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RESUMO GERAL

A embriogénese somatica em plantas é um processoya células se
diferenciam em embrides, o que possibilita 0 melhmnto vegetal por meio de
estudos envolvendo o uso de técnicas de culturatedelos e técnicas
moleculares. No entanto, para muitas espécies lagsas, com destaque para
culturas economicamente importantes, a embriogé&waatica se coloca como
uma etapa limitante do melhoramento vegetal poronueissas técnicas. O
objetivo com este trabalho foi analisar os compt®menéticos envolvidos
com a inducdo e desenvolvimento de embrides somsatem Medicago
truncatula As andlisesin silico na base de dados IMGAQGnfernational
Medicago Genome Annotation Grguwp3.5 permitiram a identificacdo de dois
genesMADS-boxdo tipo MIKC, MtFUSCA3e MtABI3. Os gene®8ADS-boxdo
tipo MIKC compreendem uma das principais familiasfatores de transcricao
das plantas, cujos membros estdo envolvidos emrsdiweprocessos de
desenvolvimento, principalmente na embriogéneseisom A confirmacdo da
identidade dos genes encontrados foi feita por melo alinhamento das
sequéncias obtidas com genes MADS-box do tipo MIKviamente
identificados em outras espécies. O perfil de esgde relativa por PCR em
tempo real mostrou que os gehdtFUSCA3e MtABI3 podem estar diretamente
envolvidos na regulacdo da embriogénese somaticMedicago truncatula
Andlises adicionais de expressédo, por meio de R@Rempo real, RNAseq e
microarranjos, sugerem que 0s gemésSVPa (Medtr59032520.1),MtSVPb
(Medtr5g032150.1), MtSVPc (Medtr4g093970.1), MtAGL24
(Medtr5g066180.1)MtSOC.1(Medtr7g075870.1)MtAP3a(Medtr3g113030.1),
MtAP3b (Medtr59g021270.1),MtAGL21.1 (Medtr5g031000.1)e MtAGL21.2
(Medtr5g031000.2)também estdo diretamente envolvidos na regulacdo da
embriogénese somatica emedicago truncatula Os genesMtAGL21.1,
MtAGL21.2 e MtSOC.Jlapresentaram padrdo de expressdo diferencial para
linhagens embriogénicagM9-10a e 2HA) quando comparadas com as
linhagens-controles néo-embriogénicas ou pouco iegénmicas (M9 e
Jemalong)A caracterizacdo funcional desses genes pode ajudasvendar os
componentes genéticos responsaveis pela embriagéoesatica enMedicago
truncatula

Palavras-chave:: Embriogénese somatica.Bioinformatica. Transcriptoma.
RNAseq. gPCR.



GENERAL ABSTRACT

Plant somatic embryogenesis is a process througlichwicells
differentiate in embryos, allowing plant geneticpimvement by means of
studies involving the use of tissue culture andemalar techniques. However,
for many leguminous species, especially econonyicatiportant cultures,
somatic embryogenesis is placed as a limiting sfagelant breeding while
using these techniques. The objective of this weas to analyze the genetic
components involved with the induction and develeptn of Medicago
truncatula somatic embryos. Then silico analysis in thelnternational
Medicago Genome Annotation Group v. 3IBIGAG) database enabled the
identification of two MICK-typeMADS-box MtFUSCA3and MtABI3 genes.
MICK-type MADS-boxgenes constitute one of the main families of plant
transcriptional factors, whose members are involvedeveral developmental
processes, especially in somatic embryogenesisidEmtity confirmation of the
genes found was done through sequence alignmetameth withMICK-type
MADS-boxgenes, previously identified in other species. filative expression
profile, performed by real-time PCR showed thategditFUSCA3andMtABI3
may be directly involved inMedicago truncatulasomatic embryogenesis.
Additional expression analysis, performed by Remkt PCR, RNAseq and
microarray, suggest that the gendiSVPa (Medtr5g032520.1),MtSVPb
(Medtr5g032150.1), MtSVPc (Medtr4g093970.1), MtAGL24
(Medtr5g066180.1)MtSOC.1(Medtr7g075870.1)MtAP3a(Medtr3g113030.1),
MtAP3b (Medtr59021270.1)MtAGL21.1 (Medtr5g031000.1) andMtAGL21.2
(Medtr5g031000.2), are also directly involved ire tregulation ofMedicago
truncatulasomatic embryogenesis. GedtAGL21.1, MtAGL21.2 MtSOC. 1
presented a differential expression standard betwe=embryogenic lines (M9-
10a and 2HA) when compared to the less or non-emgenic control lines (M9
and Jemalong). The functional characterization refsé genes can aid in
elucidating the genetic components responsibletierMedicago truncatula
somatic embryogenesis process.

Keywords: Somatic embryogenesis. Bioinformati¢sanscriptome. RNAseq.
gPCR.



2.1
2.2
2.3
2.4
2.5
2.6
2.7
2.8

SUMARIO

PRIMEIRA PARTE

INTRODUGAO ....ooviiiiiie ettt 10
REFERENCIAL TEORICO .....oooviiiiieiceeeeeee e, 12
Planta MOdel0............oiiiiiiiiii et 12
Biodiversidade............ueeoiiiiiiiiii et 14
Embriogénese SOMALICA..........ccevvuiiiieeiiiii e 15
Transformacgdo genétiCa...........euvuuiiiiiii e e 17
EStuUdO de MUIANTES .....u e e e e e e e 18
1Y =T o T= We =T 4 1<) 1 o]0 T 20
Gendmica fUNCIONAL.........c.ciiiiiiiii e 22
S ] 01T 1Y T P 23
REFERENCIAS .....oviiiiiieiieie ettt 24
SEGUNDA PARTE - ARTIGOS .....oooiiiiiiiiieeeee s 33

ARTIGO 1 Andlise in silico e transcricional dos genes da
subfamilia de fatores de transcricdo LEC2/ABI3 durate a
embriogénese somatica efledicago truncatula................cccccoeeeeee. 33
ARTIGO 2 Caracterizacdo dos genes tipo MICK da familia
MADS-box em Medicago truncatula durante a embriogénese
SOMALICA TN VIEIO .. 60



10

PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

As leguminosasHabaceag englobam a terceira maior familia do reino
vegetal, depois das famili@@rchidaceaee AsteraceagPOLHILL; RAVEN,
1981). Os legumes sao, entretanto, a segundadamdis importante do ponto
de vista econdmico, perdendo apenas para famitiaceieaisFoaceag além
de apresentar importantes caracteristicas par&nsaistidade agricola, em
especial a fixacao bioldgica de nitrogénio, cardstiea essa apresentada pelas
espécies dessa familia, que agem em simbiose cangériba do género
Rhizobium que estéo presentes no solo.

As leguminosas séo espécies importantes em vapess, como para
a producdo de alimentos (soja, feijdo, ervilhatillean, amendoim), forragem
(alfafa, trevoMedicago truncatula)biodiesel (soja, amendoirRonganiaspp.),
madeira Acacia spp.), corante naturaln@igofera spp.), plantas ornamentais
(Cytisus spp, Medicago spp.), adubo verdeVicia spp, Crotalaria ssp,
Stylosanthespp) e estudos genéticdglddicago truncatula, Lotus japonicus
Pisum sativumGlycine max

Quanto aos estudos genéticosAmbidopsis thalianafoi a espécie
escolhida como modelo para estudos de vegetaiaesentar caracteristicas
gue facilitam a sua manipulacdo. No entanto, Agits ndo abrange todos os
aspectos da biologia vegetal e modelos alternatif@mam necessarios
(BENEDITO, 2007).

A espécieMedicago truncatulauma espécie préoxima da alfafa, € uma
planta modelo alternativa para leguminosas (BENEDET al., 2008), além de
ser evolutivamente mais relacionada as espéciestaisgeconomicamente
importantes (facilitando a transferéncia de conhenio para essas culturas),
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abrange também aspectos bioldgicos ndo apresereatdsabidopsis como a
fixacdo biolégica de nitrogénio, alta producdo detahdlicos secundarios
(flavondides), e biologia do desenvolvimento maisiplexa (folhas compostas,
arquitetura foliar complexa, formacdo de tricomasticelulares glandulares e
nao glandulares).

Recentemente, um elevado nimero de trabalhos ortads a espécie
Medicago truncatulaém sido realizados, e informacdes importantes como
genoma sequenciado (ANE; ZHU; FRUGOLI, 2008; YOUNGal., 2005),
transcriptoma (BENEDITO et al., 2008; HE et al.,02)) e mutantes para
diversos genes (TADEGE et al., 2008; TADEGE; RATEIY,SORE, 2005), ja
se encontram disponiveis. Essas ferramentas perongstudos detalhados sobre
a gendmica funcional em leguminosas economicamergertantes (PIRES et
al., 2012; YOUNG et al., 2011; YOUNG; UDVARDI, 200@ssaltando assim a
necessidade de estudos da biologia funcional diegsainosa modelo.

Diante disso, o objetivo com esse trabalho é fag& abordagem sobre
0 papel da planta modeldledicago truncatulapara o estudo da genética

molecular de leguminosas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Planta modelo

A espéciArabidopsis thaliandoi escolhida como modelo para estudos
em vegetais por apresentar caracteristicas quidiacisua manipulacéo, tais
como porte pequeno, ciclo de vida rapido, altampntdutiva, facil cultivo em
laboratério, autbgama, genoma relativamente pequemcos Cromossomos,
facilidade para realizacdo de cruzamentos, pradscastabelecidos para a
transformacdo genética e extracdes quimicas. NanentArabidopsis nao
abrange todos os aspectos da biologia vegetal eslo®dlternativos foram
necessarios (BENEDITO, 2007).

Algumas espécies de plantas da familia das legwamga foram
extensivamente estudadas em nivel molecular, colvjetivo de encontrar um

modelo para o estudo de leguminosas, porém, semslgs genomas, grandes

sequacias repetitivas, ploidia complexa e dificuldades regeneracdo de

plantas transgénicas o que tem limitado severanesnéstudos cientificos nesta

familia (Tabela 1).

Tabelal Leguminosas modelo

Nome cientifico Origem Genoma (Mbp) Ploidia e n° de
Cromossomos
Medicago truncatula Mediterraneo 500 Diploide
n=8

Lotus japonicus Leste da Asia 472 Diploide
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n=6
Pisum sativum Asia Central e Oriente ~5000 Diploide
B n=7
Glycine max China e Sibéria 1100 Alopoliploide
n=20

Diante disso, a espédiéedicago truncatulaurgiu como o modelo ideal
para o estudo genético em leguminosas, pois apaesem pequeno genoma
diploide proximo do genoma d@®ryza sativaquatro vezes maior do que o da
Arabidopsis mas duas vezes inferior ao @g/cine maxe dez vezes inferior ao

daPisum sativur)) natureza autdgama, elevada prédude sementes e ciclo de

vida curto ARAUJO et al., 2004), além de ser uma espécie foregeir
filogeneticamente préxima da espécie cultivadadicago sativae outras
espécies de importancia econdmica, 0 que a colecamantagem com relacao
a Lotus japonicusque apresenta uma maior distancia filogenéticagigcies
cultivadas (Tabela 1).

