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RESUMO GERAL 
 

A embriogênese somática em plantas é um processo pelo qual células se 
diferenciam em embriões, o que possibilita o melhoramento vegetal por meio de 
estudos envolvendo o uso de técnicas de cultura de tecidos e técnicas 
moleculares. No entanto, para muitas espécies leguminosas, com destaque para 
culturas economicamente importantes, a embriogênese somática se coloca como 
uma etapa limitante do melhoramento vegetal por meio dessas técnicas. O 
objetivo com este trabalho foi analisar os componentes genéticos envolvidos 
com a indução e desenvolvimento de embriões somáticos em Medicago 
truncatula. As análises in sílico na base de dados IMGAG (International 
Medicago Genome Annotation Group) v.3.5 permitiram a identificação de dois 
genes MADS-box do tipo MIKC, MtFUSCA3 e MtABI3. Os genes MADS-box do 
tipo MIKC compreendem uma das principais famílias de fatores de transcrição 
das plantas, cujos membros estão envolvidos em diversos processos de 
desenvolvimento, principalmente na embriogênese somática. A confirmação da 
identidade dos genes encontrados foi feita por meio  do alinhamento das 
sequências obtidas com genes MADS-box do tipo MIKC previamente 
identificados em outras espécies. O perfil de expressão relativa por PCR em 
tempo real mostrou que os genes MtFUSCA3 e MtABI3 podem estar diretamente 
envolvidos na regulação da embriogênese somática em Medicago truncatula. 
Análises adicionais de expressão, por meio de PCR em tempo real, RNAseq e 
microarranjos, sugerem que os 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 (Medtr5g031000.1) e MtAGL21.2 
(Medtr5g031000.2) também estão diretamente envolvidos na regulação da 
embriogênese somática em Medicago truncatula. Os genes MtAGL21.1, 
MtAGL21.2 e MtSOC.1 apresentaram padrão de expressão diferencial para 
linhagens embriogênicas (M9-10a e 2HA) quando comparadas com as 
linhagens-controles não-embriogênicas ou pouco embriogênicas (M9 e 
Jemalong). A caracterização funcional desses genes pode ajudar a desvendar os 
componentes genéticos responsáveis pela embriogênese somática em Medicago 
truncatula. 

 
 

Palavras-chave::  Embriogênese somática.  Bioinformática.  Transcriptoma. 
RNAseq. qPCR. 

 
 
 



GENERAL ABSTRACT 
 

Plant somatic embryogenesis is a process through which cells 
differentiate in embryos, allowing plant genetic improvement by means of 
studies involving the use of tissue culture and molecular techniques. However, 
for many leguminous species, especially economically important cultures, 
somatic embryogenesis is placed as a limiting stage for plant breeding while 
using these techniques. The objective of this work was to analyze the genetic 
components involved with the induction and development of Medicago 
truncatula somatic embryos. The in silico analysis in the International 
Medicago Genome Annotation Group v. 3.5 (IMGAG) database enabled the 
identification of two MICK-type MADS-box, MtFUSCA3 and MtABI3 genes. 
MICK-type MADS-box genes constitute one of the main families of plant 
transcriptional factors, whose members are involved in several developmental 
processes, especially in somatic embryogenesis. The identity confirmation of the 
genes found was done through sequence alignments obtained with MICK-type 
MADS-box genes, previously identified in other species. The relative expression 
profile, performed by real-time PCR showed that genes MtFUSCA3 and MtABI3 
may be directly involved in Medicago truncatula somatic embryogenesis. 
Additional expression analysis, performed by Real-time PCR, RNAseq and 
microarray, suggest that the 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 (Medtr5g031000.1) and MtAGL21.2 
(Medtr5g031000.2), are also directly involved in the regulation of Medicago 
truncatula somatic embryogenesis. Genes MtAGL21.1, MtAGL21.2 e MtSOC. 1 
presented a differential expression standard between the embryogenic lines (M9-
10a and 2HA) when compared to the less or non-embryogenic control lines (M9 
and Jemalong). The functional characterization of these genes can aid in 
elucidating the genetic components responsible for the Medicago truncatula 
somatic embryogenesis process. 

 
 
Keywords:  Somatic embryogenesis.  Bioinformatics.  Transcriptome.  RNAseq. 
qPCR. 
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PRIMEIRA PARTE 

1 INTRODUÇÃO 

As leguminosas (Fabaceae) englobam a terceira maior família do reino 

vegetal, depois das famílias Orchidaceae e Asteraceae (POLHILL; RAVEN, 

1981). Os legumes são, entretanto,  a segunda família mais importante do ponto 

de vista econômico, perdendo apenas para família dos cereais (Poaceae), além 

de apresentar importantes características para sustentabilidade agrícola, em 

especial a fixação biológica de nitrogênio, característica essa apresentada pelas 

espécies dessa família, que agem em simbiose com bactérias do gênero 

Rhizobium, que estão presentes no solo.  

