOUALEMIg 2008). Durante
a morfogénese do nédulo, FTs GRAS sao necessatéomesmo os envolvidos
no controle do padréo das raizes laterais, comd8ENSIVEL AO ACIDO
GIBERELICO (GAl), REPRESSOR DO GAIl (RGA) e SCARECRQ(SCR)
(HIRSCH; OLDROYD, 2009).
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Gene Local de expressao

Processo

NFR1/NFR5 Epiderme do Pélo da Raiz

Pré-Infeccao

NAP1/R1T1

PIRI

FLOT2

FLOT4

LIN/CERBERUS

MMPL1

nsRING

PUB1

RPG

SYMREM1

VAPYRIN

SYMRK

NUP85

NUP133 Epiderme do Pélo da Raiz
NENA

Castor

POLLUX

CCaMK

Cyclops

NSP1, NSP2

ERN1

NIN

NIP

ITD1/ITD4

LOT1

CRINKLE

MtCRE1

LHK1/CRE1

RR1, RR4

NSP1/NSP2

NIN Raiz Interna e Centro do
HAP2.1 Cortex da Raiz
ERF1

API

BRUSH

LHK1

SICKLE

ALB1 nao definido

Raiz

Infeccao

Pré-organogése

Nodulagéo

nao definido

Fonte: (OLDROYD et al., 2011).



36

O reconhecimento dos sinalizadores da especifieig¢aeestruturacdo a
membrana plasmatica da célula vegetal, o que éraatnente importante
durante o processo de infeccdo. A ubiquitina E&8skgPlant U-box1 (PUB1),
interage fosforilando d.YK3 Outras duas ubiquitina E3 ligases, LUMPY
INFECTION (LIN)/CERBERUS e o “finger RING” espedaiti do nddulo
(nsRING) também s&o necessarios na infeccdo (KI$Sale 2009;
SHIMOMURA, 2005; YANO et al.,, 2006). A ubiquitinaodproteossoma em
plantas mostrou-se regulada por receptores do dgpoase CERK1 um
homélogo aolLYK3 (GIMENEZ-IBANEZ et al., 2009) e &LS2 (insensivel
flagelina 2), uma proteina rica em repeticbes deita (LRR) similar ao
receptor do tipo quinase SYMRK (GOEHRE et al., 3008

2.5 Medicago truncatula como leguminosa modelo

A espécieMedicago truncatuleé uma leguminosa anual, com ciclo de
dez meses, usada em pesquisas genbmicas e codgideEn@o um sistema
modelo para estudos moleculares da nodulacdo e EBda planta é nativa da
regido mediterranea, possui um crescimento de @téeftimetros de altura,
folhas trifoliadas, normalmente com manchas verasetia base de cada foliolo.
Medicago truncatuldoi escolhida como um organismo modelo para aobial
de leguminosa por ter um genoma diploide relativ@mgequeno (500 Mb)
com 8 cromossomos, por ser autbgama, ter ciclivafaente curto e protocolo
eficiente de transformacdo genética. Este organfsmsimbiose com rizébio
(Sinorhizobium melilotie S. medicag bem como com fungos micorrizicos
arbusculares. No caso das simbioses fixadorastag@mnio, ha a formacgéo do
nédulo, onde ocorre a associacdo mutualistica das espécies (BARKER et

al.,, 1990). O genoma d#ledicago truncatulafoi sequenciado em 2011
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(YOUNG et al., 2011) promovendo melhores condic@&pesquisas genéticas
moleculares e funcionais.

O retrotransposontntl foi utilizado para promover variabilidade
genética, gerando uma colecdo com 7.600 linhageentes independentes no
gendtipo R108 d/. truncatula com uma estimativa de 190.000 insercdes na
colecdo como um todo, ou seja, cerca de 25 inseqdelinhagens em média
(TADEGE et al., 2008). Esta variabilidade genéticatante € essencial para
estudos como este e de genbmica funcional.T@1 é um elemento
retrotransponivel do tipo 1 (copia-e-cola) originade tabaco Nicotiana
tabacum com de mais de 5 Kb de extensédo e que se totametspods a
insercdo, silenciando assim do gene onde foi atn(BRFURTH et al., 2003;
TADEGE et al., 2008).

Acredita-se que as linhagens NF1858, NF2990 e NFF§0€é possuem a
insercdo TNT1 no gene de estuddedtr7g086040.1 apresentam genotipo
mutante e consecutivamente fenotipo ndo funcioraia pa caracteristica
promovida por este gene, a qual ainda nao é caleeci
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3 OBJETIVOS

Caracterizar genotipicamente e fenotipicamenteirdedens NF1858,
NF2990 e NF3070 mutantes no gene Medtr7G086040€l mpssui  alta
expressao no nédulo de fixacdo de nitrogénio datglaodelo para nodulacéo e
fixacdo simbidtica de nitrogéniedicago truncatulafigura 4.
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Figura4 Zoom na &rea do gréfico com maiores valdesexpressao génica
Fonte: (TRANSCRIPT..., 2013).

Estudando a expressdo do gene em estudo pelo fgjea.moble.org.
Visualizamos as amostras que apresentaram maioress§o em ordem
decrescente foram: Nod 3dai, Nod 4dai, Nod 6daduNm A17 (6dai), Nodule
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yal/hap2 (6dai), Nod 28 dai, Nod R108, Nod phosphiicin 4 h, Nodule

(20d) — 4 h PPT, Nod NOOT TNK507, Nod NOOT NF27Wpd 10dai, Nod

10dai C, Nod 14dai, Nod 20dai, Nodule (20d), Nodsgthinothricin O h, Nod

1l4dai C, Nod phosphinothricin 8 h, Nodule (20d) -h &PT, oot Nod 5wk

LimtN2 N2C, Nod phosphinothricin 24 h, Nodule (26624 h PPT, Nod zone2,
Root A17 5d seedling - 3dai Sinorhizobium, Nod Na@&alsC e Nod Nautl
SalsB, A17 LimN, Root Nod 5wk SuffN2 N2S e Nodufe é6dai). Mas 234

amostras apresentaram expressdo praticamente oslalemais tecidos em
estudo. Conclui-se que este gene é expresso eéspaahte nos nédulos que
fazem a fixacdo de nitrogénio.

Ao que tudo indica, este gene atua no processo almitencdo das
bactérias, ou no processo de fixacdo propriameiie 8egundo a tabela
proposta por Pislariu et al. (2012), o mutante Nggl&m o fendtipo NOEix,
nédulos brancos ineficientes na fixagéo de nitragé&om plantas verde péalidas
ou folhas amareladas devido a falta de nitrogénio.

Objetiva-se elucidar a funcdo da proteina em esty@oque ha
indicacdes desta ser um fator de transcricdo, dewmigpresenca de dominio
reconhecido.
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4 MATERIAL E METODOS

Na tentativa de elucidar o possivel papel do geneestudo fez-se a
identificacdo da expressdo de onde e quando ese §eexpresso. Analise
filogenética, direcionando uma possivel funcdo kcies evolutivas e de
parentesco. Genotipagem para localizacdo da irsengéagénese, assim como
fenotipagem por construcdes genéticas para resmtéuncdo nas plantas
homozigotas recessivas mutantes, localizacdo suacelda proteina
decodificada por este gene e expressdo por locabzda expressado pelo gene
reporter GUS.

4.1 Material vegetal e tratamentos

Os genodtipos de tipo selvagem Medicago truncatuldA17’ e ‘R108’
foram usados neste estudo, bem como as linhagetemtes; NF1858 (sub-
linhagens NF1858-3 e NF1858-14), NF2990 e NF30d@quisidas do banco de
germoplasma da “Samuel Roberts Noble Foundatios”’m&todologias usadas
para quebra de dorméncia da semente, crescimeatulacao, transformacao e
conducdo das plantas foram baseadas no “Manudyietticago truncatula
(BAKER et al.,, 2006; GARCIA; BARKER; JOURNET, 2006As plantas
foram cultivadas em casa-de-vegetacdo e incubad®rarescimento a uma
temperatura dia/noite de 24 °C/22 °C, respectivieneA dorméncia das
sementes foi quebrada por escarificagdo quimica @cido sulflrico seguida
por vernalizacdo a 4 °C por 72 horas no escurmi€ioi da germinacao foi
realizado em placa de Petri por 48 horas em bandadaboratério sob luz
fluorescente e temperatura ambiente. Posteriormeade plantulas foram
transferidas para potes plasticos com substratooMéix 360 (no caso de
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producdo de sementes) ou mistura de vermiculitaface (1:1, para estudos de
nodulagéo).

Para a nodulacdo, utilizou-se a bactéria diazoadé8inorhizobium
meliloti (Sm1021-lacZ) cultivada em meio de cultura YM idqu A cultura foi
centrifugada e ressuspendida em meio B&D semgditrio para Oy = 0.05.

A inoculacéo ocorreu aos 4 dias apés o plantiqootess definitivos.

4.2 Identificacdo do gene de estudo

O perfil de expressédo do gene foi acessado peldcsigal Gene Atlas
(mtgea.noble.org) utilizando a probeset Mtr.145@3L1at.

Identificacdo da proteina GRF (MtN20): a anotacdogdnoma deM.
truncatula pelo IMGAG (versdo V4.0) e sequéncias das proseiftaam
avaliadas a partir do banco de dados de MedicagdN(UIMEDICAGO
RESOURCES, 2013).

Os dominios conservados foram analisados pelo dde Pfam
(http://pfam.sanger.ac.uk). As regides 3'UTR e SRJTo transcrito foram
confirmadas usando a metodologia RACE (ExactSTARIN-LEength cDNA
Library Cloning Kit) via sequenciamento direto daggmentos de PCR isolados

em gel de agarose a 1%.