Os primeiros estudos utilizando a espédiedicago truncatulacomo
modelo foram realizados no inicio da década dgu8@amente sobre a simbiose
gue a planta exerce com a bact@&imorhizobium melilofidurante o processo de
fixacdo biol6gica de nitrogénio. Desde entdo, msuitgesquisas tém sido
desenvolvidas com essa espécie modelo, tendo uahacée significativa em
varios campos, como no desenvolvimento radiculatabolismo secundario,
resisténcia a doencgas, bem como na area da gen@kNéa ZHU; FRUGOLI,
2008; YOUNG et al., 2005, 2011), e transcriptom&NEDITO et al., 2008;
HE et al., 2009).
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2.2 Biodiversidade

O géneroMedicagoé originario da regido da bacia do Mediterraneo e
estd presente em todos os paises da regido miagarcomo também nos
paises vizinhos (Figura 1). Além disso, durantéaul XIX, foi introduzido em

outras partes do mundo, por meio da migracéo eiar¢pigura 1).

Figura 1 Distribuicdo do génelMedicagono mundo adaptado de Delalande et
al. (2007). A regido com tragos preto e vermeltaticeaim o centro de
origem de plantas do génekdedicagocom ciclo de crescimento
anual e perene, respectivamente. As setas pretsnelhas indicam
onde elas foram introduzidas durante a migracaopeis

Existem quatro centros de pesquisa (SARDI-AustialisSouth
Australian Research and Development Institute; INRANce, Institut National
de la Recherche Agronomique; ARS-USDA, AgricultuRdsearch Service,
United States Department of Agriculture; e LILM-CB8B Laboratoire
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Interactions Légumineuses Microorganismes, Centre de Biotechmmlogi
Technopole de Borj, Tunisia) que por meio de urargsfinternacional mantém
as quatro principais colecdes dos recursos gesélisponiveis para o estudo do
géneroMedicago (DELALANDE et al., 2007). Um total de 9453 linhagen
foram listadas, sendo 5703 pavwedicago truncatula 2887 paraMedicago
littoralise e 863 pardedicago italica Medicago truncatulaepresenta 60,4%
de trés espécies coletadas enquanto Mudittoralis representa 30,9% das
colecBes M. italica apenas 9% (DELALANDE et al., 2007).

A espécieMedicago truncatulaque apresenta a maior populacdo, ainda
é dividida em trés subespécies, baseado em casticees morfologicas da
vagem:ssp. truncatulassp. tricyclae ssp. longeaculataEstudos demonstraram
que a subespécigicycla é geneticamente diferente das outras subespécies
(BAQUERIZO-AUDIOT; DESPLANQUE; PROSPERI, 2001; ELLOOD et
al.,, 2006). Além disso, existe uma elevada vaiidile de caracteres
quantitativos, qualitativos e moleculares que podan observados entre e
dentro das populacdes (BONNIN; PROSPERI; OLIVIERI96; CHAULET;
PROSPERI, 1995), o que faz diéedicago truncatulauma espécie rica em
biodiversidade, uma caracteristica importante pama planta modelo utilizada
para o estudo de leguminosas.

2.3 Embriogénese somatica

A embriogénese somatica em plantas é o proceseogpal as células
diferenciam-se em embrides, reproduzindo 0 que alomente acontece durante
0 desenvolvimento das sementes, entretanto, senida sexual dos gametas
(ZIMMERMAN, 1993). Este processo pode ocorrer paadg vias, direta ou
indireta, dependendo se passa pela fase de cao¢ quma massa de células

indiferenciadas, potencialmente prontas para assuguialquer via de
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desenvolvimento, ditada pela interagédo entre ageedtipo e 0 meio ambiente.
Na via direta os embrides se desenvolvem a padircélulas do tecido
organizado do explante, enquanto que na indiretemibrides se desenvolvem a
partir de células de calos (WILLIAMS; MAHESWARAN986).

Muitos estudos ja foram realizados sobre fatores exercem grande
influéncia na embriogénese, tais como auxinascigittas, brassinosteroides e
etileno (FENG et al., 2012; MANTIRI et al., 2008JRSINOVA et al., 2004;
ZIMMERMAN, 1993), bem como sobre as alteracfes @nitas durante a
embriogénese somatica (GEORGE; HALL; KLERK, 2008;AUX;
WURSCHUM; BREUNINGER, 2004). Com relacéo aos mezais genéticos,
a metilacdo do DNA parece ter um efeito importd®8NTOS; FEVEREIRO,
2002; SHIBUKAWA et al.,, 2009) enquanto que 0s congiies genéticos
envolvidos na embriogénese, como genes que catifipara proteinas
regulatérias ou que fazem parte de cascatas deés sitea inducdo e de
desenvolvimento dos embrides somaticos estdo semtlmados (NOLAN;
KURDYUKOV; ROSE, 2011).

Um desses genes éBABY BOOMBBM), que codifica para um fator
de transcricdo da familia AP2/ERF (RIECHMANN et &000). A expresséo
constitutiva desse gene promove a indugdo espantimembrides somaticos e
estruturas cotiledonares eBrassica napu¢BOUTILIER et al., 2002). Outro
fator de transcricdo éAGL15da familiaMADS-BoxEm soja, verificou-se que
a perda de funcdo desse gene reduz a frequénaabeogénese somatica,
enguanto que sua superexpressao levou a um audengsposta embriogénica
(THAKARE et al., 2008). Fatores de transcricdo igim thomeoboxcomo o
WUSCHEL(WUS) e membros da famil&WUSCHEL RELATED HOMEOBOX
(WOX), também tém sido relacionados & embriogén&sées genes estdo
associados a regulacdo dos meristemas apical aadifloral (LAUX et al.,

1996) e tém sido descritos como fundamentais naegsm de iniciacdo de
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culturas embriogénicas, assim como na embriogézigética (HAECKER et
al., 2004). Estudos recentes demonstram que gesea familia sdo fortemente
regulados por gradientes de auxina (PALOVAARA; HAKN, 2009; SU et
al., 2009).

Dentre os genes envolvidos na rota de transduc&mdis que regulam
a embriogénese, 0 mais estudado é o §&RK (SOMATIC EMBRIOGENESIS
RECEPTOR- LIKE KINASE)p qual é considerado como o marcador de
embriogénese, pela sua expressao transiente masifécdais da embriogénese
somatica e zigética (HECHT et al., 2001). A expliesdesse gene em diferentes
explantes é mediada pela presenca de auxinas sidenrelatada em varias
espécies, dentre as quaBaucus carota, Arabidopsis thaliana, Triticum
aestivum e Medicago truncatula (HECHT et al., 2001; NOLAN;
KURDYUKOV; ROSE, 2011; SCHMIDT et al., 1997; SINGLAHURANA,;
KHURANA, 2008).

2.4 Transformacao genética

A espécieMedicago truncatula passivel de transformacao genética via
Agrobacterium tumefacieres regeneracao por meio da embriogénese somatica,
0 que possibilita o estudo da funcdo de genes iagescas caracteristicas de
interesse. A primeira transformacdo genética bemedida emMedicago
truncatula foi relatada ha 21 anos (THOMAS; ROSE; NOLAN, 1p9%9@
processo de transformacdo ¥igrobacterium,geralmente inclui uma etapa de
co-cultivo, que envolve a transferéncia de T-DNAapas células vegetais
(explante), seguido de sele¢do e regeneracao lddamsatansformadas.

A linhagem A17 possui constituicdo genética derdvdd Jemalong e foi
0 genodtipo escolhido para o sequenciamento do genBniretanto, o genétipo

Al7 apresenta baixa capacidade embriogénica samatiitro. Existem trés
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linhagens deMedicago truncatulacom alta capacidade embriogénica e
utilizadas regularmente em estudos envolvendo egémesein vitro. A
linhagem R108 foi escolhida como base genética padasenvolvimento de
uma grande populacdo mutante que foi gerada renente pela Samuel
Roberts Noble Foundation pela introgresséo dotratrsposon de tabadmntl
(TADEGE et al., 2008). A linhagem 2HA é considerastagénica a Jemalong
(NOLAN; ROSE; GORST, 1989), e apresenta alta capale de embriogénese.
Estudos transcricionais comparativos entre o geo@HA e sua progenitora
Jemalong durante a embriogénese somaticeitro identificaram 250 genes
diferencialmente expressos (IMIN et al., 2008).aJ&9-10a é uma linhagem
altamente embriogénica derivada por variacdo samakh vitro de uma nao-
embriogénica M9 (SANTOS; FEVEREIRO, 2002), que tédmb &
geneticamente relacionada a linhagem Jemalong,uipadta capacidade
embriogénica e disponibilidade de protocolo efitdgrara manipulacdo genética
(ARAUJO et al., 2004).

Além da transformacéo viAgrobacterium tumefaciengor meio da
embriogénese somatica, dois outros métodos dddremeao sdo utilizados em
trabalhos com a leguminosa mod#&lledicago truncatulaa transformacgéo via
Agrobacterium tumefaciensor meio da organogénese (JAVOT; HARRISON,
2007; TRIEU; HARRISON, 1996) e transformac¢éo deeasiviaAgrobacterium
rhizogenes(COLLIER et al., 2005; CRANE et al.,, 2006). Comsimhdo a
disponibilidade de linhagens embriogénicas de ndgmnhecidas e protocolos
eficientes para transformacédo genéticaMedicago truncatulase torna um
sistema atraente para o0 desenvolvimento de estudzionados aos
mecanismos moleculares da regulacdo génica dusaer@riogénese somatica,

bem como um sistema para estudos de genética fiathcio

2.5 Estudo de mutantes
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Os mutantes sao indispensaveis para o estudo d@sise0s genéticos
envolvidos no desenvolvimento e fisiologia das fan Um dos primeiros
trabalhos em grande escala de producédo de mutietdsdicago truncatuldoi
desenvolvido pelo INRA-France (Institut National di& Recherche
Agronomique) por meio de radiacdo gama. Neste ltrabfaram selecionadas
dezoito linhagens mutantes com relacdo a nodulé@AGAN et al., 1995) e
trés @mil, dmi3e sunr) foram caracterizadas molecularmente (ENDRE et al.
2002; LEVY et al., 2004; SCHNABEL et al., 2005).

Diferente da mutagénese por raios gama, as mutggiieelementos
transponiveis enMedicago truncatulaja estdo bem avancadas, pois se faz
possivel identificar mutantes para diversos gergEnética reversa), tanto
relacionados a- fixacdo simbidtica de nitrogéniojargo para outras
caracteristicas de importancia bioldgica (TADEGEakt 2008; TADEGE;
RATET; MYSORE, 2005). Além disso, um grande nimdm genes ja foi
isolado por transformacao genética, tanto que himsas dois anos mais de 20
genes foram caracterizados funcionalmente por rdeiestudo de mutantes
(Tabela 2).