As leguminosas são espécies importantes em vários aspectos, como para 

a produção de alimentos (soja, feijão, ervilha, lentilha, amendoim), forragem 

(alfafa, trevo, Medicago truncatula), biodiesel (soja, amendoim, Pongania spp.), 

madeira (Acacia spp.), corante natural (Indigofera spp.), plantas ornamentais 

(Cytisus spp, Medicago spp.), adubo verde (Vicia spp, Crotalaria ssp, 

Stylosanthes spp) e estudos genéticos (Medicago truncatula, Lotus japonicus, 

Pisum sativum, Glycine max). 

Quanto aos estudos genéticos, a Arabidopsis thaliana foi a espécie 

escolhida como modelo para estudos de vegetais, por apresentar características 

que facilitam a sua manipulação. No entanto, Arabidopsis não abrange todos os 

aspectos da biologia vegetal e modelos alternativos foram necessários 

(BENEDITO, 2007). 

A espécie Medicago truncatula, uma espécie próxima da alfafa, é uma 

planta modelo alternativa para leguminosas (BENEDITO et al., 2008), além de 

ser evolutivamente mais relacionada às espécies vegetais economicamente 

importantes (facilitando a transferência de conhecimento para essas culturas), 
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abrange também aspectos biológicos não apresentados em Arabidopsis, como a 

fixação biológica de nitrogênio, alta produção de metabólicos secundários 

(flavonóides), e biologia do desenvolvimento mais complexa (folhas compostas, 

arquitetura foliar complexa, formação de tricomas multicelulares glandulares e 

não glandulares). 

Recentemente, um elevado número de trabalhos relacionados à espécie 

Medicago truncatula têm sido realizados, e informações importantes como o 

genoma sequenciado (ANÉ; ZHU; FRUGOLI, 2008; YOUNG et al., 2005), 

transcriptoma (BENEDITO et al., 2008; HE et al., 2009), e mutantes para 

diversos genes (TADEGE et al., 2008; TADEGE; RATET; MYSORE, 2005), já 

se encontram disponíveis. Essas ferramentas permitirão estudos detalhados sobre 

a genômica funcional em leguminosas economicamente importantes (PIRES et 

al., 2012; YOUNG et al., 2011; YOUNG; UDVARDI, 2009) ressaltando assim a 

necessidade de estudos da biologia funcional dessa leguminosa modelo. 

Diante disso, o objetivo com esse trabalho é fazer uma abordagem sobre 

o papel da planta modelo Medicago truncatula para o estudo da genética 

molecular de leguminosas. 

 



12 

2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Planta modelo 

A espécie Arabidopsis thaliana foi escolhida como modelo para estudos 

em vegetais por apresentar características que facilitam sua manipulação, tais 

como porte pequeno, ciclo de vida rápido, altamente produtiva, fácil cultivo em 

laboratório, autógama, genoma relativamente pequeno, poucos cromossomos, 

facilidade para realização de cruzamentos, protocolos estabelecidos para a 

transformação genética e extrações químicas. No entanto, Arabidopsis não 

abrange todos os aspectos da biologia vegetal e modelos alternativos foram 

necessários (BENEDITO, 2007). 

Algumas espécies de plantas da família das leguminosas já foram 

extensivamente estudadas em nível molecular, com o objetivo de encontrar um 

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

sequências repetitivas, ploidia complexa e dificuldades na regeneração de 

plantas transgênicas o que tem limitado severamente os estudos científicos nesta 

família (Tabela 1). 

 

Tabela 1 Leguminosas modelo 

Nome científico Origem  Genoma (Mbp) Ploidia e n° de 
cromossomos 
 

Medicago truncatula 
 

Mediterrâneo 500 Diploide  
n=8 

Lotus japonicus Leste da Ásia 472 Diploide  
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 n=6 
Pisum sativum Ásia Central e Oriente 

≅5000 Diploide  
n=7 

Glycine max China e Sibéria 
 

1100 Alopoliploide 
n=20 

 

Diante disso, a espécie Medicago truncatula surgiu como o modelo ideal 

para o estudo genético em leguminosas, pois apresenta um pequeno genoma 

diploide (próximo do genoma da Oryza sativa, quatro vezes maior do que o da 

Arabidopsis, mas duas vezes inferior ao da Glycine max e dez vezes inferior ao 

da Pisum sativum), natureza autógama, elevada produção de sementes e ciclo de 

vida curto (ARAÚJO et al., 2004), além de ser uma espécie forrageira, 

filogeneticamente próxima da espécie cultivada Medicago sativa e outras 

espécies de importância econômica, o que a colocam em vantagem com relação 

a Lotus japonicus que apresenta uma maior distancia filogenética de espécies 

cultivadas (Tabela 1). 