4.3 Analise Filogenética

Andlise filogenética molecular foi realizada utlitlo-se a sequéncia de
aminoacidos (aa) das proteinas contendo o domirf06839. Foram
identificados 144 individuos da familia ZF-GRF pasaespéciell. truncatula

Arabidopsis thalianae A. lyrata a partir do banco de dados de Medicago
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(BIOINFORMATICS LABORATORY, 2013) versédo 4.0, emrgonto com o
banco de dados Phytozome (JOINT GEONME INSTITUTHE,3 pelo método
de BLAST (GOODSTEIN et al., 2012). O alinhaments daquéncias e analise
filogenética, usando o método de Maxima Parcimdwiaqual os valores de
bootstrap foram calculados com 10,000 intera¢dkspregrama “MEGAS.2.1”

4.4 Desenho de primers

A sequéncia de DNA, cDNA do gene de interesse fomdnuiridas a
partir do site da Noble Foundation (http://biocinfodble.org/getseq/) acessando
a Ultima versao, Mt3.5v4. Os primers foram deseosadando o site PRIMER3
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) com os parfmog abaixo e com
ajustamento manual:

Temperatura ideal de 60 °C, comprimento de cadaeprentre 15 e 30
bases e tamanho do amplicon dependendo da regidtetEsse a ser isolada.
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Tabela 2 Primers utilizados

Regido codante:

GRF_fw 1: 5-CACCCACCACACTCACCTAT Tm: 56.6°C
GRF_fw 2: 5'-CACCGGTTAGTCTCTCTATTTATATGTGATG Tm: 56°C
GRF_rv_no_stop: 5-TTTCGAACCCTTCAAACCACC Tm: 55.7°C
GRF_rv_stop: 5-CCAAGTCTAATACATCAATTGTACTCCGC Tm7’B3°C
GRF_Fw 3: 5-GAGTTGCAGGAAACCACGATTGAGAG Tm: 59.6°C

Regido Promotora;

ProGRF_fw: 5'-CACCTTTAGAGGTGTTGGATGG Tm: 55.4°C
ProGRF_rv: 5-CACATATAAATAGAGAGACTAACCTTATCCTC Tm54.3°C
ProGRF-fw-out2: 5-GAGCAGCACTCACACGAGAAGTC Tm: 59G
ProGRF-Rv-out-2: 5-GACTTCTCGTGTGAGTGCTGCTC Tm: B%C
ProGRF-Fw-3: 5'-CACCGTGGCAGTGACACAT Tm: 58.1°C

ProGRF-RV-in-2: 5'-CACATCACATATAAATAGAGAGACTAA Tm:57.4°C

Primers Tntl:

Tntl-fw(outer): 5-ACAGTGCTACCTCCTCTGGATG Tm: 58Q
Tntl-rv(outer): 5'- CAGTGAACGAGCAGAACCTGTG Tm: 5BC
Tntl-fw(nested): 5-TCCTTGTTGGATTGGTAGCCAACTTTGTTG Tm: 61.0°C
Tntl-rv(nested): 5-TGTAGCACCGAGATACGGTAATTAACAAGA Tm: 58.9°C

4.5 Andlises de Promotor

A regido gendmica de 2.150 pares de bases (phjiané® cédon de
iniciacdo do gene Medtr7g086040.1 (de 26.012.052t#p 26.014.202bp do
cromossomo 7) foi utilizada tanto nas andlisesilico como na clonagem para
fusdo com marcador GUS. O programa PLACE (MOCHIDAlg 2010) foi

utilizado para identificacdo dos elementos regulagédconservados da regido
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promotora do gene em estudo. Notou-se a existé&eciam gene na posicao -
2.262bp (Medtr7g086030.1) na direcdo oposta a e gstudado. Assim, é
possivel que a regido promotora do gene em estefp Earcialmente

compartilhada com o gene vizinho (HIGO et al., 19¥RESTRIDGE, 1991).

A sequéncia da regido promotora foi acessada piéo NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/) onde se procurou uragido genémica referida.
Para amplificacdo da regido genbmica, utilizou-sestatégia de “nested”
primers. O produto amplificado foi sequenciado iizatlo para construir um

vetor fusionado o marcador GUS.

4.6 Genotipagem dos mutantes

As genotipagens dos mutantes foi feita por PCRt&adéssom a enzima
Polimerase TaKaRa Ex-taq utilizando-se combinagfieprimers do gene em
estudo com “primers-out” do Tntl. Desta forma peddecalizar a insercdo do
Tntl no gene de interesse da linhagem mutante xkacées de DNA foram
feitas usando o kit MasterPureTM DNA Purificatioit KEEpicenter). Para cada
20 puL de reacédo de PCR usamos 9,9 uL g, 4,0 uL de betaina [5 M], 2,0
puL de 10X TakaRa Ex-Taq Buffer, 1.6 pL de dNTP$ [2g/pL cada], 0.8 pL
de Primer 1 [10 pM], 0.8 pL de Primer 2 [10uM], 0l1de TaKaRa-Ex-taq
[5u/pL] e 0,8 pL de DNA [100ng/pL]. Na PCR da geépafjem usou-se um
ciclo de ativacdo de 94 °C por 2 minutos, 35 ciclmssecutivos de desnaturagéo
a 98 °C por 10 segundos, anelamento a 62 °C pmed@hdos e extensdo a 70 °C
por 2 minutos, e um ciclo de estabilizagdo a 72p8C 2 minutos, com a

combinacao de primers abaixo (Tabela 2).
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Tabela 3 Combinacgéo de primers utilizados na geagém

PCR Primer : Primer :
1 GRF fw? GRF _rv_sto
2 GRF_fw Tntl-fw(outer
3 GRF_fw Tntl-fw(outer
4 GRF_rv_sto Tntl-rv(outer
5 GRF_rv_sto Tntl-rv(outer

As andlises de sequenciamento das amostras fordias feia
sequenciamento de plasmideo ou sequenciamento dieelamostra extraidas
da banda de gel de agarose. O sequenciamento ugarusras de plasmideos
foi usado durante o processo de clonagem e o seigoento direto foi usado
para localizar o ponto de mutacdo. Na preparac@ocadestras de plasmideo
para sequenciamento usou-se o kit de extracdoQldmd# 6 Minute Mini
Plasmid da MOBIO, adquirindo uma concentracdo de-4 ng/uL por
amostra. E na extracdo de banda de gel usamoslltugita GFX PCR DNA
(GE Healthcare Life Sciences), a uma concentragamaior que 30 ng/uL por
amostra, segundo querido pela Genome Core Fadility West Virginia
University. No sequenciamento de plasmideo, vetrcldnagem, usamos o
primer M13-Fw, para ambos os plasmidos pENTR ou §CR para
sequenciamento direto de banda de gel utilizou smmeprimer forward usado
na PCR.

Fragmentos das linhagens NF1858#3-1, NF2990#19FBORD#11.2
amplificados com os primers GRF_fw 2 e Tntl-fw(ouferam enviados para
sequenciamento com o primer Tntl-fw(outer) paratifieacdo do ponto exato

de insercéo do retrotransposbmtlno gene em estudo.
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4.7 ConstrucBes Genéticas

Para o isolamento do gene e construcdes genéticasop estudos de
promoter-GUS, localizacdo subcelular e compleméiotaidps mutantes foram
feitas PCR para amplificacdo do fragmento e extragibanda de gel com o kit
“llustra™ GFX PCR DNA and Gel Band Purification”. A bandaiudeeresse foi
sequenciada e os resultados alinhados pelo CIW®&| para analisar a
integridade da sequéncia.

Para os estudos de complementacdo o fragmento tmpncsdon,
amplificado com os primers GRF_fw_2 e GRF_rv_stap wana amostra de
cDNA em PCR. O produto da PCR foi clonado em vd®clonagem pENTR,
usando primer “forward”, o qual possui a sequéticilaCC" no seu inicio como
requerido pelo protocolo, para obter-se o recdnf@®o e promover a
direcionamento na clonagem. Apés clonado o vetdr afinazenado em
biblioteca génica utilizandoE. coli TOP10 (Life Technologies), via
transformacédo por choque térmico. O fragmento diARontendo a regido
codante foi inserido em plasmideo binario para dementacdo genética
(pUBIC/DR-GFP) utilizando-se o método de recombiimaGateway com o kit
LR Clonasé" Il Enzyme Mix (Life Technologies). Apds a clonagemE. coli,

o vetor foi transferido parAgrobacterium rhizogenéérqual’ pelo método de
congelamento e derretimento (“Freeze-Thaw MethddfPLSTERS et al.,
1978) modificado por Jyothishwaran et al. (2007).

Para os estudos de complementacdo dos mutantessgate da funcdo
do gene, amplificou-se a regido codante do genestutdo sem o stop codon,
utilizando os primers GRF_fw 2 e GRF_rv_stop enmawamostra de cDNA,
previamente sintetizada, via extracdo de RNA esintle cDNA usando o kit
mirVand (Life Technologies). Ap6s a confirmacéo da intégde da sequéncia,
por sequenciamento, realizou-se a transformacagordplasmideo de destino,
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pUBIC/DR-GFP, por reacdes de recombinacdo do tipo RL da&gegpdant
completa, com o cédon de terminacéo, como aprefenaFigura 5. O qual fi
clonado em ‘Arqual’, como o fragmento antericara a transformacdo d
plantas mutantes com o gene de interesse ligadmtaima GFP, usando
mesmas metodologias do estudo de complementagdioitdote

228,248 Mi3-rey]
536553 Mi3-Fwd]
570665 AtLl
= 22722395 Anl
e
PENTR-GRFSTOP - 3258 nt \ 30032794 _ced]

PUBIC-DR-GFP - 14823 nt \

4100..3444 Cmik|

S
-

44724349 AuR2]
52385221 hi13-fwd]

1521..1426 Al )]
5581539 T
156791559 Mi3-rey]

II

286266 angd

|2280..3067 Insert fram pENTR-GRFSTOP|

pUBIC-CFP + GRFSTOP - 13424 nt

Figura5 Esquema da reacdo LR para a construcio GRF_STOR
apresentada pelosapas dos plasmideos utilizados

Nota: Reacdo entre o pENTFGRF_STOP e pUBIC/DR/GFP resultando
pUBIC/DR/GRF_STOP/GF!
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Para os estudos de localizacdo subcelular, anq-se a regias
codante do gene em estudo sem o stop cédonando os primers GRF_fw 2
GRF_rv_no_stop em uma amostra de cDNA. Apds amrnafido da integridac
da sequéncia, via sequenciamento, rea-se a transformacéo de um plasmi
de destino, pUBIC/D-GFP, por rea¢cGes de recombinacdo do tipo RL or
GFP iniciase antes do STOP, como apresentado na figura Galdaj clonadc
em Arqual, como o fragmento anterior, para a toansicdo das plant:
mutantes com o0 gene de interesse ligado a pro@HR, usando as mesn
metodologias do estudo de complemero do mutante.