Tabela2 Genes -caracterizados funcionalmente ntismo8l 2 anos em
Medicago truncatula

GENE(S) FUNCAO REFERENCIAS
NIP/LATD Transporte de nitrato; Bagchi et al. (2012)
ERN1, Simbiose com bactérias do género Cerri et al. (2012)

NSP1/NSP2 Rhizobium;
ELP1 Identidade do pulvino; Chen et al. (2012)
NAM Identidade dos 6rgéos florais e separag@beng et al. (2012)

lateral das folhas;
NOOT e COCH Identidade dos nédulos; Couzigou et al. (2012)
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NFP, DMI3 Reprogramacao da expressdo génica dozaja et al. (2012)
hospedeiros por fungos micorrizicos Rival et al. (2012)
arbusculares; organogénese dos nédulos;

SBT1.1 Controle do tamanho da semente; Erfurth et al. (2012)

ANN3 Controle da polaridade do crescimento Gong et al. (2012)
dos pelos radiculares;

“Tabela 2, conclusdo”

GENE(S) FUNCAO REFERENCIAS

SUNN NUmero de nédulos; arquitetura da rai Jin, Watt e Mathesius
transporte de auxina entre caule e raiz (2012)

miR171h Colonizagédo por fungos arbusculares Lauressergues et al.
micorrizicos; (2012)

ENODS8 Interagdo com bactérias do género Meckfessel et al.
Rhizobium; (2012)

WOX5 Organogénese dos nodulos; Osipova et al. (2012)

PAR Biossintese de proto-antocianidina;  Verdier et al. (2012)

PLP Desenvolvimento do pulvino; Zhou et al. (2012)

DNF2 Diferenciacéo do bacteroide e preven¢ Bourcy et al. (2013)

da senescéncia precoce do nédulo e ¢
reagOes de defesa;

MtP5CS1, Producéo de prolina induzida por Kim e Nam (2013)

MtP5CS2 e estresse durante a fixagao simbiética de

MtP5CS3 nitrogénio;

STF Crescimento da lamina foliar e Lin et al. (2013)
desenvolvimento das flores;

FTal Controle do tempo do florescimento; Yeoh et al. (2013)

2.6 Mapa genético

O mapa genético é uma ferramenta poderosa paranpre@ensio da
organizacdo e evolucdo dos genomas. A espécie mbtilicago truncatula
tem um elevado grau de polimorfismo entre suas lpgpas, o que facilita o

estudo de caracteristicas economicamente impostante
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Em um estudo recente a espécie moddiedicago truncatulafoi
utilizada para detectar QTLgyantitative trait locus para a qualidade de
forragem (ESPINOZA; HUGUET; JULIER, 2012), poiswEkis com espécies
leguminosas forrageiras sdo limitados devido ad@ocomplexa (geralmente
tetraploide) e fecundacdo cruzada (alogamia). ®utemacteristicas da planta

também ja foram estudadas por QTL (Tabela 3).

Tabela 3 Lista dos principais QTLs identificadosMaticago truncatula
CARACTERISTICAS REFERENCIAS

Caracteristicas morfogenéticas da parte aérea atda Julier et al. (2007)
(tempo de florescimento, comprimento dos ra Espinoza, Huguet e Julier
priméarios, comprimento do caule principal, auséruz: (2012)

ramos primarios, auséncia de ramos secundariaagttid

dos ramos, taxa de alongamento dos ramos, matoa

da parte aérea;

Concentracdo e contelido de minerais nas semeetss; p Sankaram, Huguet e
médio das sementes; Grusak(2009)
Protecdo do estelo das raizes ao fudghanomyce Djébali et al. (2009)
euteiches;

Massa, germinagdo, e crescimento heterotréfico dasDias et al. (2010)
sementes; comprimento do hipocétilo;

Correlagdo entre a razdo sacarose/rafinose e ¢ di@g Vandecasteele et al. (2011)
semente;

Tolerancia a seca,; Badri et al. (2011)

Kamphuis, Gao e Singh
Resisténcia ao afidio do caupi; (2012)

Controle do tamanho da semente; Erfurth et al. (2012)
Defesa contra os afididscrythosiphon pisur{pea aphidl Guo et al. (2012)
e A. kondoi(bluegreen aphig

Variacdo Simbidtica Gorton et al. (2012)

Fixacao de nitrogénio; Moreau et al. (2012)

Tolerancia a salinidade; Arraouadi et al. (2012)
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Qualidade da forrageira (conteudo de prote Espinoza e Julier (2012)
digestibilidade, razdo folha-caule); histologia daule

(4rea da seccao transversal do caule, proporcos:

tecidos);

Controle do tempo do florescimento; Yeoh et al. (2013)

Além do estudo por meio de QTL, outra abordagem d@pas
genéticos € a gendOmica comparativa, que tem ehlmida estrutura, a
estabilidade e evolucdo dos genomas das legumifBEESTIOLI et al., 2009;
YOUNG; BHARTI, 2012; YOUNG et al., 2011).

2.7 Genbmica funcional

O projeto Medicago truncatulaGene Expression Atlas (MtGEA,
http://mtgea.noble.org/v3/) € um banco de dadosgdadbmica funcional
(BENEDITO et al., 2008; HE et al., 2009) que poiitibo estudo da maioria
dos genes em diferentes 6rgdos da planta (raipelsilas, caules, peciolos,
folhas, brotos vegetativos, flores, sementes e n@agde sementes), com
desenvolvimento detalhado de séries temporais garadédulos e sementes,
utilizando o Affymetrix Medicago Chip Gene®. Essatados foram
complementados com dados de transcriptoma de plantametidas a varios
tipos de estresses abioticos e bidticos e dadoéldkas e tecidos especificos.

O servico disponibilizado na web pelo banco MtGEAnpite ao usuério
identificar e analisar a expressao de genes degse, o que possibilita o estudo

da expresséo diferencial (Figura 2).
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Figura 2 MtGEA: Medicago truncatulaGene Expression Atlas - Noble
Foundation (http://mtgea.noble.org/v3)

Nota: Demonstracdo utilizando apenas alguns org@oplanta (BENEDITO et al.,
2008) para quatro probesets:Mtr.9600.1.S1_at Mtr.10249.1.S1 at
MTR.10203.1.S1_ATMtr.26505.1.S1_at .

2.8 Perspectivas

Espera-se que devido ao grande potencial genétiagrandmico da
espécie modelMedicago truncatulaaliado a todas as informacg@es disponiveis
para estudos genéticos, seja possivel elucidar dongionam e interagem as
diversas rotas metabdlicas de plantas legumingsasntuito de aplicar esse

conhecimento no melhoramento de leguminosas ecoaamnte importantes.
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RESUMO

Para muitas espécies leguminosas, a embriogéoesé&tica € uma
etapa limitante em estudos envolvendo técnicas quisles e de cultura de
tecidos como a propagacdo clonal em larga escatmlupio de sementes
sintéticas, engenharia genética e melhoramentotalegda planta modelo
Arabidopsis thalianafoi observado que a subfamilia de fatores destrigfio
LEC2/ABI3 é composta pelos geneEC2 FUSCA3e ABI3, 0s quais estdo
diretamente envolvidos nos processos de embriogénggtica e somatica.
Assim, com o intuito de melhor compreender o precede embriogénese
somatica em espécies leguminosas, este trabalh® t¢emo objetivo a
identificacdo e andlise do perfil de expressdo deses da subfamilia
LEC2/ABI3 durante a embriogénese somatica da plamdelo para espécies
leguminosadMedicago truncatulaPor meio de analises silico, foi possivel
identificar os genebItFUSCA3e MtABI3. A identidade dos gendstFUSCA3e
MtABI3 foi confirmada por meio de alinhamento com seusegdmmologos
previamente identificados e caracterizados em suégpécies. O perfil de
expressao relativa por PCR em Tempo Real mostrewsgeneSMtFUSCA3e
MtABI3 podem estar diretamente envolvidos na regulacaendariogénese

somatica enMedicago truncatula

Palavras-chave:Bioinformatica- q°PCR.- Planta modele Expresséo génica.
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In silico and transcriptional analysis of the LEC2/ABI3 transcription factor

subfamily genes duringMedicago truncatula somatic embryogenesis

ABSTRACT

For many leguminous species, somatic embryogeisessidered as a
limiting stage in studies involving molecular andrg tissue culture techniques,
such as large scale clonal propagation, produatfosynthetic seeds, genetic
engineering, and plant breeding. In tlAeabidopsis thalianamodel plant
species, it has been shown that the LEC/ABI3 trgpisonal factors subfamily
is composed by theEC2 FUSCAandABI3 genes, which are directly involved
in zygotic and somatic embryogenesis processess,Thu order to better
understand the somatic embryogenic process in lequs species, this study
aimed at identifying and analyzing the expressioofile of the LEC/ABI3
subfamily genes during the somatic embryogenesitheMedigaco trucatula
leguminous plant model species. Tihesilico analysis enabled the identification
of genesMtFUSCA3and MtABI3. The identity of the geneditFUSCA3and
MtABI3 was confirmed by means of sequence alignmentsthdin homologous
genes previously identified and characterized ineptspecies. The relative
expression profile performed by real-time PCR simgwithat the genes
MtFUSCA3 and MtABI3 may be directly involved inMedigaco trucatula
somatic embryogenesis.

Keywords: Bioinformatics gPCR:Model plant. Gene expression.
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Introducao

A embriogénese somatica em plantas é o processoqol células
diferenciam-se embrides, reproduzindo o que normalenacontece durante o
desenvolvimento das sementes, entretanto, sem & waxual dos gametas
(Zimmerman 1993). Esse processo ja foi extensivéanestudado em niveis
morfologicos e fisiologicos (Laux et al. 2004; Ggmret al. 2008). Com relagéo
aos mecanismos genéticos, a metilacdo do DNA paeeean efeito importante
(Santos e Fevereiro 2002; Shibukawa et al. 200@)Janto que os componentes
genéticos envolvidos na embriogénese, como 0s gguescodificam para
proteinas regulatérias ou que fazem parte de easdatsinais de inducéo e de
desenvolvimento dos embriGes somaticos estdo sestddados (Nolan et al.
2011).

Entre as proteinas regulatérias envolvidas no geacde embriogénese
somatica, estdo os fatores de transcricdo perterc@nsuperfamilia B3, que
controlam a expresséo de genes envolvidos no ¢erdoodesenvolvimento do
embrido (Suzuki e McCarty 2008). A superfamiliafBBinicialmente estudada
em milho e é composta pelas familias LAV, RAV, ARREM (Swaminathan
et al. 2008). O dominio B3 tem em torno de 100dwesd de aminoacidos

(Suzuki et al. 1997).
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Apenas a familia LAV exerce um papel fundamentaknmdriogénese
somatica. Esta familia j& foi bem caracterizadaifimalmente em\rabidopsis
thaliana sendo composta por duas subfamilias LEC2/ABI3A&,\& tem um
total de seis genes pertencentes a familia no gemiefrabidopsis sendo trés
genes para cada subfamilia, os gdrte62 FUS3 (FUSCAJ e ABI3 que estdo
envolvidos com a embriogénese zig6tica e somatiaea pa subfamilia
LEC2/ABI3 (Parcy et al. 1997; Stone et al. 2001Int8s-Mendoza et al. 2008;
Le et al. 2010; Ledwon e Gaj 2011), e os gankkl, VAL2 eVAL3 que estdo
envolvidos com o desenvolvimento vegetativo e pE&e da sinalizacdo de
acucares (Tsukagoshi et al. 2005; Suzuki et al7 Z08ukagoshi et al. 2007).

Quanto a funcdo dos genes da subfamilia LEC2/ABI8ne et al.
(2001) demonstraram que a superexpressade@? induz o desenvolvimento
de embriBes somaticos. Outros estudos indicam guetacdo do geneEC2
prejudica a resposta a embriogénese somaitivdro (Gaj et al. 2005) e que o
padrdo de expressdo diferencial dos niveisLHE2 durante a inducdo da
embriogénese somatica é elevado (Ledwon e Gaj 2e@3)ando os niveis de
auxina endégena (Stone et al. 2008).

Diferentemente dbEC2 os gene$US3 e ABI3 sdo poucos estudados
quanto ao papel na embriogénese somatica, por lautoosdo bem conhecidos
guanto & embriogénese zigotica. A proteina FUS8ndesnha um papel central

na maturacao da semente (Luerssen et al. 1998ngiorda regulacdo negativa
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dos fito-horménios GA e etileno (Curaba et al. 20G4zzarrini et al. 2004;
Lumba et al. 2012), e positiva do ABA (Gazzarrinak 2004), além do controle
de sintese e armazenamento de proteinas e lipitlaste a fase de maturacéo
da embriogénese zigotica (Kagaya et al. 2005a).nfQua embriogénese
somatica, foi observado recentemente que o gen8 Bpigsenta maiores niveis
de expressdo para calos embriogénicos em comparac&mmlos nao-
embriogénicos (Ledwon e Gaj 2011). Além disso, imedd)S3é ativado pelos
genesLEC1 e LEC2 que tem participacdo direta na embriogénese scanati
(Kagaya et al. 2005b; Stone et al. 2008).

J& 0ABI3 esta envolvido na diferenciacdo dos plastidiosnégéo de
raizes laterais, e dorméncia de sementes (McC&@%;1Rohde et al. 2000;
Brady et al. 2003) e assim como o0 gene FUSS, tangbérgulado positivamente
pelo gend.EC2durante a maturacdo de sementes (To et al. 2006).

Embora a subfamilia LEC2/ABI3 ja tenha sido extesisiente estudada
em Arabidopsis thalianainformacBes sobre a regulacdo genética dos genes
dessa subfamilia em leguminosas sdo escassaspalimente com relacdo a
embriogénese somatica. Para muitas espécies legsmsi a embriogénese
somatica é uma etapa limitante em estudos envalvegahicas moleculares e
de cultura de tecidos, como a propagac¢édo clondaega escala, producéo de

sementes sintéticas, engenharia genética e melbpotanvegetal. Assim, o
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objetivo desse trabalho foi identificar e caraet@ria subfamilia LEC2/ABI3

durante a embriogénese somaticaMedicago truncatula.

Material e Métodos

Andlisein silico

As sequéncias dos genes da subfamilia LEC2/AB@niddentificadas
por meio do BLAST de sequéncias dos genes da supiid B3 disponiveis no
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) contra o bande dados de ESTs
(Mt3.5v4_cds e Mt3.5v4_pep) dbledicago truncatula,disponibilizado no
portal da Samuel Roberts Noble Foundation (ZhaanRiomatics Laboratory
2013).

As sequéncias de nucleotideos de interesse forampasadas com as
sequéncias de proteinas de banco de dados pulNEBI) utilizando-se o
algoritmo BLASTX. Para classificar a parte funciode proteina, bem como sua
matriz de leitura, foi utilizada a ferramenta ORNBER (Open Reading Frame
Finder). O alinhamento da sequéncia da proteinatdeesse com as proteinas
disponiveis no NCBI foi realizado por meio do algoo BLASTp (Altschul et

al. 1997).
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Andlise filogenética

O alinhamento das sequéncias foi feito pelo progra@iustalW
(Thompson et al. 1994) com os parametros padrdfaut), utilizando-se as
sequéncias de nucleotideos traduzidas em amingadidarvore final foi feita
utilizando-se o programa MEGA 4.0 (Tamura et al070 com o modelo de
comparacdo Neighbor-Joining (Saitou e Nei 1987)tod@ de distancia p e
supressao pair-wise. A validade da arvore quantistancia filogenética dos
clusters foi medida pelo teste probabilistico det&aps, originado de 10.000

replicatas.

Material vegetal, condi¢cfes de cultivo e delineamemexperimental

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de GeaéFuncional de
Plantas da West Virginia University (WVU-USA). Asrsentes das linhagens
M9-10a e M9 foram escarificadas e esterilizadatapa de escarificacao foi
realizada em capela de exaustdo, onde apOs imdesigementes em &cido
sulfdrico concentrado por 10 min, as sementes fdaaadas trés vezes em agua
destilada fria (4C). Em seguida as sementes foram levadas paralfimioar, e
esterilizadas em solucao de hipoclorito de sédi®oae detergente (L0L/L de
Tween 20) durante 10 min, e lavadas quatro vezes égua destilada

autoclavada.
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ApoOs as etapas de escarificagdo e esterelizagdeeraentes foram
colocadas em placas de Petri com papel de filttoctavado, e em seguida
semeadas em frasco (1 semente/frasco) contendd-4femeio com sais MS
(Murashige e Skoog 1962), suplementado com 3% clrase e 0,7% de agar.
O pH do meio de cultura foi corrigido para 5,8 cé@H 0,1 M antes da adi¢éo
de agar e autoclavagem. Os frascos foram mantidai trés dias a 4 °C no
escuro, em seguida foram transferidos para umaredde crescimento com
fotoperiodo de 16 horas de luz, temperatura de22@Zdia/noite) e intensidade
luminosa de 10@mol m?s'obtida de lampadas brancas fluorescentes.

Aos 45 dias de cultivo, folhas completamente exjoiasd (explantes)
foram coletadas e submetidas a cultiveitro em placas de Petri com 25 mL de
meio de cultura MS (Murashige e Skoog 1962), suplgatdo com 3% de
sacarose, 0,7% de agar, 0,2 mg/L de zeatina, Q)1 deg2,4-D e incubadas em
regime de 16 h de fotoperiodo e irradiancia de @90l m?s*a 24 °C até a
coleta do material. Os calos que proliferaram nasgems dos cortes das folhas
foram coletados, congelados em nitrogénio liquidoneazenados a -8C até o
isolamento do RNA.

Foram utilizadas trés repeticdes bioldgicas pada @nostra, sendo 10
tempos de cultivo (0, 2, 6, 12, 24, 48, 96, 12@, 86 horas) e duas linhagens
[M9-10a, embriogénica e M9, que apresenta um baiténcial embriogénico, e

produzem essencialmente calos ndo-embriogénicodoiSa Fevereiro 2002)]
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em um delineamento inteiramente casualizado. Cagaticdo biologica foi
constituida por um conjunto de trés placas de Rmm cinco explantes

(segmentos foliares) por placa.

Extracdo de RNA e sintese de cDNA

O RNA foi extraido utilizando-se o kit mirVana (Aioh), seguindo as
recomendac¢des do manual para isolamento de RNA tma seguida, as
amostras foram tratadas com o inibidor Turbo DNeefiKit (Ambion), para
eliminacdo de DNA residual. A integridade do RNA vVerificada em gel de
agarose a 1%. As amostras foram quantificadas epecesfotdmetro
(Nanodrop® Espectrophotometer ND-1000). As amosjtesapresentaram alto
grau de integridade e pureza foram usadas paratesside cDNA com o
SuperScript Il Reverse Transcriptase (Life Techg@s). Apds a sintese de

cDNA as amostras foram armazenadas em freezer&€-20

PCR em tempo real

A partir das sequéncias dos genes putativiBEUSCA3 (FUS3 e
MtABI3 (ABSCISIC ACID INSENSITIVE 8eMedicago truncatulague foram
obtidas do estudn silico, foram desenhados os primers para qPCR (Tabela 1)

utilizando o programa Primer Express v2.0 da AppB#&osystems.
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Para a analise da expressao génica quantitativgRfoR foi utilizado o
modelo ABI PRISM 7500 Real-Time PCR (Applied Biagyss), usando SYBR
Green e o0 cDNA obtido a partir de RNA extraido @gnsentos foliares
(explantes) dos 10 tempos em estudo. As condigiesdas da reacdo foram 2
minutos a 50 °C, 10 minutos a 95 °C, 40 ciclos Beségundos a 95 °C e 1
minuto a 60 °C, e finalizando com 15 segundos a®50s dados foram
coletados e armazenados no programa 7500 Fastad®effwersao 2.1).

Para cada reacédo foram utilizados (d,0de cDNA (diluido 1:5), 0,21
de cada primer a 1M e 5,0uL de Master Mix SYBR green UDG com ROX
(Invitrogen) para um volume final 10,@L/reacdo. As amostras foram
processadas em tréplicas técnicas e os resultamtosalizados usando CTs
(Ciclo Threshold) obtidos pela expressdo dos gemegenosACTINA (f-
actin), UBIQUITINA e HELICASE O CT foi determinado pelo nimero de ciclos
no qual a fluorescéncia gerada dentro de uma reagéa a linha de base
(threshold). O método que foi usado é o do CT coatpa (Pfaffl 2001).

Para usar o método CT comparativo foi realizadoedperimento para
validacao dos primers, ou seja, comprovar que ioseps apresentam uma alta
eficiéncia (Tabela 1). Para isso foram realizadasas padrdes para 0S genes
em estudo nas seguintes diluicdes: 1:5, 1:25, 1:12®25 e 1:3125. Este

procedimento também permitiu a definicAo da meltibwmicio do cDNA.
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Tabela 1Primersutilizados na qPCR (MtFUSCA3, MtABI3).

Gene Sequéncia dprimer Eficiend
a (%)
MtFUSCA3 F 5 GTGGTTTCATGGCAGGTGTTGA 3 93
MtFUSCA3 R 5" GTTGACCCGACCCGTTGTT 3
MtABI3 F 5" GGTGGTGGAAAAGAAGGGATGAA 3 90
MtABI3 R 5 GGTATTATTGTGTTCGTGTTGGCGTT 3
ACTINA F 5 TCAATGTGCCTGCCATGTATGT 3 91
ACTINA R 5" ACTCACACCGTCACCAGAATCC &
UBIQUITINA F 5 CTGACAGCCCACTGAATTGTGA 3 93
UBIQUITINA R 5 TTTTGGCATTGCTGCAAGC 3
HELICASE F 5'GTACGAGGTCGGTGCTCTTGAA 3 99

HELICASE R 5'GCAACCGAAAATTGCACCATAC &

Resultados e Discussao

Inducdo da Embriogénese Somética

O desenvolvimento embriogénico das duas linhagessidadas
demonstrou-se diferente, embora fossem submetidasn&smas condicdes
experimentais. Apos 288 horas de cultivo dos exefafoliares, a linhagem M9-
10a comecou a formar massas embriogénicas, enqgaet@ M9 continuou
formando calos ndo embriogénicos, e 0s explantasram em senescéncia

(Figura 1).
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O processo de inducdo da embriogénese sométicapdirdhagens M9
e M9-10a foi descrito por Santos e Fevereiro (2068 demonstraram a alta
capacidade embriogénica da linhagem M9-10a defulenacdo do embrido até
a o desenvolvimento da planta em comparacéo carthagem M9.