226248 M13-revl

bricin 24103035}

470..427 rm@ T1]

o 2272..2395 ARl
536553 M13fue
o
S57T0.665 Attll]
[ \ 30032794 ccdf)
PENTR GRFNOSTOP - 3082 nt
-+ PUBIC-DR-GFP - 14823 nt
&
44724349 AnR2|
/g K (44785191 £GP
s 5238..5221 M13-fwdl
[1363.1343 m13-red]

[ ColeL origin 2410.3033]
T
570.665 AuLi]
.-
PRENTR GRFNOSTOP - 3082 nt
.
< A
:
13421323 717

Figura 6 Esquema da reacdo LR para a construcdo GRF_NO_S3IEM
apresentada pelosapas dos plasmideos utilizados

Nota: Reacdo entre o pEN-GRF_NO_STOP e pUBIC/DR/GFP resultando
pUBIC/DR/GRF_NO_STOP/GF
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Para estudo de localizacdo da expresséao foi feilaragem chamada
Promoter-GUS, que possui 0 gene reporter GUS o eyakssa a proteira
glucuronidase que é naturalmente de cor azul eiddypelo mesmo promotor
do gene em estudo. Ou seja, onde e quando ocimtugdo da expressdo do
gene em estudo, ird induzir a expressdao do GUS guitando o tecido
naturalmente de azul. Para isto, foi feita a angplfio da regido promotora
utilizando a metodologia de “Nested PCR” em dua®& RCprimeira com os
primers ProGRF-fw-out2 e ProGRF-Rv-out-2 e a seguPr@R com os primers
ProGRF-Fw-3 e ProGRF-RV-in-2. Sendo que o prod@dP@€R utilizado na
segunda reacdao foi adquirido por extracdo da bdodgel da primeira PCR.

Como resultado da segunda PCR foi feita a extrdgdfragmento do
gel de PCR e o clonamos em pENTR, como vetor deagkem, para ser inserido
no vetor de destino, pKGWFS7, por reacBes de reicapio do tipo RL como
apresentado na figura 7, usado para a transformalg®n plantas via

Agrobacterium rhizogenegRqual.
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PENTR-Promoter GRF - 4720 nt

10642720 Cm
PKGWFST - 12700 t

N (A5 o
X

(17291357 os-1
18571833 Augl|

1840..4049 Insert from pENTR-Promaoter GRI

pKGWFS7-PromoterGRF - 13221 nt

4
40344058 Ans2|

Figura7 Esquema da reacdo LR para a construcdo Promotd;
apresentada pelos mapas dos plasmideos util

Nota: Reacgédo entre o pENTR::Promotor_GRF e pKGWFS7 sttt emrpKGWFS7-
Promotor_GRF::GU!

Depois de conferido, as sequéncia das clonageasjnéegridade d
regido de interesse e o quadro de leitura na tigéec e traducdo d:
construcBes. Todas as transformacdo foram tradagemparaAgrobacteriur
‘ARqual’, paraos futuros trabalhos de localiza¢do da expressaopromote-
GUS e subcelular localizagdo usando a constru¢&-NO-STOP::GFP. Toda
os plasmideos foram armazenados no congelar-80 °C em uma bibliotec

génica usandg. Coliem estoque de glicerol a 30%.
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4.8 Anadlise Fenotipica dos mutantes

Os mutantes foram cultivados em substrato artifielatro-Mix 360.
Estacas obtidas dessas plantas foram enraizadasmniculita e turface na
propor¢do de 1:1 para as andlises citolégicas daladVinte e um dias apés o
enraizamento, as plantas foram inoculadas comiaz8m1021llacZ Trinta e
dois dias apo6s a inoculagédo, os é6rgdos foram fix@dcorados para as analises
microscopicas.

Nos estudos histolégicos, os nodulos foram fixados solugcédo de
PIPES 0.1 M, pH = 7.2, com glutaraldeido a 2.5% 3®minutos sob vacuo,
pressdo de 20 polegadas de Hg. Para coloragdo adééris com lacZ, os
tecidos foram incubados por 16 horas com 80 mMIBE®, 5 mM KFE(CNY),
5mM KsFE(CN), 0.08% X-Gal e 0.1% Tween, segundo descrito paviBet
al. (1990) e adaptado por Pislariu e Dickstein 20@p06s a incubacgdo, os
tecidos foram clareados com solucdo de hipoclatgosédio a 2.4% por 5
minutos, lavados em PIPES 0.1 M e armazenadd€aRara a emblocagem, os
tecidos foram desidratados por incubacdo sucedsivéb minutos em etanol a
50%, 70%, 95% e 100%. Para transferir para parafisatecidos foram
incubados por 15 minutos em xileno puro, 2 horab6% parafina/xileno a 60
°C e 2 horas ou “overnight” em 100% parafina a 60 @s tecidos foram
seccionados a 7 um de espessura em micrétomo mddsatortes foram
espalhados em lamina de vidro usando agua na &u@erfsecos “overnight” a
37 °C. Para a remocao da parafina e coloragd@rtessdixados nas laminas de
vidro foram incubados duas vezes com xileno poriutos, duas vezes em
etanol 100% por 5 minutos, uma vez em etanol 95% Saninutos e,
posteriormente, corou-se com floroglucinol-HCL a 1#iluido em DNF
peso/volume) para a visualizacdo no microscépitudecom as amplificacGes
descritas em cada figura utilizadlENSEN, 1962)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com o Medicago Gene Expression Atlas BENO et al.,
2008), o gene codificado pelo locudedtr7g086040apresenta expressao
especifica em nédulos de fixacdo de nitrogénioe Esssum gene ainda néo
caracterizado funcionalmente em leguminosas, o0 @uerna um excelente
candidato para analises de sua funcdo durantecegso de fixacdo simbidtica

de nitrogénio.

5.1 Localizacao cromossOmica e arquitetura génica

O gene codificado pelo locidedtr7g086040esta localizado no brago
maior do cromossomo 7 déedicago truncatulgFigura 9). A regido transcrita
tem 1.4 kb, contém um Unico intron e codifica umatgina de 146 aminoacidos
e 17 KDa. A sequéncia de proteina analisada ptodsi Pfam apresentou o
dominio ZF-GRF com fung¢do reconhecida e outro dammide funcgéo
desconhecida, a familia DUF730, no qual o dominlrepe ao dominio ZF-
GRF ocupando aproximadamente 76% da proteina. Onémmmonservado de
Dedos de Zinco (“Zinc Finger”, ZF), PFAM 06839, éntum em fatores de
transcricdo e, juntamente com o tamanho pequenpra@ina, corrobora a
hipétese de que o lociMedtr7g08604Qcodifica um fator de transcricdo. Pelo
mesmo site geramos a figura 8, a qual caractedziominio Dedos de Zinco os

aminoacidos de maior relevancia.
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Figura8 HMM logo do dominio de Pfam068:

Nota: Gerado pelo site do Pfam pela metodologiaSdbeuste-Bocklel, Schultz e
Rahmann(2004)
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Figura 9 Localizacdo e arquitetura génica

Nota: O gene em estudo é codificado pelo Iddesltr7g086040no cromossomo 7 deledicago truncatulaAs setas indicam a
orientacdo da transcricdo. Retangulos indicam @eegodante (com o dominio conservado em vermethdinhas
representam regides ndo codantes (intron e UTRS).
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5.2 Analise Filogenética

Com o resultado desta primeira analise filogengtics#iou-se que a
proteina de interesse esta localizada em um clade especifico, figura 10, e
passivel de se fazer uma nova analise filogenétaia eficiente e direcionada,
figura 11. As sequéncias foram analisadas novanoem® feito anteriormente,
para o alinhamento das sequéncias e analise fitiganusando o método de
Méaxima Parcimdnia na qual os valores de bootstmpni calculados com
10000 interagBes pelo programa “MEGAS.2.1", conitofanteriormente.
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-

I_|— Araly|473620_497

53 Medtr7g086040.1
Araly|489084_495
AT3G42860.1
82 Araly|323073
Medtr2g084070.1
Medtr6g004300.1
] Medtr7g100770.1

Medtr4g101150.1
Medtr6g086345.1

Medtr1g111810.1
_|£ Medtr4g072180.1
Medtr6g034025.1

Medtr7g110680.1

Medtr4g011290.1
_[ Medtr7g114770.1
Medtrlg116430.1
Medtr3g113580.1
Medtr3g110580.1

Medtr2g017540.1
— Araly|863113

Figura 10 Imagem parcial, focada no locus em estadrvore filogenética do
resultado da andlise filogenética, com todos os lmnesnda familia
ZF-GRF deMedicago truncatulgArabidopsis thaliana A. lyrata
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Medtr2g084070.1
Medtr4g101150.1
Medtr7g100770.1
Medtr6g004300.1
Medtr4g072180.1

i‘: Medtr7g086040.1
Araly|489084_495
=

53

AT3G42860.1
Araly|323073
Medtr7g110680.1

— Medtrig111810.1
L Medtr6g034025.1

— Medtr4g011290.1
75 L— Medtr7g114770.1
Medtr3g113580.1
— Medtr6g086345.1
L Medtrig116430.1
Medtr3g110580.1

Figura 11 Arvore filogenética como resultado dagiénia gerada pelas dezoito
sequéncias reconhecidas como maior similaridadeacpnoteina em
estudo, do resultado da primeira analise filogeaéti

As analises filogenéticas revelam forte homologitteea ZF-GRF de
Medicago truncatula (Medtr7g086040) e proteinas funcionalmente nao
caracterizadas dArabidopsis thaliana(AT3G42860) e seu homodlogo efn
lyrata (Figura 11). De fato, o tamanho da proteina ccalifa € semelhante em
Arabidopsis, diferindo somente em 19 amino acidhesn como a arquitetura
génica com apenas um intron. Da mesma forma, ernsao®genes, a regido de
dominio da proteina esta separada pelo intron.

Nesta analise pode-se visualizar que o gene endcegiassui um

ancestral comum corA. thalianae dois comA. lyrata Na histéria evolutiva
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entre Medicago e Arabidopsis, ambos 0s grupos idiwido mesmo ancestral
comum ha cerca de 64 milhdes de anos (MUDGE €G05).

Apresentando 84% de semelhanca entre a proteigstul#o e a proteina
Araly|489084 495 deA. lyrata, figura 11. A proteina do gene homdlogo é
reconhecida no site www.phytozome.net como:
fgenesh2_kg.6_ 2218 AT1G17277.1. Os genes apassentamanhos
semelhantes de 146 e 165 pares de bases e doraipiotdina de 47 para 40

aminodacidosiM.truncatulae A.lyrata, respectivamente.