Almeida et al. (2012) por meio do estudo da profeéndas linhagens
M9-10a e M9 durante o processo de inducdo, expressiesenvolvimento de
embrides somaticos, identificaram 136 protéinasréifcialmente entre as duas
linhagens. Além disso, observaram que ha formaedmassas embriogénicas
na segunda semana de cultivo dos explantes fqlim@®o observado no

presente trabalho (Figura 1).
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Figural Comparacdo da inducdo da embriogénesetisaneatre a linhagem
embriogénica “M9-10a” e ndo embriogénica “M9” narh modelo
Medicago truncatulaBarra = 1 mm.

Andlises filogenéticas

A busca por possiveis homologos dos genes da silisfdieC2/ABI3
no banco de dados da espétiedicago truncatula(Zhao Bioinformatics
Laboratory 2013) gerou um total de 107 sequénaas similaridade confiavel
(e-value10*) para o dominio B3, sendo que dessas, as 83 segsiémais
préximas da subfamilia LEC2/ABI3 foram utilizadaassrandlises filogenéticas

(Figura 2).
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Figura 2 Arvore filogenética relacionando as seqia@nputativas dos genes
da subfamilia LEC2/ABI3 relacionadas com a embmegé
somatica enMedicago truncatulae as proteinas da familia B3 de
Arabidopsis thaliana, Brassica napus, Populus trenaiZea mays
publicados e depositados no NCBI. Foi utilizado odeio de
comparacado Neighbor-joining pelo método de distancip e
supressagair-wise.

A analise destas sequéncias possibilitou a ideatifio de duas

sequéncias da familia LEC2/ABI3, classificadas cogenes MtFUSCA3
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(IMGA|Medtr7g083700.1) eMtABI3 (IMGA|contig 57925.1) por meio da
comparacdo com outras espécies (Figura 2).

O geneMtFUSCAS3foi agrupado no mesmo clado queFSCA3de
Arabidopsis thaliana Brassica napug¢Figura 2), além de possuir uma ORF de
945pb, que codifica para uma proteina de 314 amidos, um tamanho de
proteina similar adcUSCA3de Arabidopsis thalianaque codifica para uma
proteina de 313 aminoacidos (Figura 3).

A partir do alinhamento com a sequénciaddBUSCA3observa-se uma
identidade de 47% para a sequéncia completa deipaot 79% para o dominio

B3 caracteristico da familia (Figura 3).
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Figura3 Comparacdo das sequéncias putativas deoacidos dos genes
MtFUSCA3com o FUSCA3 dérabidopsis thalianaO alinhamento
foi gerado pelo programa Clustal W e exibido pelen& Doc.
Residuos de aminoacidos idénticos sdo sombreadogretm e os
residuos ndo conservados em cinza. Os tracos dosemas
sequéncias indicam espacos inseridos para a otiatzado
alinhamento e a barra vermelha indica a posicaalatninio B3.
Posicdes de aminoacidos séo apresentadas no tado.di

A proteina MtABI3 foi agrupada em um clado com AdBI3 de
Arabidopsis thaliana, Populus tremukZea mays(Figura 2), com maxima
identidade de sequéncia de 46%, 53% e 54% respewite. O MtABI3
apresenta os dominios B1, B2 e B3 caracteristiedsBI3, com identidades de

79%, 78% e 94%, respectivamente, quando compa@mosos dominios de

Arabidopsig(Figura 4)
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Figura4 Comparacdo das provaveis sequéncias deoaoidos dos genes
MtABI3 com o ABI3 deArabidopsis thalianaO alinhamento foi
gerado pelo programa Clustal W e exibidos com (@ow Residuos
de aminoacidos idénticos sdo sombreados em pietaesiduos ndo
conservados em cinza. Os tragos inseridos nas rsggséndicam
espacos inseridos para a otimizacdo do alinhangeasobarras verde,
azul e vermelha indicam os dominios B1, B2 e BSpeetivamente.
PosicBes de aminoacidos sdo apresentadas no tedo.di

Esses dados corroboram com os resultados de Svihaniret al. (2008)
gue demonstraram que 0s gen&sFUSCA3 e AtABI3 da subfamilia
LEC2/ABI3, tem o dominio B3, sendo que o segundudaiapresenta os
dominios B1 e B2. Os resultados apresentados compleam o trabalho
realizado por Wang et al. (2012), que caracteriaodominio B3 em onze
espécies, identificou 93 genes com dominio B3 @apem gene da subfamilia
LEC2/ABI3 em Medicago truncatula enquanto com o presente trabalho
identificaram-se 107 sequéncias com dominio B3resgptam-se os provaveis

homologos dos gendstFUSCA3e MtABI3 da subfamilia LEC/ABIS.

Expressédo Génica

Por meio da andlise da expressado relativa dos geitiedSCA3 e
MtABI3 da subfamilia LEC2/ABI3 foi possivel observar uat@o de expressao
semelhante, com o0 aumento nos niveis de expressdampinhagem M9-10a a
partir de 240 horas de cultivo, atingindo os maigriveis de expressdo com 336

horas de cultivo (Figura 5).
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Quando os genes foram analisados individualmebteraou-se que o
MtFUSCA3apresenta uma expresséo basal para as duas hshagdiadas até
120 horas de cultivim vitro, porém, houve um aumento nos niveis de expressao
em 20 vezes na linhagem M9-10a com 240 horas tigair vitro, chegando a
um maximo de 120 com 336 horas de cultivo quandmpemado com o
genotipo M9 (Figura 5).

Swaminathan et al. (2008) analisaram o padrdo dwessdo do
AtFUSCAS3.Os resultados relatados mostram um nivel basakpegsdo em
folhas, enquanto os maiores niveis de expressd@amfoencontrados em
sementes, indicando um papel semelhante nos pragrdms desenvolvimento
embrionario tanto zigético como somatico. Essa tioedoi levantada por
Braybrook et al. (2006) durante os estudos do dgdB€2 de Arabidopsis
thaliana que também desenvolve um papel fundamental nendelimento
embrionario zigético e somatico. Além disso, o geBE?2 é responsavel pela
regulagéo positiva deBUSCA3como foi observado por Stone et al. (2008).

O geneMtABI3 ndo apresentou expressédo até 6 horas de cirtiitro
para as linhagens em estudo, sendo que a partirl2ldsoras de cultivo,
apresentou niveis de expressao basal que se s#guais 120 horas, e as 240
horas de cultivo ja apresentava niveis de expre2d48ovezes maior para a
linhagem M9-10a em comparagdo com 0 controle, com rmdximo de

expressao de 1500 vezes mais as 336 horas deocultiv
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Esse resultado corrobora com os obtidos por Swdinginzt al. (2008),
que observaram que o geAEABI3 apresenta padrdo de expressdo em sementes
e ndo é expresso em folhas. Isso sugere que o Njek®I3 é ativado nos
periodos iniciais da inducdo da embriogénese somafilém disso, ABI3
também é regulado positivamente pelo geB&€2 durante a maturacdo de

sementes (To et al. 2006).
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Figura5 Perfil da expressdo por gPCR dos geviddUSCA3 e MtABI3
durante o periodo de inducéo da embriogénese santiti336 horas
de cultivo, para explantes foliares da linhagemanadnte
embriogénica M9-10a e uma com baixa capacidadeiegémica M9
de Medicago truncatulaO eixo x representa os periodos de cultivo
dos explantes foliares em meio de sais MS com 3%adarose, 0,7%
de agar, 0,2 mg/L de zeatina, 0,1 mg/L de 2,4-D eb® y
representam a expressao relativa. As barras derepresentam o
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desvio de trés replicatas biolégicas. Cada dadadainalizado pela
média dos valores de expressdo dos genes de @éeAEITINA (8-
actin), UBIQUITINA e HELICASE A amostra normalizadora para os
genesMtFUSCAe MtABI3 foi os explantes foliares do tempo 0 e 12
horas de cultivo para linhagem M9, respectivamente.

Conclusao

Este estudo possibilitou a identificacdo e caraetedo transcricional
dos genedMtFUSCA3e MtABI3 da subfamilia LEC/ABI3, que parecem estar
envolvidos na regulacdo da embriogénese somaticMedicago truncatula
Estudos complementares com mutantes possibilitamd maior compreenséo
dos processos regulatérios bem como da funcaoiéspatesses genes durante

a inducao da embriogénese somatica e desenvolwrdergmbrido.
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RESUMO

Os genesMADS-box do tipo MIKC constituem uma das principais
familias de fatores de transcricdo em plantas. sEgeaes estdo diretamente
envolvidos em varios processos do desenvolvimeatplahtas, principalmente
na embriogénese somatica, que se coloca como uoegs® limitante para
procedimentos biotecnoldgicos. O objetivo com astealho foi analisar o papel
dos genesMADS-box do tipo MIKC durante a embriogénese somatica de
Medicago truncatulaA identificacdo dos 24 genes MADS-box do tipo MIKC
foi realizada por meio de andlises in silico naebale dados IMGAG
(International Medicago Genome Annotation Grpwa3.5. A confirmacéo da
identidade dos genes encontrados foi feita por melo alinhamento das
sequéncias obtidas com genes MADS-box do tipo MIKviamente
identificados em outras espécies. Analises da esfcegénica, as quais foram
realizadas por PCR em tempo real, RNAseq e mi@ops, sugerem que 0S
genes MtSVPa (Medtr5g032520.1), MtSVPb (Medtr5g032150.1), MtSVPc
(Medtr4g093970.1), MtAGL24 (Medtr5g066180.1), MtSOC.1
(Medtr7g075870.1)MtAP3a (Medtr3g113030.1)MtAP3b (Medtr5g021270.1),
MtAGL21.1 (Medtr59031000.1)e MtAGL21.2 (Medtr 5g031000.2)estao
diretamente envolvidos na regulacdo da embriogésesetica enMedicago
truncatula MtAGL21.1, MtAGL21.22 MtSOC.1que apresentaram padrédo de
expressao diferencial para linhagens embriogén(gs10a e 2HA) quando
comparadas com as linhagens-controles n&o-embi@®enou pouco
embriogénicas (M9 e Jemalond) caracterizacdo funcional desses genes pode
ajudar a desvendar os componentes genéticos r@sgimspelo processo de

embriogénese somatica éfiedicago truncatula

Palavras-chavelranscritoma, qPCR, planta modelo, fatores de ¢rag@o
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Characterization of the MICK-type genes of the MADSbox family in
Medicago truncatula during in vitro somatic embryogenesis

ABSTRACT

MICK-type MADS-box genes constitute one of the main plant
transcriptional factors gene families. These gemedslirectly involved in several
plant developmental processes, especially in soneatibryogenesis, which is
considered a limiting process for biotechnologjmalcedures. The objective of
this work was to analyze the role of tMéCK-type MADS-boxgenes during
Medicago truncatulasomatic embryogenesis. The identification of MHCK-
type MADS-boxwas done throughin silico analysis in thelnternational
Medicago Genome Annotation Group v. BBIGAG) database. The identity
confirmation of the genes found was done througfusece alignments with
MICK-type MADS-boxgenes previously identified in other species. Gkae
expression analysis, which were performed by Re&-tPCR, RNAseq and
microarray, suggest that the genbdSVPa (Medtr59032520.1),MtSVPb
(Medtr5g032150.1), MtSVPc (Medtr4g093970.1), MtAGL24
(Medtr5g066180.1)MtSOC.1(Medtr7g075870.1)MtAP3a(Medtr3g113030.1),
MtAP3b (Medtr59g021270.1)MtAGL21.1 (Medtr5g031000.1) andItAGL21.2
(Medtr5g031000.2), are directly involved in the ukgion of Medicago
truncatula somatic embryogenesis. MtAGL21.1, MtAGL21.2 and
MtSOC.presented differential expression standards betvileerembryogenic
lines (M9-10a and 2HA) when compared to the lesaar-embryogenic lines
(M9 and Jemalong). The functional characterizabbrthese genes may aid in
elucidating the genetic components responsibletierMedicago truncatula
somatic embryogenesis process.

Keywords: Transcriptome. gPCR. Model plant. Tramdion factors
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Introducao

A embriogénese somatica € um processo descobertmeados do
século XX (Steward et al., 1958) e esta relacionadmapacidade de células
diferenciadas produzirem embrides em um processelbante a embriogénese
zigotica (Zimmerman, 1993). Devido a importanciaedabriogénese somatica,
muitos estudos ja foram realizados visando eludgais sdo os componentes
genéticos que desencadeiam todo esse processd @iedh 2001; Boutilier et
al., 2002; Thakare et al., 2008; Nolan et al., 2011

Entre 0s componentes genéticos envolvidos no [Bocede
embriogénese somética, estdo os fatores de tre@s@ertencentes a familia de
genesMADS-box,que atuam como reguladores-chave em muitos pracesso
desenvolvimento celular de diversos organismos, dcamo fungos, animais e
plantas (Becker e Theissen, 2003; Airoldi e Da2€4,2).

Os membros da familisIADS-boxséo caracterizados por um dominio
altamente conservado na regido N-terminal, queficadim dominio de ligacéo
ao DNA, denominaddMADS. O dominio MADS tem aproximadamente 60
aminoacidos e reconhece uma sequéncia especifti[0GG], denominada
CArG-box na regido regulatéria de seus genes alvos (Heyals 1988; Shore e
Sharrocks, 1995; Riechmann et al., 1996; Khan.e2@l 2).

A familia MADS-boxem plantas foi caracterizada por meio de estudos

com Arabidopsis thalianaa qual possui mais de 100 genes identificadoa par
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essa familia génica, que sdo classificados em gdoespo | e do tipo Il
(MIKC), sendo que apenas o segundo tipo foi extansénte estudado, pois
estes participam diretamente em muitos processosledenvolvimento de
plantas (Alvarez-Buylla et al.,, 2000; Becker e #Ben, 2003), inclusive da
embriogénese somatica (Thakare et al., 2008).

Em Arabidopsisja foram identificados 39 gen®$ADS-boxdo tipo I
gue sdo caracterizados por uma regido conservaglaacta de MIKC, que
apresenta quatro dominios caracteristidd&\[DS-box (M); intermediario (1),
gueratinalike (K) e carboxi terminal (C)] que estdo distribuidiesde a regido
amino terminal (N) até a regido carboxi terminal) (@a proteina e sé&o
responsaveis pela conformacéo e especificidadéofuelcdas proteinaslADS-
box (Fan et al., 1997; Riechmann e Meyerowitz, 1993hl&s e Pelaz, 2005).
Essas proteinas estdo relacionadas com a formagéizd desenvolvimento da
folha iniciacdo do florescimento, identidade do istema floral, identidade do
ovulo, desenvolvimento da semente, desenvolvimdotdruto, multiplicacédo
celular e embriogénese (Theissen et al., 2000nRara et al., 2003; Rijpkema
et al.,, 2007; Smaczniak et al., 2012). De todogearses ja identificados com
dominio MIKC, apenas o geedGAMOUS LIKE 1%esta diretamente envolvido
com a embriogénese somatica em plantas (Thakate 2008).

Com relacdo as plantas leguminosas, Medicago truncatulaforam

encontrados apenas 22 geMDS-boxdo tipo Il, que estéo distribuidos em 9
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dos 13 grupos identificados eArabidopsis sendo que um dos grupos nédo
encontrado foi o do genAGL15 (Hecht et al., 2005). Assim, eiedicago
truncatulaainda néo foi identificado gendsADS-boxque estejam envolvidos
diretamente na embriogénese somatica. O objetivbasse trabalho foi analisar

qual é o papel dos geni\DS-boxdo tipo MIKC na embriogénese somatica.

Material e Métodos

Andlisein silico

As sequéncias dos genes da famiiADS-boxdo tipo MIKC foram
identificadas por meio do BLAST de sequéncias daseg da superfamilia B3
disponiveis no GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.f§ocontra o banco de
dados de ESTs (Mt3.5v4_cds e Mt3.5v4_pep) Medicago truncatula,
disponibilizado no portal da Samuel Roberts Nobleurigation (Zhao
Bioinformatics Laboratory, 2013).

As sequéncias de nucleotideos de interesse forampatadas com as
sequéncias de proteinas de banco de dados pulNEBI) utilizando-se o
algoritmo BLASTX. Para classificar a parte funciosa proteina, bem como sua
matriz de leitura, foi utilizada a ferramenta ORNPBER (Open Reading Frame

Finder). O alinhamento da sequéncia da proteinatdeesse com as proteinas
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disponiveis no NCBI foi realizado por meio do alqno BLASTp (Altschul et

al., 1997).

Andlise filogenética

O alinhamento das sequéncias foi feito pelo progra@iustalW
(Thompson et al., 1994) com os parametros paddefay(t), utilizando-se as
sequéncias de nucleotideos traduzidas em amingaddarvore final foi feita
utilizando-se o programa MEGA 4.0 (Tamura et @07), com o modelo de
comparacdo Neighbor-Joining (Saitou e Nei, 198®todo de distancia p e
supressao pair-wise. A validade da arvore quantistancia filogenética dos
clusters foi medida pelo teste probabilistico det&twaps, originado de 10.000

replicatas.

Material vegetal, condi¢cfes de cultivo e delineamemexperimental

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de GeaéEuncional de
Plantas da West Virginia University (WV USA). Tamara o trabalho de PCR
em tempo real quanto o de transcriptoma (RNAseg¥ementes das linhagens
M9-10a e M9 foram escarificadas e esterilizadagtapa de escarificagdo foi
realizada em capela de exaustdo, onde apds imdesigementes em &cido
sulfarico concentrado por 10 min, as sementes fdeaadas 3 vezes em agua

destilada fria (4C). Em seguida as sementes foram levadas paraléimioar, e
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esterilizadas em solucéo de hipoclorito de sédi@oae detergente (L0L/L de
Tween 20) durante 10 min, seguido de 4 lavagens éguma destilada
autoclavada.

Apbs as etapas de escarificacdo e esterelizacaseraentes foram
colocadas em placas de Petri com papel de filttoctavado, e em seguida
semeadas em frasco (1 semente/frasco) contendd 4 meio de cultura MS
(Murashige e Skoog, 1962), suplementado com 3%adarsse e 0,7% de agar.
O pH do meio de cultura foi corrigido para 5,8 dé®@H 0,1 M antes da adicédo
de agar e autoclavagem. Os frascos foram mantid@ 3 dias a 4 °C no
escuro, em seguida foram transferidos para umaredde crescimento com
fotoperiodo de 16 horas de luz, temperatura de22@Zdia/noite) e intensidade
luminosa de 10@mol m’s* obtida a partir de lampadas brancas fluorescentes.

Aos 45 dias de cultivo, folhas completamente exjskasd (explantes)
foram coletadas (Figura 2) e submetidas ao cultivaitro em placas de Petri
com 25 mL de meio de cultura MS (Murashige e Skd@®2), suplementado
com 3% de sacarose, 0,7% de agar, 0,2 mg/L denae&@jl mg/L de 2,4-D e
cultivadas em regime de 16 h de fotoperiodo eiaraia de 10@mol m*s* a
24°C até a coleta do material. As células de galokferando nas margens dos
cortes das folhas foram coletadas, congeladas dnogénio liquido e

armazenadas a -8C até o isolamento do RNA.
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Para o experimento de PCR em tempo real foramzadiis trés
repeticdes bioldgicas para cada amostra, sendenijios de cultivo (0, 2, 6, 12,
24, 48, 96, 120, 240, 336 horas) e duas linhagemsedicago truncatuldM9-
10a, embriogénica e M9, que apresenta um baixongialeembriogénico, e
produzem essencialmente calos ndo-embriogénicasoSa Fevereiro, 2002)]
em um delineamento inteiramente casualizado (FidgijraCada repeticdo
biolégica foi constituida por um conjunto de tr8acps de Petri com seis

explantes (segmentos foliares) por placa.

M9-10a

02612244896 120

Figural Progressdo da indugcdo da embriogénesetisangm Medicago
truncatula linhagem M9-10a em comparacdo com a linhagem
progenitora ndo embriogénica M9. Barra =1 mm.

Quanto ao experimento de sequenciamento do trptmma (RNAseq),

foram utilizadas trés repeti¢Bes bioldgicas padaamostra, sendo 4 tempos de
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cultivo (6, 24, 48 e 96 horas) e duas linhagens-{id®@ e M9) em um
delineamento inteiramente casualizado (Figura aflaCepeticdo bioldgica foi
constituida por um conjunto de cinco placas deiRetm seis explantes

(segmentos foliares) por placa (Figura 2).

45 dias 120 horas 24 48 120 hs

Figura2 Esquema do experimento de sequenciameatotrahscriptoma
(RNAseq) deMedicago truncatulga) — Tempo de cultivo em meio
MS. (b) — NUmero de explantes por placa e tempauiévo da
embriogénese. (c) — Tempos de coleta dos expléiteses. Barra =
1 mm.

Extracdo de RNA e sintese de cDNA

Para extracdo do RNA, utilizou-se o kit mirVana (#am), seguindo as
recomendac¢des do manual para isolamento de RNA tma seguida, as
amostras foram tratadas com o inibidor Turbo DNeefiKit (Ambion), para
eliminacdo de DNA residual. A integridade do RNA ¥erificada em gel de

agarose a 1%. As amostras foram quantificadas epecesfotbmetro
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(Nanodrop® Espectrophotometer ND-1000) . As amesitee apresentaram alto
grau de integridade e pureza foram usadas paratesside cDNA com o
SuperScript Il Reverse Transcriptase (Life Techg@s). Apds a sintese de

cDNA, as amostras foram armazenadas em freez€r ‘éC-2

Medicago Expression Atlas e RNAseq

Comparou-se a expressdo dos gelBEDS-boxdo tipo MIKC em
diferentes tecidos (folha, broto, flor, sementesz e nédulo) e uma linhagem
altamente embriogénica (2HA) com uma linhagem coaixab capacidade
embriogénica (Jemalong), submetidas a diferentegpde de inducdo da
embriogénese somatica, usando o portal MedicagoeEsion Atlas (Benedito
et al., 2008).