5.3 Anélise do Promotor

O padréo de expressao de um gene é coordenadcefsoantos em cis
que estdo especialmente localizados na regido pocendo gene. Assim, uma
analise dos elementos conservados no promotor degama pode levar ao
entendimento de como o gene em estudo é regulatkcticionalmente.

A andlisein silico da regido gendmica de 2.279pb imediatamente
anterior ao codon de iniciacdo do medtr7g086046ridezida pelo programa
PLACE revelou um grande nimero de elementos rafidat potencialmente

conservados (Figura 12) e apresentados na Tabela 4.

A M B B A ok R o bk R0 b S

Figura 12 Esquema da regido promotora com algwersegitos marcados nas
suas respectivas posicdes, esta figura é uma imagenregibes
reconhecidas pelo programa PLACE e marcadas maantdnem
uma planilha, com o intuito de visualizar melhormeo esta a
distribuicdo dos elementos
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Tabela4 Elementos encontrados na regido promaorasuas respectivas

posicoes
Elemento Posicdo
105, 130, 462, 544, 551, 748, 837, 1073, 1224,
DOFCOREZM 1292, 1450, 1631, 1645, 1695, 1716, 1794, 1814,
1887, 1909 e 2111
86, 204, 380, 569, 640, 715, 734, 871, 1045, 1187,
GATABOX 1213, 1227, 1412, 1467, 1698, 1778, 2011, 2117 e

2150

3,21, 211, 564, 603, 615, 710, 742, 752, 1176,
CACGTGMOTIF 1209, 1519, 1530, 1571, 1764, 1970 e 2098
69, 174, 273, 353, 812, 900, 910, 963, 988, 1040,
ROOTMOTIFTAPOX1 1046, 1249, 1699, 1936 e 2151
54. 436, 484, 505, 794, 851, 898, 961, 986, 1200,
CHATEDAL 1495, 1650, 2080 e 2184

86, 204, 640, 715, 871, 1187, 1227, 1412, 1467,
2111 e 2117

_105, 551, 1224, 1695, 282, 298, 704, 1677, 1996 e
2039

GTGANTG10 12, 111, 404, 779, 181848, 1944, 2143 e 2148

IBOXCORE

GT1CONSENSUS 204, 239, 640, 871912864, 1912 e 1919
194, 405, 553, 622, 86684, 1864 e 2022

13, 155, 780, 1515, 1,66706 e 1945

EBOXBNNAPA 3, 330, 484, 603, 159B57 e 2017
MYCCONSENSUSAT 3, 330, 484, 603, 15p257 e 2017
NODCON2GM 282, 298, 704, 1677042 2039

TATABOX5 134, 1088, 1424, 142851 e 1555

POLASIG1 125, 242, 1024, 113p7é2
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Elementc Posicac
POLASIG2 593, 1242, 1271, 1883 685
ACGTABOX 4,157,1115, 1116 681
IBOX 715, 1187, 1412, 1462147
POLLEN1LELAT52 1636, 1643, 1851 e 1911
POLASIG3 65, 1129, 1854 e 1880
NODCON1GM 105, 551, 1224 e 1695

888, 241, 119 e 339

225, 327, 1807 e 1394

ABREATCONSENSUS 2,3,4e157
TAAAGSTKST1 104, 1694, 1886 e 1908
MARTBOX 444, 445, 1088 e 1091
MYB1AT 246, 1347, 1832 e 2013

561, 582, 585 e 2181
LECPLEACS2 1245, 1274 e 1380

88, 824 e 1119

MYBST1 639, 733 e 2116

88, 824 e 1119

SEFAMOTIFGM7S 148, 814 e 1420
SREATMSD 338, 538 e 1577
WBOXATNPR1 1660, 1705 e 1515

BOXIINTPATPB 4,77 e 2072
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Elementc

10PEHVPSBD
NTBBF1ARROLB

300ELEMENT

CURECORECR

GT1GMSCAM4

INRNTPSADB

TATCCAOSAMY

2SSEEDPROTBANAPA

ASF1MOTIFCAMV

CANBNNAPA

CARGCWS8GAT

CCAATBOX1

CIACADIANLELHC

CPBCSPOR

EMBP1TAEM

GBOXLERBCS

GT1CORE

Posicac

2,3e563
1669 e 1937
616 e 1177
1288 e 1918
1135 e 1155
739 e 751
1289 e 1919
1099 e 1105
339 e 539
1437

155

1437

371

1494

827

1047

EEN

LRENPCABE
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Elementc Posicac
MYB26PS 264
MYB2AT 468
MYB2CONSENSUSAT 468
MYBCOREATCYCB1 1502
MYCATRD22 1592
PRECONSCRHSP70A 1683
PROXBBNNAPA 1437
PYRIMIDINEBOXOSRAMY1A 1736
RBCSCONSENSUS 367
RBCSCONSENSUS 1496
REALPHALGLHCB21 247
SORLIP2AT 1506
TATABOX2 286
TATABOX3 911
TATABOXOSPAL 2055
TATCCAYMOTIFOSRAMY3D 339
TGACGTVMAMY 155
WBOXNTERF3 1515

A tabela 4 ilustra somente regibes regulatdrias reigulacdo da
expressdo do gene possivelmente envolvido com acg@lol O presente

trabalho, entretanto, n&o objetivou elucidar a &imnde tais elementos, embora
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seja um topico de bastante interesse cientificemendimento da regulacdo de

genes envolvidos na fixagédo simbiética de nitrog@ni legumes.

5.4 Perfil de expressao génica diledtr7g086040.1

De acordo com o conjunto de 234 microarranjos A#ynr encontrado
no Medicago Gene Expression Atlas (BENEDITO et 2008), o gene em
estudo (probeset Mtr.14503.1.S1_at) apresenta ssquwesspecifica em nédulos
de fixacao de nitrogénio (Figura 12). A expressatta@mente induzida ja aos 4
dias ap0s a inoculacdo com rizébio e permanenaenalinédulo maduro. Esse
padrdo de expressdo indica uma funcdo do produtica@éotencialmente
importante na simbiose de fixacdo de nitrogénidyaa sua funcdo molecular

especifica e seus alvos potenciais estejam indisizdos.

5.5 Identificacdo de mutantes insercionais para o geram estudo

Um escrutinio de colecdo de mutantes de insercaoMemdicago
truncatula (PISLARIU et al., 2012; TADEGE et al., 2008) fobrmluzido e
resultou na identificagdo de trés linhagens indépetes com insercBes do
retrotransposoiintl no locusMedtr7g086040.1NF1858, NF2990 e NF3070.

5.6 Genotipagem e localizacdo dos pontos de insercéo

As linhagens e linhagens dos mutantes encontradamfgenotipadas
via PCR seguido de sequenciamento do amplicon geteaminacdo do ponto
exato de insercdo do retrotranspo3aoil na linhagem e da segregacao alélica

nas linhagens. A combinacdo de primers GRF_fw R€ Gv_stop resultou na
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amplificacdo de uma regido gendmica de 1.349 pla paralelo selvagem
(funcional, sem insercédo), enquanto o alelo conergé® Tntl de 5 kb
(presumivelmente ndo-funcional) n&o foi amplificadoas condicdes
experimentais utilizadas.

Para a identificacdo do alelo com insercdo, umgriespecifico para o
gene em estudo (GRF_fw2 ou GRF_rv_stop) e um priarelando nas
extremidades da inser¢cdotl [Tntl-fw(outer) ou Tntl-rv(outer)] foram usados.
Essa ultima rea¢do também permitiu identificarientacéo da inser¢camtlem
relacdo ao gene de interesse. A representaciocdbzéméo da insercdo do
retrotransposon adquirido na analise genotipicaR@@R estd demonstrada na
Figura 13. O tamanho dos fragmentos esperadosndises genotipicas dos

mutantes esta apresentado na Tabela 5.

Tabela5 Tamanho do fragmento amplificado na PCRyetzotipagem dos
mutantes, usando os primers GRF_fw 2 e Tntl-fw(pute

Linhagem Mutant Tamanho (bg
NF185¢ 862
NF299( 1391
NF307( 864

5.7 Localizacdo dos pontos de insercao do retrotranspos

Os amplicons derivados dos alelos nao-funcionaeocenviados para
sequenciamento direto com o mesmo primetl utilizado na amplificacéo,
para cada linhagem mutante. A andlise das seqsépeianitiu identificar a
localizacdo exata da insercdo (Figuras 13, 14 eQ$)géis de resultados das
PCRs das genotipagens e localizagdo dos fragmentdzados no
sequenciamento e localizagcdo da insercdo do matsgoson podem ser

visualizadas nas Figuras 16 a 30.
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Tntl

-mf J———

Figura 13 Esquema do gene em estudo com a insdgdmtl na linhagem
NF1858 em seus respectivos direcionamentos e mropalidade, no
gual o gene possui 1440 pb e a insercdo Tntl, $pB34fora da
proporcionalidade.

Tntl

=l

Figura 14 Esquema do gene em estudo com a insdgdmtl na linhagem
NF2990 em seus respectivos direcionamentos

J——

Tntl

-mf J———

Figura 15 Esquema do gene em estudo com a insdgdmtl na linhagem
NF3070 em seus respectivos direcionamentos

As plantas do mutante NF1858 foram genotipadas”@R usando as
combinacdes de primers e a metodologia apresentiaesultados estédo

apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6 Resultados da genotipagem das sub-linkalyéti858, NF2990 e

NF3070

Linhagem A A Genotipc
Al7 + - AA
R10¢ + - AA
1858#:-1 - + ac
1858#:-3 - + ac
1858#-4 - - --
1858#1+3 - + ae
1858#1-4 - - .-
2990#1%-1 - + ac
2990#14-2 + + Aa
2990#1-3 + + Aa
2990#1%-4 - + ac
2990#1%-5 + - AA
2990#2-2 + - AA
2990#2-3 + - AA
2990#2-4 + - AA
2990#2-5 + - AA
3070#1(-1 - + AA
3070#1(-2 - + --
3070#1(-3 - - AA
3070#1(-4 - + AA
3070#1(-5 - - AA
3070#1-2 - - Aa
3070#1-3 - - Aa
3070#1-4 - - AA
3070#1:-1 - - AA

3070#1:-2 - - AA
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1Kb H,O A17 R1083.1 3.3 3.4 14.314.4 1Kb

1% TepVisior™ LE GO Agarose (#R0451)

0.5 pglare, & cm lengt
1XTRE, 7 Wicm, 45 min

Figura 16 Gel da PCR da genotipagem das plantasubinhagem NF1858
com a combinacao de primers GRF-FW2+GRF-STOP-RV

1KH,0 R108 A17 R108* A178.1 3.3 3.4 14.3 14.4 1Kb

3
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5
2
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=

0.5 pgiane, & cm lengt
X TAE, 7 Wem, 45 min

Figura 17 Gel da PCR da genotipagem das plantasubiinhagem NF1858
com a combinacao de primers GRFFw2 + Tntl-fw (Quter
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1KbH,0O R108 A17 R108* A178.1 3.3 3.4 14.3 14.4 1Kb

£ 1% Tophisior™ LE GO Agarose (#R0481)

Figura 18 Gel da PCR da genotipagem das plantasubiinhagem NF1858
com a combinacao de primers GRFFw2 + TntlRv-outer

1KMH,0 R108 A17 R108* A178.1 3.3 3.4 14.314.4 1Kb
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#

0.5 pgdane, 8 om lengt
1XTAE, 7 Vifem, 46 min

Figura 19 Gel da PCR da genotipagem das plantasubiinhagem NF1858
com a combinacao de primers GRFRvStop + TntlFwroute
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1KbH,O R108 A17 R108* A17*3.1 3.3 3.4 14.3 14.4 1Kb

1% TepWisior™ LE GO Agarose #R0491)

0.5 jgfare, 8 em lengt
1XTAE, 7 Vfem, 45 min

Figura 20 Gel da PCR da genotipagem das plantasubinhagem NF1858

com a combinacéo de primers GRFRvStop + TntlRvroute

1KbH,0O R10819-1 19-2 19-3 19-4 19-5 21-2 21-3 21-4 21-5

1% TepVision™ LE GO Agarcse FRO41)
2
=

0.5 pgfane, 8 cm lengt - - - - - - - - - - -

AXTRE, 7 Viem, 46 min

Figura 21 Gel da PCR da genotipagem das plantasubinhagem NF2990

com a combinacado de primers GRF-Fw-2 + GRF-stop-rv
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1KbH,0O R10819-1 19-2 19-3 19-4 19-5 21-2 21-3 21-4 21-5

1% TepVision™ LE GO Agarcse FRO41)

cnee el L L L L L L L L
AXTRE, 7 Viem, 46 min

Figura 22 Gel da PCR da genotipagem das plantasubiinhagem NF2990
com a combinacéo de primers GRF-Fw-2 + Tntl-Fwfoute

1KbH,0 R10819-1 19-2 19-319-419-5 21-2 21-3 21-4 21-5

1% TepVisior™ LE GQ Agarose GRO4S1)

0.5 pglare, & cm lengt
1XTAE, 7 Wem, 46 min

Figura 23 Gel da PCR da genotipagem das plantasubiinhagem NF2990
com a combinacéo de primers GRF-Fw-2 + Tntl1-Rv+ioute
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1KIH,0 R10819-1 19-2 19-3 19-4 19-5 21-2 21-3 21-4 21-5

1% TepVisior™ LE GO Agaross GRO491)

0.5 pgfane, 8cm lengt
1ATAE, 7 Wem, 45 min

Figura 24 Gel da PCR da genotipagem das plantasubiinhagem NF2990
com a combinacéo de primers GRF-stop-rv + Tntl-kve

1KIH,0 R10819-119-2 19-3 19-4 19-5 21-2 21-3 21-4 21-5

bp ngh

20000

1% Top\isior™ LE GO Agaross #R0481)
£
=

0.5 pgane, cm lengt
1XTAE, 7 Ve, 45 min

Figura 25 Gel da PCR da genotipagem das plantasubiinhagem NF2990
com a combinacado de primers GRF-stop-rv + Tntluten
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1Kb 10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 11123 11-4 12-112-2 1Kb

1% Topisicr™ LE GO Agarose &RO491)

0.5 pgane, 8 cm lengt - - - - - - - - - -

1XTRE, 7 Viiem, 45 min

Figura 26 Gel da PCR da genotipagem das plantasubinhagem NF3070
com a combinacado de primers GRF-Fw-2 + GRF-stop-rv

1Kb 10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 11123 11-4 12-1 12-2 1Kb

1% TopVisior™ LE GO Agarcse GRO4S)

0.5 gfane, 8om lengt
XTAE, 7 Wem, 45 min

Figura 27 Gel da PCR da genotipagem das plantasubiinhagem NF3070
com a combinacao de primers GRF-Fw-2 + Tntl-Fwfoute
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1Kb 10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 11323 11-4 12-1 12-2 1Kb

1% Topisicr™ LE GO Agarcse (RRO431)

0.5 pglane, 8 om lengt
1XTAE, 7 Wem, 46 min

Figura 28 Gel da PCR da genotipagem das plantasulinhagem NF3070
com a combinacéo de primers GRF-Fw-2 + Tntl1-Rv+ioute

1Kb 10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 11323 11-4 12-1 12-2 1Kb

—
—
—_—
——
—
—_
—_—
—

1% TepVisior™ LE GO Agrose GRO491)

e m e, m
Figura 29 Gel da PCR da genotipagem das plantasubiinhagem NF3070
com a combinacao de primers GRF-stop-rv + Tntl-kteo
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0.5 pgfane, 8 em lengt
1XTRE, 7 Wem, 45 min

Figura 30 Gel da PCR da genotipagem das plantasubiinhagem NF3070
com a combinacado de primers GRF-stop-rv + Tntluten
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CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

Tntl-fw-outer ACAGTGCTACCTCCTCTGGATGAATGAGACTGGAGGGGGAGATTGATGATGTCCATCTCA 60

1858 e GGRGGGGRATGATGATGTCCATCTCA 26
k% kk .* :*****************

Tntl-fw-outer TTGAAGAAGTATTAGGCATGTGCCTAATAAGAGTTTTCTTTGGTTTGGTAGCCAACCTTG 120

1858 TTGAAGAAGTATTAGGCATGTGCCTAATAAGAGTTTTCTTTGGTTTGGTAGCCAACCTTG 86
3k 3k 3k 3k 3k 5k %k 3k 5k %k 3k 5k ok 3k %k %k 3k 3k %k 3k 3k 3k 3k %k 3k 3k %k 5k 3k >k 3k 3k %k 5k %k %k 3k %k >k 3k %k 5k 3k %k >k 3% %k >k % %k 5k %k %k 5k % *k k k k%

Tntl-fw-outer TTGACTTGGTTTGGTTGGTAGCCAACCTTGTTGAATCCTTGTTGGATTGGTAGCCAACTT 180

1858 TTGACTTGGTTTGGTTGGTAGCCAACCTTGTTGAATCCTTGTTGGATTGGTAGCCAACTT 146
ks ks ks o s ks ok s e ks ok s ok e ks ok s ok e ok s ke ks ks ke e ks ks ko ok s ke sk ko ko ok s sk e sk ook o ko

Tntl-fw-outer TGTTGAATTGTGAAAAATGTGTGTAAATTGTCAAATATTGTAGGCTTTAGAGGGTGAAGC 240

1858 TGTTGAATTGTGAAAAATGTGTGTAAATTGTCAAATATTGTAGGCTTTAGAGGGTGAAGC 206
sk ks ks o s ok s ok sk ook ok ok sk ok s ok sk ok ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok sk ok ok ok sk ok ok sk ok sk ke ok s sk ok sk ook ok ok ok

Tntl-fw-outer TTTGGCTATAAAAGGAGAGCTTCAACTCTCATTTCTTCACACCAACAAAGAGAGAAAGAA 300

1858 TTTGGCTATAAAAGGAGAGCTTCAACTCTCATTTCTTCACACCAACAAAGAGAGAAAGAA 266
sk ks ok sk ok sk ok sk ok sk ok ok ok ok ok sk ok o ok ok ok ok ok sk ok ok ok ok ko ok ok ok o ok o ok ok ok ok ok o ok o ok o K o ok ok sk o ko ok oK ko

Tntl-fw-outer AGAGTGAGGTTTCACAGACAAGGTATAAGAAAATAGTCTGTGAGGAAAATAGAGAGTGAG 360

1858 AGAGTGAGGTTTCACAGACAAGGTATAAGAAAATAGTCTGTGAAGAAAATAGAGAGTGAG 326
L ST

Tntl-fw-outer CGATATTGTAGTGAGGTGGGAATATCAAAAGAGGGTTATTTCTTTTGAGTGTTGTAGTGG 420

1858 CGATATTGTAGTGAGGTGGGAATATCAAAAGAGGGTTATTTCTTTTGAGTGTTGTAGTGG 386
ks ko ok o o o ok o o o o ok o o ok ok ok ok o ok ok ok ok ok o ko ko ko ok o K o ok o K ok ok o ok o ok o K o ok o ok o ok o ok o ok o

Tntl-fw-outer TCTTTGGAGTATTTACCTCCGACCTACAAAGTGTAAAATTCCTTACTATAGTGATATCAG 480

1858 TCTTTGGAGTATTTACCTCCGACCTACAAAGTGTAAAATTCCTTACTATAGTGATATCAG 446
3% 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3 3k 3k 3k 3k 3k ok 3k 3k %k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3 3k 3k ok 3k 3K %k 3k 3k 3k 3k 3k ok 3k %k 3k 3k %k 3k 3k % 5k 3 %k 3k 3k %k 3k %k Kk Kk Kk

Tntl-fw-outer TTGCTCCTCTCGGGGTCGTGGTTTTTTTTCCCTTATTCAGAAGGGTTTTCCACGTAAAAA 540

1858 TTGCTCCTCTCGGGGTCGTGGTTTTTTTTCCCTTATTCAGAAGGGTTTTCCACGTAAAAA 506
3% 3k 3k 3k ok ok 3k 3k 3k %k 3k 3k ok 3k 3k ok 3k 3k ok 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k ok 3k 3K ok 3k 3k 3k 3k %k ok 3k %k ok 3K %k 3k 3k %k ok 3k ok 3k 3k %k 3k %k K 5k %k Kk