Foi analisado a expressao dos genes do tipo MIKG@ne@ do RNAseq
para duas linhagens (M9-10a e M9) submetidasesettifes tempos de inducéo
(6, 24, 48 e 120 horas) da embriogénese somatéra, de microarranjos (Imin
et al., 2008) para outras linhagens [2HA (altamemtdriogénica) e Jemalong
(baixa capacidade embriogénica)]Medicago truncatuldambém submetida a

inducdo da embriogénese.

PCR em tempo real
A partir das sequéncias dos transcritos dos gemasiypsMtAGL21.1

(AGAMOUS LIKE 21.1p MtAGL21.2 (AGAMOUS LIKE 21.2Je Medicago
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truncatulaobtidas do estudm silico, foram desenhados os primers para gPCR
(Tabela 2) utilizando o programa Primer Expres® @2 Applied Biosystems.

A analise de expressao génica quantitativa por gl@ORalizada com o
modelo ABI PRISM 7500 Real-Time PCR (Applied Biagyss), usando SYBR
Green e 0 cDNA obtido a partir de RNA extraido agnsentos foliares
(explantes) dos dez tempos em estudo. As condiéfiegcas da reacdo foram 2
minutos a 50 °C, 10 minutos a 95 °C, seguidos pocidlos de 15 segundos a
95 °C e 1 minuto a 60 °C, e finalizando com 15 gsdgs a 95 °C. Os dados
foram coletados e armazenados no programa 750G bfstare (Versao 2.1).

Para cada reacao, foram utilizados\il,Gle cDNA (diluido 1:5), 0,21
de cada primer a 1M e 5,0uL de Master Mix SYBR green UDG com ROX
(Invitrogen) para um volume final 10,@L/reacdo. As amostras foram
processadas em ftréplicas técnicas e os resultadas fnormalizados usando
CTs (Ciclo Threshold) obtidos pela expressdo dosgend6genos\CTINA(S-
actin), UBIQUITINA e HELICASE O CT foi determinado pelo nimero de ciclos
no qual a fluorescéncia gerada dentro de uma reagém@ a linha de base
(threshold). O método que foi usado é o do CT coatppa (Pfaffl, 2001).

Para usar o método CT comparativo foi realizadoedperimento para
validacao dos primers, ou seja, comprovar que ioseps apresentam uma alta

eficiéncia (Tabela 1). Para isso foram realizadasas padrdes para 0S genes
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em estudo nas seguintes diluicdes: 1:5, 1:25, 1:12®25 e 1:3125. Este

procedimento também permitiu a definicdo da metlilaicdo do cDNA.

Tabela 1 Primersutilizados na qPCR (MtAGL21.1, MtAGL21.2).

Gene Sequéncia derimer Ef'C'(;?)C'a
MtAGL21.1 F 5" CAAGAAAACACACAACTACACAAAAAGGT 3 94
MtAGL21.1 R* 5 CGAACACTATATGGAAATTGAACAAACGCY3
MtAGL21.2 F 5" TATAAGAAGGTGTATGGCACGACAG3’ 93
MtAGL21.2 R* 5" CGAACACTATATGGAAATTGAACAAACGC 3

ACTINA F 5" TCAATGTGCCTGCCATGTATGT 3’ 91
ACTINAR 5" ACTCACACCGTCACCAGAATCC 3
UBIQUITINA F 5' CTGACAGCCCACTGAATTGTGA 3 93
UBIQUITINA R 5 TTTTGGCATTGCTGCAAGC 3

HELICASE F 5'GTACGAGGTCGGTGCTCTTGAA 3 99
HELICASE R 5'GCAACCGAAAATTGCACCATAC 3’

*Foi utilizado o mesmo primer reverse para os géi#scL21.1 e MtAGL21.2
Resultados e Discusséo
Andlises filogenéticas

A busca por possiveis homologos aos genes da #aliDS-boxdo
tipo MIKC, no banco de dados da espéditedicago truncatula(Zhao
Bioinformatics Laboratory, 2013) gerou um total @86 sequéncias com
similaridade significantee¢value<10?) para o dominidADS-box sendo que
dessas, somente 22 sdo do tipo Il (MIKC). Benllettal. (2009) isolaram e
caracterizaram dois genes MIK®ItPI e MINGL9 que nao foram encontradas
nas buscas no banco de dados, mas foram utilizedaanalises filogenéticas

(Figura 3).
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Figura 3 Arvore filogenética relacionando as pr@s\sequéncias dos genes
da familiaMADS-boxdo tipo MIKC de Medicago truncatulaem
comparacao corArabidopsis thalianaPalavras escritas de preto em
negrito sdo referentes aos genes mais estudadoBraidopsis
enguanto que em vermelho sdo os genes identificamiddedicago
truncatula Foi utilizado o modelo de comparaddeighbor-joining
pelo método de distdngee supressapair-wise.

A andlise das sequéncias Medicago truncatuleem comparag¢do com

Arabidopsis thaliangormou 13 clados, sendo que os 24 geviédS-boxdo
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tipo MIKC encontrados eriVledicago truncatulaestao distribuidos em 10 dos
13 clados formados (Figura 3). Ndo foram encongraa sequéncias para 0s
clados dos gene$LOWERING LOCUS C(FLC), AGAMOUS-LIKE 15
(AGL19H, AGAMOUS-LIKE 33AGL33, OFLC é o gene mais estudado, sendo
considerado o maior repressor do florescimento {Bxsal., 2004; Yan et al.,
2010), enquanto que AGL15 esta envolvido com a embriogénese somatica
(Thakare et al., 2008), eAlGL33foi pouco estudado (Figura 3).

Os genedMtAGL21.1e MtAGL21.2identificados neste estudo sdo os
que apresentaram maior identidade de sequéncia @wogene AGL15 de
Arabidopsiscom valores de identidade de 46% e 47%, respentint porém,
os dois genes foram classificados coAGL2], porque apresentam maiores

valores de identidade parsdd0AGL21(Tabela 2).

Tabela2 Comparacdo das sequéncias dos possivaldyns aos genes da
familia MADS-box do tipo MIKC de Medicago truncatula em
comparacdo confrabidopsis thalianae outras espécies que tem
sequéncias depositadas para estes genes na lusiodalo NCBI.

Clados Genes blastp E- Identidad Positivo
valu e S
e
AG MtAG AtAG 253aaAT4G1896C 7e- 164/245 202/245
118  (67%)  (82%)
PsAG 2e- 227/244 239/244
243aaAAX69069.1. 166  (93%) (97%)
MtSTK/AGL11 AtSTK 23laa 9e- 173/231 199/231
AGL11/AT4G09960 122 (75%) (86%)
GmAGL11 222aa 7TE- 210/223 214/223

NP_001236130.1 103 (94%)  (95%)
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SEP MtSEP1/2  AtSEP1 252aa 2e- 190/253 219/253
AGL2/AT5G15800 128 (75%) (86%)

AtSEP2 251aa 4e- 187/251 215/251
AGL4/AT3G02310 135 (75%) (85%)

MpSEP1 249aa 2e- 241/249 242/249
AFU81295. 1 174 (97%) (97%)

MtSEP3a  AtSEP325l1aa 2e- 187/247 209/247
AGL9/AT1G24260 127 (76%) (84%)

LjSEP3 243aa le- 210/246 224/246
AAX13298. 1 145 (85%) (91%)

MtSEP3b AtSEP3251aa le- 192/281 211/281
AGL9/AT1G24260 119 (68%) (75%)

LjSEP3 243aa 3e- 222/277 228277
AAX13298. 1 149 (80%) (82%)

AGL6 MtAGL6a AtAGL6253aa 9e- 166/276 200/276
AT2G45650 113 (60%) (72%)

GmAGL6 245aa 7e- 193/273 219/273
XP_003528894. 1 125 (71%) (80%)

MtAGL6b AtAGL6 253aa 7e- 103/272 145/272
AT2G45650 51 (38%) (53%)

GmAGL6 245aa 4e- 149/281 178/281
XP_003528894. 1 80 (53%) (63%)

FUL/AP1  MtFUL/AGL8 AtFUL 243aa 5e- 131/254 171/254
AGLS8/AT5G60910 78 (52%) (67%)

GmAGLS8 253aa 3e- 186/258 208/258
XP_003552610. 1 113 (72%) (80%)

MtAPla AtAP1 257aa 2e- 180/254 210/254
AGL7/AT1G69120 124 (71%) (82%)

GmAP1 236aa le- 223/240 231/240
XP_003547792. 1 158 (93%) (96%)

MtAP1b AtAP1 257aa 4e- 146/228 177/228
AGL7/AT1G69120 99 (64%) (77%)

GmAP1 236aa 7e- 172/224 195/224
XP_003547792. 1 117 (77%) (87%)

SOC MtSOC.1 AtSOC 215aa 5e- 142/213 174/213
AGL20/AT2G45660 93 (67%) (81%)

PsSOC1 216aa 3e- 191/218 198/218
AAX47171. 2 123 (88%) (90%)

MtSOC.2 AtSOC 255aa 2e- 135/206 167/206
AGL20/AT2G45660 87 (66%) (81%)

PsSOC 216aa 2e- 184/211 191/211
AAX47171. 2 117 (87%) (90%)

AGL21 MtAGL21.1 AtAGL21 229aa 6e- 142/237 181/237
AT4G37940 99 (60%) (76%)

GmAGL21 isoforml 8e- 185/237 203/237
XP_003534251. 1 124 (78%) (85%)
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MtAGL21.2 AtAGL21229aa 3e- 136/229 173/229
AT4G37940 93 (59%) (75%)

GmAGL21 221a: le- 177/223 194/223
isoform2 120  (79%) (86%)

XP_003534252.1

SVP/AGL2 MtSVPa AtSVP 241aa 5e- 171/241 197/241
4 AGL22/AT2G22540 116 (71%) (81%)

GmSVP 227aa 2e- 188/227 208/227
NP_001240951. 1 132 (83%) (91%)

MtSVPb AtSVP 24laa 2e- 162/241 195/241
AGL22/AT2G22540 112 (67%) (80%)

GmSVP 227aa 6e- 189/228 208/228
NP_001240951. 1 130 (83%) (91%)

MtSVPc AtSVP 24laa 5e- 109/240 153/240
AGL22/AT2G22540 61 (45%) (63%)

GmSVP 205aa 6e- 154/210 176/210
XP_003531018. 1 91 (73%) (83%)

MtAGL24 AtAGL24 221aa 4e-  90/153 120/153
AT4G24540 57 (59%) (78%)

PtAGL24 225aa le- 95/155 126/155
XP_002301093. 1 56 (61%) (81%)

ABS/TT16 MtABS/TT16 AtABS/TT16 248aa 9e- 94/184 133/184
AGL32/AT5G23260 62 (51%) (72%)

VVTT16 236aa 3e- 113/243 170/243
XP_002271905. 2 59 (47%) (69%)

PI/AP3 MtPI AtPl 2092aAT5G20240 2e- 108/167 139/167
78 (65%) (83%)

LjPIb 181aaAAX13300.1 1e- 165/181 178/181
118  (91%) (98%)

MtNGL9 AtPl 2092aAT5G20240 1le- 101/168 135/168
72 (60%) (80%)

LjPla 208ac le- 139/174 154/174
AAX13299.1 94 (80%) (88%)

MtAP3a AtAP3 233ac 4e- 132/232 175/232
AT3G54340 97 (57%) (75%)

LjAP3 229as 3e- 209/229 220/229
AXX13301.1 156  (91%) (96%)

MtAP3b/TM6* AtAP3 233aAT3G54340 5e- 107/220 149/220
69 (49%) (67%)

LjAP3 230as 3e- 205/233 217/233
AXX13302.1 143  (88%) (93%)

AGL65 MtAGL65 AtAGL65 390aa le- 141/290 179/290
AT1G18750 81 (49%) (61%)
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GMAGL3 360aa de-  256/390 305/390
XP_003528580. 1 175  (66%)  (78%)

*MtAP3b apresenta alta identidade c®M6 de Solanum lycopersicum

Os genes MADS-box do tipo MIKC devedicago truncatula
apresentaram identidade de sequéncia variando dea 386%, quando
comparados corArabidopsis sendo 0 minimo observado para o gétadGL6b
e 0 maximo para dMtSEP3a.Além disso, mais de 80% dos genes tem
identidade acima de 50% em relacadrabidopsise 70% com relacdo aos

mesmos genes descritos em outras espécies.

Localizagdo cromossdmica de genes MIKC

Os genes MIKC estéo distribuidos em 6 dos 8 croomoss da espécie
modeloMedicago truncatulgFigura 4). O cromossomo 5 apresentou o maior
nimero de genes MIKC, com sete genes, seguidordasossomos 7 (quatro
genes), 3 e 8 (trés genes), 1 (dois genes) e g¢am).

Esses resultados demonstram que muitos genes Mikgbros da
mesma subfamilia estdo localizados em cromossonifesertes. Isto foi
observado para as subfamilias dos ge®iER AGL6, APl SVP e AP3 que
possuem membros em diferentes cromossomos (Figurgstidos recentes
demonstraram que houve uma duplicacdo do genorkkedieago truncatuldd

cerca de 58 milhdes de anos (Young et al., 2011).
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MtAGL21.2
MtSVPb
MtSVPa

5g031000.2  12873379-12860456 MtAPla
5g032150.1  13385429-13382579 MtAG
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Gene Name  Chr (Medtr) Localization Gene Name  Chr (Medtr) Localization
MtABS/TT16 1  1g038300.1 10051263-10048097 MtAGL65 5 5g041650.1 17867694-17873222
MtAGL6b 1 1g101970.1  30214121-30210581 MtAP1b 5 5g046790.1 20099500-20092621
MtSTK 3 3g005530.1 409140-402999 MtAGL24 5 5g066180.1 26915911-26936912
MtSEP3a 3 3g08498.1 27672919-27676571 MtSEP1/2 7 7g016600.1 4173422-4178557
MtAP3a 3 3g113030.1 40585974-40589827 MtFUL 7 7g016630.1 4194881-4201776
MtSVPc 4 4g093970.1  32381918-32391910 MtAGL6a 7 7g075850.1 20656300-20662839
MtAP3b 5 5g021270.1 7943940-7945856  MtSOC1.1 7 72075870.1 20686466-20667846
MtAGL21.1 5 5g031000.1 12873379-12860456 MtSOC1.2 7 7g075870.2 20686466-20667846
5 8
5 8
5 8

Figura 4 Localizacdo cromossémica do genes MIKQuadicago truncatula
Apenas 0s cromossomos que carregam genes MIKC(&Z&o e
representados.

Roque et al. (2013) estudaram funcionalmente o®gEHNMH7 e

MtTM6 que saAP3-likeduplicados, os mesmo identificados no presentalest

como MtAP3a e MtAP3b. Porém foram classificados de acordo com a

homologia entre Medicago sativae Solanum lycopersicumQOs autores
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observaram que a duplicacdo favoreceu para umaifisigade diferente para
ambos os genes, MtNMH7 est4 mais relacionado com a identidade da pétala,
enquanto oMtTM6 com a identidade do estame, demonstrando o quanto a

duplicacéo génica € importante para a evolucdardeaspécie

Andlise da expressao dos genes MIKC

De forma geral, os padroes de expressdo dos gel&s Muplicados
foram diferentes tanto entre os tecidos estudap@s)to aos niveis de expressdo
para um mesmo tecido (Figura 5). Além disso, podewluservar aqui uma
expressao diferencial para os geNtsP3ae MtAP3b,com maiores niveis de
expressao para ambos em florque corrobora com estudos recentes (Roque et
al., 2013).

Foi observado também altos niveis de expressadoees para os genes
MtAG, MtSEP1/2 MtSEP3a MtSEP3h MtAGL6kh MtAP1la (Figura 5a), pois
juntamente com os gen®4tAP3a e MtAP3b foram caracterizados em outras
espécies como genes de identidade de érgaos flpaaimeio do modelo ABCE
de desenvolvimento floral, do qual faz parte oegéfl, AP2 (classe A)AP3
Pl (classe B)AG (classe C)SEP1 SEP2 SEP3e SEP4(classe E) (Krizek e
Fletcher, 2005; Causier et al., 2010).

Vale ressaltar quBitPl e MtNGL9identificados recentemente (Benlloch

et al., 2009), também fazem parte do modelo ABCBviadicago truncatulae
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gue o genéMtAGL6bidentificado no presente trabalho, embora nao fegte
desse modelo em outras espécies, € um dos gerlieadogp, e esta préximo ao

clado dos genes da classeMESEP1/2 MtSEP3a MtSEP3b do modelo ABCE.
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MtSEP3a (IMGA|Medtr3g084980.1)
MtSEP3b (IMGA[Medtr8g097090.1)
MtAGL6a (IMGA|Medtr7g075850.1)
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Figura5 Northern Eletrdnico representando os aidei expressdo dos genes
MIKC nas diferentes bibliotecas por meio de umalkescinza, onde
guanto mais escura for a cor, maior a expressie: RNAseq para
diferentes tecidogb) — RNAseq para duas linhagens (M9 e M9-10a)
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em diferentes tempos de inducdo da embriogénese. —(c
Microarranjos para duas linhagens (2HA e Jemalahgante a
inducdo da embriogénese.

Com relacdo a embriogénese somatica os gb&hi&€y/Pa MtSVPh
MtSVP¢ MtAGL24 e MtSOC.1lapresentaram altos niveis de expresséo tanto
para as linhagens M9 e M9-10a (Figura 5b), quaata ps linhagens 2HA e
Jemalong (Figura 5c¢). EArabidopsis 0s geneSOCle AGL24sao promotores
do florescimento (Lee et al., 2008; Liu et al., @)@®nquanto que 8VPregula
o florescimento negativamente (Hartmann et al.02@0r meio da represséo da
transcricdo dos gen&OC1leFT (Li et al., 2008).

Outros genes também apresentaram altos niveis gtess@o durante
inducdo da embriogénese somatica, porém nao medsgsaquatro linhagens
estudadas, foi o caso do gevieAP3aque apresentou altos niveis de expressao
para as linhagens M9 e M9-10a (Figura 5b) e dosgdbAP3b, MtAGL21.1 e
MtAGL21.2que apresentaram altos niveis de expresséo phnhagens 2HA e
Jemalong (Figura 5c¢). Burgeff et al. (2002) obsemaque o gendGL21é
expresso nos primordios laterais das raizes e amtama radicular primario de
Arabidopsis thaliana Os genesMtAP3a e MtAP3b foram estudados em
Medicago truncatulae estdo envolvidos com a identidade de érgaosidlora
(Roque et al., 2013).

Esses resultados sugerem que os genes MADS-boxpdoMIKC

podem estar envolvidos com a embriogénese somstiddedicago truncatula,
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com destaque para o0s gend#AGL21.1, MtAGL21.2 e MtSOC.fjue
apresentaram padrao de expressdo diferencial pdragéns embriogénicas
(M9-10a e 2HA)quando comparadas com as linhagens ndo-embriogéoica
pouco embriogénica®9 e Jemalong)O geneAGL21¢é expresso em meristema
radicular primario (Burgeff et al., 2002), enquaniee 0SOC1é expresso em

meristema apical (Samach et al., 2000).

Expresséo Génica por gPCR

Quando analisamos a expressdo relativa dos gbha&L21.1 e
MtAGL21.2 foi possivel observar um padrdo de expressdolsente, com
aumento nos niveis de expressdo de pelo menosémes para a linhagem M9

com 336 horas de cultivo (Figura 6).
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Figura 6 Perfil da expressédo por gPCR dos géftdssL21.1e MAGL21.2
durante o periodo de indu¢do da embriogénese santfi336 horas
de cultivo, para explantes foliares da linhagemanadinte
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embriogénica M9-10a e uma com baixa capacidadeiegémica M9

de Medicago truncatulaO eixo x representa o tempo de cultivo dos
explantes foliares mantidos em meio de sais MS 3%nule sacarose,
0,7% de agar, 0,2 mg/L de zeatina, 0,1 mg/L deD2g&-0 eixo y
representa a expressao relativa. As barras derep@sentam o
desvio de trés replicatas biolégicas. Cada dadadainalizado pela
média dos valores de expressdo dos genes de méepEITINA (8-
actin), UBIQUITINA e HELICASE A amostra normalizadora para os
genesMtFUSCAe MtABI3 foi a dos explantes foliares no tempo 0 de
cultivo para a linhagem M9.

Esse aumento nos niveis de expressdo pode estdadssao fato de
ambos o0s genes estarem envolvidos no processo sesmwadvimento da raiz
(Figura 5), uma vez que a linhagem M9, embora rfesante formacdo de

embribes, forma raizes (Figura 7).

M9-10a

0 2 6 12 24 48 96 120 240 336hs

Figura7 Comparacdo da inducdo da embriogénesetisaneatre a linhagem
embriogénica “M9-10a” e a ndo embriogénica “M9” Medicago
truncatula
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Concluséo

Este estudo possibilitou a identificacdo dos geviEéSVPa MtSVPh
MtSVP¢ MtAGL24 MtAP3, MtAP3b, MtAGL21.1, MtAGL21.2 e MtSOGIa
familia MADS-box do tipo MIKC que parecem estar envolvidesregulacdo da
embriogénese somatica elbedicago truncatula A caracterizacdo funcional
desses pode ajudar a desvendar quais sd0 0s carngmngenéticos

responsaveis pela embriogénese sométickledicago truncatula
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