Tntl-fw-outer TCTTGGTGTCATTGTTACTCTTTTATTCTTGTTAATTACCGTATCTCGGTGCTACATTAT 600

1858 TCTTGGTGTCATTGTTACTCTTTTATTCTTGTTAATTACCGTATCTCGGTGCTACATTAT 566
% 3k 3k 3k ok 3k %k 3k 3k %k 3k 3k ok 3k 5k ok 3k 3k ok 3k 3k ok 3k %k 3k 3k %k 5k 3k ok 3k 3k %k 3k %k ok 3k %k ok 3k %k ok 3k %k ok 3%k %k >k %k %k 5k %k %k 5k %k ok 5k %k Kk

Tntl-fw-outer TATTCCGCTTTATTACCGTGAATATTATTTTGGTAAGGGGTTTATTCCCAACA--—---- 653

1858 TATTCCGCTTTATTACCGTGAATATTATTTTGGTAAGGGGTTTATTCCCAACAAGGGTAA 626

e sk ok s ok ok ok s ok ok sk ok ok sk ok sk ok s sk sk ke sk sk ok sk sk sk ok s sk ok sk ok ok ok s sk ok sk sk ok ok sk ok ok sk sk ok ok sk ok ok ok

Tntl-fw-outer —  —--mm oo
1858 GGTTCTTTGTATTAATTTACCTGACCATAATATGGACATCTAAAGAAAGGTCTATCTGGA 686

Tntl-fw-outer —  —--mm oo
1858 TTCTTTTTTGTTCTTGAGATGAATATGATACACTTTGCTTCACAGTCGCATGTAGGAGCA 746

Tntl-fw-outer —  —---mm oo
1858 GCACTCACACGAGAAGTCATTGTTGTTTTGTATTTTGTATTTTTGAAGAAAATATCACAT 806

Figura 31 Resultado do alinhamento da sequéncignttbcom o resultado do
sequenciamento da banda extraida do gel de PCRnuetra
NF1858#3.1
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SR T GATATTTTCTTCAAAAATA
CAAAATACAAAACAACAATGACTTCTCGTGTGAGTGCTGCTCCTACA
TGCGACTGTGAAGCAAAGTGTGTCATATTTATCTCAAGAACAAAAAA
GAACCCAGATAGACCTTTCTTTAGGTGTCCATATTATGGTCAGGTAA
ATTAATACAAAGAACCTTACCEE

GTAATTCACATTTTGAACCCATGCCATTTGGTATTTGGT
CATGTAAATATATTACTTTTGCTTTTAGTTTCTATAATTTTTGTTTTCG
TCCTTGCAAATTTATATACCATATTTTATTTTCGTTCCTCGATATTATG
TTTCAGTTCTTGCAAAATTTGTCATATTAGAATTAGTCTCCACAATAT
GAAAATTTGATTTTCCTTGCTCTAATATGAGTGAAAAAATGACTAAA
ATAAATACTGCATGAATATCATAGAAACTAATATTTATAGGAATAAA
TTTTGTAGGGATTGAAACATAAATATTGAATATATTTTTGTACCAAAA
AAAAAACATAAATACTGCATGCATATCATAGCAACTAATGTTTGTAG
GAATAAATTTTATAGGGATTAAAACAAAACAATAGAGACAAAAATA
AAACAAAATATATTTAGCTAGAAGACTATAAATAAAATAAAAATTTT
ACAAGACTAACAGCCAGCCTTTTCAAAATAAAAATAAAAATTATGTT
TGCAAGGATCAAAGTATATTTAATTAAACCAGTATCTTAAGTTAATT
AAATTAAACAGTGAATTATTAATTTTTTGCTGACTATGTTGCAGATAA
GAAAGACACATTGTGACTATTTCATGTGGGAGGATGACTTCATTGCG
TCCCAAGCTGCAATGGTTGAGTTGCAGGAAACCACGATTGAGAGAAA
GATGGAAGCCATGATAATTCAAATGAATAAGGATATGAAAGCCATG
AAAATTCAAATTAATAAGGATATGGAAGCTAAAATTAATGAATTAAA
AAGAGATACGGAATACAAATTTAATATATTAGAGCGGGAAATTGAA
GCCATGACATTCCAGATTTCAGCAGATGTGGTAGCGTTCGATATTAA
GCATCTCTCTTTGGGTGGTTTGAAGGGTTCCGAAATTTTATCTTTC
GAGTCAAGATTGAAGCTTTCGATAGATAAGGTAGTGTTTGATTTTAA
GCGTCTCTCTTGGAGTTGATTTATGGAAAAAAGAAATGGGTGTCCCT
TGTATCTTTTACGAATGGCATTCAAATCCTCTTCTTCGTACTTTTAGAT
ATTTTGTGTGGTATTTTTTTCTTTCTTTCAGCGGAGTACAATTGATGTA
TTAGACTTGCATTATGTGTGTGTTTTGTTTATAATCAAATGTTGATGT
AAGGTTTTTTCTTGGCTAACCTTTAAAAAAAACTCAATGTCATTACAT
AACTTS'

Figura 32 Posicdo e direcionamento da inse@d (em vermelho) no loco
Medtr7g086040.Ho mutante NF1858

Nota: Em vermelho esté representado a inser¢dmtdoem seu real sentido, em verde
estdo representado primers, os dois exons sacespaelo de amarelo, em azul
temos o stop cédon, o intron e os 3'UTR e 5’'UTRiestpresentados incolores.
Sendo que as letras rosas nao fazem parte do gene.
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CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

2990 e
Tntl-fw-outer ACAGTGCTACCTCCTCTGGATGAATGAGACTGGAGGGGGAGATTGATGATGTCCATCTCA 60
2990 0 e CCAACCTTG 9
Tntl-fw-outer TTGAAGAAGTATTAGGCATGTGCCTAATAAGAGTTTTCTTTGGTTTGGTAGCCAACCTTG 120
ok ok ok ook
2990 TTGACTTGGTTTGGTTGGTAGCCAACCTTGTTGAATCCTTGTTGGATTGGTAGCCAACTT 69
Tntl-fw-outer TTGACTTGGTTTGGTTGGTAGCCAACCTTGTTGAATCCTTGTTGGATTGGTAGCCAACTT 180
st sk s ks s ok ok s o sk s o sk s ok sk sk ok sk sk ok sk ok sk ok sk sk sk ok sk ok sk ok sk sk ks sk ok sk sk ok sk sk ok sk sk ok sk sk ok sk ok ok ok
2990 TGTTGAATTGTGAAAAATGTGTGTAAATTGTCAAATATTGTAGGCTTTAGAGGGTGAAGC 129
Tntl-fw-outer TGTTGAATTGTGAAAAATGTGTGTAAATTGTCAAATATTGTAGGCTTTAGAGGGTGAAGC 240
st sk sk ks s ok ok s o sk s o sk s sk sk ok sk sk ok sk ok sk ok sk sk sk ok sk ok sk ok sk ok sk ok sk ok ok sk s ok sk sk ok sk sk ok sk ok ok ok
2990 TTTGGCTATAAAAGGAGAGCTTCAACTCTCATTTCTTCACACCAACAAAGAGAGAAAGAA 189
Tntl-fw-outer TTTGGCTATAAAAGGAGAGCTTCAACTCTCATTTCTTCACACCAACAAAGAGAGAAAGAA 300
st sk s ks s ok ok ok ok sk o sk s ok sk sk ok sk sk ok sk ok ok sk ok sk sk s ok sk ok sk ok sk sk ok sk sk ok sk sk ok sk s ok sk s ok sk sk ok ok ok ok ok
2990 AGAGTGAGGTTTCACAGACAAGGTATAAGAAAATAGTCTGTGAGGAAAATAGAGAGTGAG 249
Tntl-fw-outer AGAGTGAGGTTTCACAGACAAGGTATAAGAAAATAGTCTGTGAGGAAAATAGAGAGTGAG 360
sk o ok o o oK o R Ko o Ko R K K R KoK o K S o K S o K oK o K oK o K S o K oK o K S K o o KoK o K ok o ko ok K o K oK
2990 CGATATTGTAGTGAGGTGGGAATATCAAAAGAGGGTTATTTCTTTTGAGTGTTGTAGTGG 309
Tntl-fw-outer CGATATTGTAGTGAGGTGGGAATATCAAAAGAGGGTTATTTCTTTTGAGTGTTGTAGTGG 420
sk ok o o ok o o oo o oo o oo o Ko o ok o o ok o o Ko o ko o ok o o R ok o ko o ok o o K ok o ok ok ok ok o ko o ok
2990 TCTTTGGAGTATTTACCTCCGACCTACAAAGTGTAAAATTCCTTACTATAGTGATATCAG 369
Tntl-fw-outer TCTTTGGAGTATTTACCTCCGACCTACAAAGTGTAAAATTCCTTACTATAGTGATATCAG 480
ks o ks o ok o o sk o o ok o o oK o o ok o o ok o o ok o o ok o o ok o o ok o o ok ok o ko o ok ok o K ok o ok o ok ok o ok ok o ok
2990 TTGCTCCTCTCGGGGTCGTGGTTTTTTTTCCCTTATTCAGAAGGGTTTTCCACGTAAAAA 429
Tntl-fw-outer TTGCTCCTCTCGGGGTCGTGGTTTTTTTTCCCTTATTCAGAAGGGTTTTCCACGTAAAAA 540
stk ok ok s ook ok oo o ok o o oK o o KoK o oK o o oK o o oK o o ok o o ok o o K ok o K s o ok o ok K ok o ok ok ko ok ok ok oK
2990 TCTTGGTGTCATTGTTACTCTTTTATTCTTGTTAATTACCGTATCTCGGTGCTACATTAT 489
Tntl-fw-outer TCTTGGTGTCATTGTTACTCTTTTATTCTTGTTAATTACCGTATCTCGGTGCTACATTAT 600
sk o ok o ok ok ok o o oK o o K oK o KoK o K o o oK o o K o o K ok o oK o o K ok o K o o ko o K ok o ok ok ko ok ok ok KoK
2990 TATTCCGCTTTATTACCGTGAATATTA GGTAAGGGGTTTATTCCCAACACTTTGAT 549
Tntl-fw-outer TATTCCGCTTTATTACCGTGAATATTATTTTGGTAAGGGGTTTATTCCCAACA------- 653
ok ok ok o oK oK o K ok o K oK o K oK o KoK oK oK oK oK o K oK ok Kok ok K ok o o ok ok K ok ok ok ok ok ok ok
2990 CCTTGCAAACATAATTTTTATTTTTATTTTGAAAAGGCTGGCTGTTAGTCTTGTAAATTT 609

Tntl-fw-outer @ ——--om oo

2990 TTTATTTTATTTTATAGTCTTCTAGCTAAATATATTTTGTTTTATTTTTGTCTCTATTGT 669
Tntl-fw-outer @ ——--ommmm oo

Figura 33 Resultado do alinhamento entre a secuéndintl e o resultado do
sequenciamento da banda extraida do gel de PCRnustra
NF2990#19.1, GRFFw2 + TntlFw-outer
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S TGATATTTTCTTCAAAAATA
CAAAATACAAAACAACAATGACTTCTCGTGTGAGTGCTGCTCCTACA
TGCGACTGTGAAGCAAAGTGTGTCATATTTATCTCAAGAACAAAAAA
GAACCCAGATAGACCTTTCTTTAGGTGTCCATATTATGGTCAGGTAA
ATTAATACAAAGAACCTTACCGTAATTCACATTTTGAACCCATGCCAT
TTGGTATTTGGTTCATGTAAATATATTACTTTTGCTTTTAGTTTCTATA
ATTTTTGTTTTCGTCCTTGCAAATTTATATACCATATTTTATTTTCGTT
CCTCGATATTATGTTTCAGTTCTTGCAAAATTTGTCATATTAGAATTA
GTCTCCACAATATGAAAATTTGATTTTCCTTGCTCTAATATGAGTGAA
AAAATGACTAAAATAAATACTGCATGAATATCATAGAAACTAATATT
TATAGGAATAAATTTTGTAGGGATTGAAACATAAATATTGAATATAT
TTTTGTACCAAAAAAAAAACATAAATACTGCATGCATATCATAGCAA
CTAATGTTTGTAGGAATAAATTTTATAGGGATTAAAACAAAACAATA
GAGACAAAAATAAAACAAAATATATTTAGCTAGAAGACTATAAATA
AAATAAAAATTTTACAAGACTAACAGCCAGCCTTTTCAAAATAAAAA
TAAAAATTATGTTTGCAAGGATCAAAGEIIREEREBITATATTTAA TT
AAACCAGTATCTTAAGTTAATTAAATTAAACAGTGAATTATTAATTTT
TTGCTGACTATGTTGCAGATAAGAAAGACACATTGTGACTATTTCAT
GTGGGAGGATGACTTCATTGCGTCCCAATGGTTGAGTTGCAGGAAAC
CACGATTGAGAGAAAGATGGAAGCCATGATAATTCAAATGAATAAG
GATATGAAAGCCATGAAAATTCAAATTAATAAGGATATGGAAGCTA
AAATTAATGAATTAAAAAGAGATACGGAATACAAATTTAATATATTA
GAGCGGGAAATTGAAGCCATGACATTCCAGATTTCAGCAGATGTGGT
AGCGTTCGATATTAAGCATCTCTCTTTGGGTGGTTTGAAGGGTTCGAA
AT TTTATCTTTCGAGTCAAGATTGAAGCTTTCGATAGATAAGGTA
GTGTTTGATTTTAAGCGTCTCTCTTGGAGTTGATTTATGGAAAAAAGA
AATGGGTGTCCCTTGTATCTTTTACGAATGGCATTCAAATCCTCTTCT
TCGTACTTTTAGATATTTTGTGTGGTATTTTTTTCTTTCTTTCAGCGGA
CTACAATTGATGTATTAGACTTGEATTATGTGTGTGTTTTGTTTATAA
TCAAATGTTGATGTAAGGTTTTTTCTTGGCTAACCTTTAAAAAAAACT
CAATGTCATTACATAACTTS'

Figura 34 Posicdo e direcionamento da insedd (em vermelho) no loco
Medtr7g086040.1 do mutante NF2990

Nota: Em vermelho esté representado a inser¢dmtdoem seu real sentido, em verde
estdo representado primers, 0s dois exons sacespaelo de amarelo, em azul
temos o stop cédon, o intron e os 3'UTR e 5’'UTRiestpresentados incolores.
Sendo que as letras em rosa ndo fazem parte do gene
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CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

370 0000 - GSK-------m - KKRAGGGGGAAATTGATGATGTCCATCTCA 33
Tntl ACAGTGCTACCTCCTCTGGATGAATGAGACTGGAGGGGGAGATTGATGATGTCCATCTCA 60
* dokokokkok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok % ok ok ok ok ok ok
3070 TTGA-GAAGTATTAGGCATGTGCCTAATAAGAGTTTTCTTTGGTTTGRWAGCCAACCTTG 92
Tntl TTGAAGAAGTATTAGGCATGTGCCTAATAAGAGTTTTCTTTGGTTTGGTAGCCAACCTTG 120
kokokok oKk oKk ok ok sk ok ok ok Kok ok ok sk Kok ok kR ok kK k Rk k Kok ok kkokokkkokkkkk  KokkkkKkkkkkk
3070 TTGACTTGGTTTGGTTGGTAGCCAACCTTGTTGAATCCTTGTTGGATTGGTAGCCAACTT 152
Tntl TTGACTTGGTTTGGTTGGTAGCCAACCTTGTTGAATCCTTGTTGGATTGGTAGCCAACTT 180
3k 3 3k 3k % 3k 3k 3k %k %k 3K 3k 3 %k 3k 3k 3k %k %k 3k 3 3% %k 3k 3k 5k %k 3k 3%k 3% %k 3k 3k 3 % % 3k 3k % %k 3%k 3k % %k 3 3% % % %k 3%k 3 5k % 3%k % % Xk *k k k%
3070 TGTTGAATTGTGAAAAATGTGTGTAAATTGTCAAATATTGTAGGCTTTAGAGGGTGAAGC 212
Tntl TGTTGAATTGTGAAAAATGTGTGTAAATTGTCAAATATTGTAGGCTTTAGAGGGTGAAGC 240
3% 3 3k % 3k 3k 3k 3k ok ok 3k ok 3k ok 3k ok 3k 3k ok 3k 3k 3 ok 3 ok ok sk ok 3k ok 3k ok 3k sk ok sk ok 3k ok sk ok ok ok sk ok sk ok sk ok kok ok sk kk ok k ok ok
3070 TTTGGCTATAAAAGGAGAGCTTCAACTCTCATTTCTTCACACCAACAAAGAGAGAAAGAA 272
Tntl TTTGGCTATAAAAGGAGAGCTTCAACTCTCATTTCTTCACACCAACAAAGAGAGAAAGAA 300
2% 3k 2k 3k 3k ok ok 2k ok ok 3k ok 3k ok %k ok % 3k ok 3k ok % ok ok ok ok sk ok 3k K 3k ok 3k sk ok sk ok 3k ok ok ok %k ok ok sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok k Kk k ok ok
3070 AGAGTGAGGTTTCACAGACAAGGTATAAGAAAATAGTCTGTGAAGAAAATAGAGAGTGAG 332
Tntl AGAGTGAGGTTTCACAGACAAGGTATAAGAAAATAGTCTGTGAGGAAAATAGAGAGTGAG 360
sk e 3k ek ok e 3K ok ok sk ok ok ok ek ok 3k 3k ok o ok sk ok ok ok sk ok ok sk K ok ok sk ok ok skkok 3k sk ok ok ek ok o ok sk K ok ok sk
3070 CGATATTGTAGTGAGGTGGGAATATCAAAAGAGGGTTATTTCTTTTGAGTGTTGTAGTGG 392
Tntl CGATATTGTAGTGAGGTGGGAATATCAAAAGAGGGTTATTTCTTTTGAGTGTTGTAGTGG 420
sk 3k s ok ok s oK ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok ok 3k 3K ok 3 ok sk ok ok 3k ok sk ok ok sk K ok o ok sk ok ok s ok ok ok ok sk ok ok e ok ok ok ok ok K ok ok sk
3070 TCTTTGGAGTATTTACCTCCGACCTACAAAGTGTAAAATTCCTTACTATAGTGATATCAG 452
Tntl TCTTTGGAGTATTTACCTCCGACCTACAAAGTGTAAAATTCCTTACTATAGTGATATCAG 480
3k 3k 3k 3k 3k sk 3k ok ok ok 3k ok 3k 3k 3k 3k ok 3k ok 3k 3k 3k ok sk ok ok 3k ok 3k ok sk ok 3k sk ok sk ok 3k ok sk ok sk ok ok sk ok sk ok sk ok ok ok ok sk ok k ok ok ok ok
3070 TTGCTCCTCTCGGGGTCGTGGTTTTTTTTCCCTTATTCAGAAGGGTTTTCCACGTAAAAA 512
Tntl TTGCTCCTCTCGGGGTCGTGGTTTTTTTTCCCTTATTCAGAAGGGTTTTCCACGTAAAAA 540
% 3 ok 3k ok ok ok ok ok ok 3k ok 3k ok 3k ok ok sk ok 3k ok ok ok ok ok sk ok sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok sk ok kok kok kok ok sk ok kok kk Rk ok kok ok
3070 TCTTGGTGTCATTGTTACTCTTTTATTCTTGTTAATTACCGTATCTCGGTGCTACATTAT 572
Tntl TCTTGGTGTCATTGTTACTCTTTTATTCTTGTTAATTACCGTATCTCGGTGCTACATTAT 600
sk e 3k ek ok e 3k ok ok sk ok 3k ke 3k ok 3k 3k ok 3 ok sk ok ok 3 oK sk ok 3k K o e K sk ok ok 3k ke ok ok sk 3k ok ek ok ok ok 3k K ok ok sk
3070 TATTCCGCTTTATTACCGTGAATATTA GGTAAGGGGTTTATTCCCAACAAGGGTAA 632
Tntl TATTCCGCTTTATTACCGTGAATATTA GGTAAGGGGTTTATTCCCAACA------- 653
sk ke ok ke ok ok ok ok ok ok sk ok ok ok ok sk ok ok sk 3k sk ok ok sk ok sk ok ok ke ok ok s oK ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok sk ok ok sk ok ok
3070 GGTTCTTTGTATTAATTTACCTGACCATAATATGGACATCTAAAGAAAGGTCTATCTGGA 692
Tntl = eeeeeemee e e
3070 TTCTTTTTTGTTCTTTGARATGAAATATGATACACTTTGCTTCACAGTCGCATGTAGGAK 752
Tntl = e

Figura 35 Resultado do alinhamento entre a secuéacirntl e o resultado do
sequenciamento da banda extraida do gel de PCRnustra
NF3070#11.2, GRFFw2 + TntlFw-outer
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R TGATATTTTCTTCAAAAATA
CAAAATACAAAACAACAATGACTTCTCGTGTGAGTGCTGCTCCTACA
TGCGACTGTGAAGCAAAGTGTGTCATATTTATCTCAAGAACAAAAAA
GAACCCAGATAGACCTTTCTTTAGGTGTCCATATTATGGTCAGGTAA
ATTAATACAAAGAACCTTACCGT [SHIEBREEIAATTCACATTTTGAA
CCCATGCCATTTGGTATTTGGTTCATGTAAATATATTACTTTTGCTTTT
AGTTTCTATAATTTTTGTTTTCGTCCTTGCAAATTTATATACCATATTT
TATTTTCGTTCCTCGATATTATGTTTCAGTTCTTGCAAAATTTGTCATA
TTAGAATTAGTCTCCACAATATGAAAATTTGATTTTCCTTGCTCTAAT
ATGAGTGAAAAAATGACTAAAATAAATACTGCATGAATATCATAGA
AACTAATATTTATAGGAATAAATTTTGTAGGGATTGAAACATAAATA
TTGAATATATTTTTGTACCAAAAAAAAAACATAAATACTGCATGCAT
ATCATAGCAACTAATGTTTGTAGGAATAAATTTTATAGGGATTAAAA
CAAAACAATAGAGACAAAAATAAAACAAAATATATTTAGCTAGAAG
ACTATAAATAAAATAAAAATTTTACAAGACTAACAGCCAGCCTTTTC
AAAATAAAAATAAAAATTATGTTTGCAAGGATCAAAGTATATTTAAT
TAAACCAGTATCTTAAGTTAATTAAATTAAACAGTGAATTATTAATTT
TTTGCTGACTATGTTGCAGATAAGAAAGACACATTGTGACTATTTCAT
GTGGGAGGATGACTTCATTGCGTCCCAAGCTGCAATGGTTGAGTTGC
AGGAAACCACGATTGAGAGAAAGATGGAAGCCATGATAATTCAAAT
GAATAAGGATATGAAAGCCATGAAAATTCAAATTAATAAGGATATG
GAAGCTAAAATTAATGAATTAAAAAGAGATACGGAATACAAATTTA
ATATATTAGAGCGGGAAATTGAAGCCATGACATTCCAGATTTCAGCA
GATGTGGTAGCGTTCGATATTAAGCATCTCTCTTTGGGTGGTTTGAAG
GGTTCCAAAI T TTTATCTTTCGAGTCAAGATTGAAGCTTTCGATAG
ATAAGGTAGTGTTTGATTTTAAGCGTCTCTCTTGGAGTTGATTTATGG
AAAAAAGAAATGGGTGTCCCTTGTATCTTTTACGAATGGCATTCAAA
TCCTCTTCTTCGTACTTTTAGATATTTTGTGTGGTATTTTTTTCTTTCTT
TCAGCGGAGTACAATTCATGCTATTAGACTIGGATTATGTGTGTGTTTT
GTTTATAATCAAATGTTGATGTAAGGTTTTTTCTTGGCTAACCTTTAA
AAAAAACTCAATGTCATTACATAACTTS'

Figura 36 Posicdo e direcionamento da insercéo (el vermelho) no loco
Medtr7g086040.1 do mutante NF3070

Nota: Em vermelho esté representado a inser¢dmtdoem seu real sentido, em verde
estdo representado primers, 0s dois exons sacespaelo de amarelo, em azul
temos o stop cédon, o intron e os 3'UTR e 5’'UTRi@sepresentados incolores.
Sendo que as letras em rosa néo fazem parte do gene
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5.8 Fenotipagem do mutante NF158

Sementes da linhagem mutante NF1858 foram gernmsnamiaplaca d
Petri e cultivadas em potes com turface e fertdbzacom solucdo nutrier
B&D com baixo nitrogénio durante duas semanas. geutacdo com rizébi
Sm1021kacZ foi feita apds duas semai de cultivo em turface. Nodulos fore
colhidos aos 32 dias apés a inoculagdo, periodoab sg espera ter nodul
completamente desenvolvidos, para se avaliar ayedifas anatbmicas

mutante em relagéo ao tipo selvagem, R108 (Fi37).

NF1858#3 R108 NF1858#3 R108

Figura 37 Foto dos nédulos do genétipo mutante, NF1858#3ju@@sla) nés
apresenta a coloracdo rosa de-hemoglobina, e do tipo selvage
R108, (direita) com a coloracdo carastica da legiemoglobina
indicio da deficiéncia de fixagdo de nitrogénio,nmatant

Apo6s a coloracdo vermelha resultante do tratamento Rew-Gal,
observase mais claramente que as bactérias estdo sonwent&olo da plant

nao mutanteRigura 38 ¢41).



83

Figura 38 Foto dos nédulos do genétipo mutante NF1858#3 &dal e dc
tipo selvagem, R108 (direita) inoculados com Sm-lacZ apés a
fixacdo e coloracdo com k-Gal

Figura 39 Foto dos nédulos do gendtimutante NF1858#3 (esquerda) e R
(direita) com 32 dias apés a inoculacdo de Sm-lacZ, apoés
fixac&o e coloragcdo com-Gal
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Figura 40 Foto dos nédulos do genétipo mutaNF1858#3 (esquerda) e 08
(direita) com 32 dias apdés a inoculacdo de Sm-lacZ, apoés
fixac&o e coloracdo com-Gal e seccionamento de 7 um

Figura 41Foto de um nddulo do gendtipo mut: complementadc
NF1858#3::GRF, externa (esquerda) e intertireita) com 32 dia
apos a inoculacdo de Sml+lacZ, apos fixacdo e coloracdo cor-
Gal e cortadas compum
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Nota: Demonstrando o resgate da funcao, apds aleoraptacdo genética do mutante.
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6 CONCLUSOES

O gene codificado pelo locudMedtr7g086040.1 apresenta as
caracteristicas de um fator de transcricdo funtiomminio ZF-GRF
conservado e tamanho apropriado para adentrar leonda célula vegetal e
promover atividade génica regulatoria.

O padrao de expressdo do gene em estudo é espexifilevado em
nédulos de fixacdo simbidtica de nitrogénio, desdeestadios iniciais de
desenvolvimento do nédulo persistindo até o nédudaluro. Isso indica uma
fungéo importante, embora ndo identificada, na siggh

A analise de um dos mutantes insercionais no geneseudo indica um
aparente comprometimento da fixacdo de nitrogé&mtora ndo tenha afetado
o desenvolvimento do nédulo. Tal padréo é compathee exemplo, com uma
funcdo envolvida com infeccdo celular pela bactéia mesmo com a
diferenciacdo do bacteroide na célula j& infectatabora conclusbes sobre a
natureza da interacdo molecular do produto génesienmomento ndo seja

ainda possivel.
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7 PERSPECTIVAS

Os estudos apresentados corroboram com a hipétegaedo produto
génico codificado pelo locusledtr7g086040.1é um fator de transcricdo que
regula os processos de fixagdo simbiotica de rétrimg embora néo participe do
desenvolvimento do 6rgdo per se. Estudos adicios@is necessarios para a
completa caracterizacdo da funcdo molecular deese, gespecialmente para

responder as seguintes perguntas:

1) O produto génico em estudo é de fato um fator dastricdo
funcional?

Para responder essa pergunta, seri necesséritedasaa localizacéo
do produto génico. Estudos de microscopia confcmal nédulos expressando o
produto génico fusionado com uma proteina fluomggceontribuirdo para
avaliar se o produto génico de fato se localizanindeo. Ademais, estudos de
afinidade do fator de transcricdo putativo com eletos regulatérios no DNA
de Medicago truncatulgimunoprecipitagdo de cromatina, por exemplo) thwve
revelar quais os elementos reguladores com afiaigada o produto génico em

estudo.

2) O homologo deMedtr7g086040.lem Arabidopsis € um homologo

funcional?

A historia evolutiva da proteina em estudo € fastie Mesmo que seja
expresso em um 6rgao de legume sem homologia codrgdo de Arabidopsis
(o n6dulo), a sequencia mais préxima ao produtdacgécodificado pelo locus
Medtr7g086040.16é uma proteina de Arabidopsis (At3g42860.1). Issvece
mais estudos: sera que o At3g42860.1 pode comptamemmutante ZF-GRF
do ndédulo de Medicago? Qual o padrdao de expressfiongio do gene
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At3g42860.1, até agora ndo caracterizado funcioewtie? Essa andlise pode
revelar ndo apenas a histéria evolutiva dessa ifang€nica, mas mais
importante € o potencial de se revelar a evolugadixdcao simbidtica de
nitrogénio em nodulos de leguminosas a partir dgréstimo de funcdes
moleculares ja inventadas desde o Ultimo ancestralm entre as leguminosas

e cruciferas.

3) Quais fatores de transcricdo regulam a transcrigéo locus
Medtr7g086040.2
Uma pergunta importante é em relacdo aos reguladiarexpressao do
gene em estudo. Assim, o estudosilico da rede de regulacdo génica e o
aprofundamento nos elementos funcionais regulatdriopromotor do gene em

estudo poderd revelar os elementodrams que controlam sua expressao.

4) Qual o dominio de expressao exatdviitr7g086040.2

Até o momento, se sabe que 0 gene é expresso faesprente em
nédulos, desde o inicio do desenvolvimento, emind@ esteja diretamente
ligado ao desenvolvimento do 6rgdo, mas atue foabiwente na fixacdo
biolégica de nitrogénio. A andlise da expressdo géme marcador GUS
fusionado com o promotor do gene em estudo elutidardominios exatos de

expressao, tanto temporalmente quando dentro ém org

5) Qual a funcéo molecular déedtr7g086040.2

Baseado no seu padrdo de expressao preciso, @ estis detalhados
dos fendtipos dos mutantes (por exemplo, microscelgitronica de transmissao
dos tecidos do nddulo), na localizacdo subcelular pdoduto génico, na
demonstracdo de afinidade com elementos reguladtee®BNA especificos,

poder-se-4 demonstrar a funcdo exata coordenadaspmifator de transcricio
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putativo e quais 0s genes regulados por ele, bano azs elementos que o

regulam.
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