Os primeiros estudos utilizando a espécie Medicago truncatula como 

modelo foram realizados no início da década de 90, justamente sobre a simbiose 

que a planta exerce com a bactéria Sinorhizobium meliloti, durante o processo de 

fixação biológica de nitrogênio. Desde então, muitas pesquisas têm sido 

desenvolvidas com essa espécie modelo, tendo uma evolução significativa em 

vários campos, como no desenvolvimento radicular, metabolismo secundário, 

resistência a doenças, bem como na área da genômica (ANÉ; ZHU; FRUGOLI, 

2008; YOUNG et al., 2005, 2011), e transcriptoma (BENEDITO et al., 2008; 

HE et al., 2009). 
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2.2 Biodiversidade 

O gênero Medicago é originário da região da bacia do Mediterrâneo e 

está presente em todos os países da região mediterrânea como também nos 

países vizinhos (Figura 1). Além disso, durante o século XIX, foi introduzido em 

outras partes do mundo, por meio da migração europeia (Figura 1). 

 

 

Figura 1 Distribuição do gênero Medicago no mundo adaptado de Delalande et 
al. (2007). A região com traços preto e vermelho indicam o centro de 
origem de plantas do gênero Medicago com ciclo de crescimento 
anual e perene, respectivamente. As setas pretas e vermelhas indicam 
onde elas foram introduzidas durante a migração europeia 

 

Existem quatro centros de pesquisa (SARDI-Australian, South 

Australian Research and Development Institute; INRA-France, Institut National 

de la Recherche Agronomique; ARS-USDA, Agricultural Research Service, 

United States Department of Agriculture; e LILM-CBBC, Laboratoire 
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Interactions Légumineuses Microorganismes, Centre de Biotechnologie, 

Technopole de Borj, Tunísia) que por meio de um esforço internacional mantêm 

as quatro principais coleções dos recursos genéticos disponíveis para o estudo do 

gênero Medicago (DELALANDE et al., 2007). Um total de 9453 linhagens 

foram listadas, sendo 5703 para Medicago truncatula, 2887 para Medicago 

littoralise e 863 para Medicago italica. Medicago truncatula representa 60,4% 

de três espécies coletadas enquanto que M. littoralis representa 30,9% das 

coleções e M. italica apenas 9% (DELALANDE et al., 2007). 

A espécie Medicago truncatula que apresenta a maior população, ainda 

é dividida em três subespécies, baseado em características morfológicas da 

vagem: ssp. truncatula, ssp. tricycla e ssp. longeaculata. Estudos demonstraram 

que a subespécie tricycla é geneticamente diferente das outras subespécies 

(BAQUERIZO-AUDIOT; DESPLANQUE; PROSPERI, 2001; ELLWOOD et 

al., 2006). Além disso, existe uma elevada variabilidade de caracteres 

quantitativos, qualitativos e moleculares que podem ser observados entre e 

dentro das populações (BONNIN; PROSPERI; OLIVIERI, 1996; CHAULET; 

PROSPERI, 1995), o que faz de Medicago truncatula uma espécie rica em 

biodiversidade, uma característica importante para uma planta modelo utilizada 

para o estudo de leguminosas.  

2.3 Embriogênese somática 

A embriogênese somática em plantas é o processo pelo qual as células 

diferenciam-se em embriões, reproduzindo o que normalmente acontece durante 

o desenvolvimento das sementes, entretanto, sem a união sexual dos gametas 

(ZIMMERMAN, 1993). Este processo pode ocorrer por duas vias, direta ou 

indireta, dependendo se passa pela fase de calo, que é uma massa de células 

indiferenciadas, potencialmente prontas para assumir qualquer via de 
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desenvolvimento, ditada pela interação entre o seu genótipo e o meio ambiente. 

Na via direta os embriões se desenvolvem a partir de células do tecido 

organizado do explante, enquanto que na indireta, os embriões se desenvolvem a 

partir de células de calos (WILLIAMS; MAHESWARAN, 1986). 

Muitos estudos já foram realizados sobre fatores que exercem grande 

influência na embriogênese, tais como auxinas, citocininas, brassinosteroides e 

etileno (FENG et al., 2012; MANTIRI et al., 2008; RUSSINOVA et al., 2004; 

ZIMMERMAN, 1993), bem como sobre as alterações anatômicas durante a 

embriogênese somática (GEORGE; HALL; KLERK, 2008; LAUX; 

WURSCHUM; BREUNINGER, 2004). Com relação aos mecanismos genéticos, 

a metilação do DNA parece ter um efeito importante (SANTOS; FEVEREIRO, 

2002; SHIBUKAWA et al., 2009) enquanto que os componentes genéticos 

envolvidos na embriogênese, como genes que codificam para proteínas 

regulatórias ou que fazem parte de cascatas de sinais de indução e de 

desenvolvimento dos embriões somáticos estão sendo estudados (NOLAN; 

KURDYUKOV; ROSE, 2011). 

Um desses genes é o BABY BOOM (BBM), que codifica para um fator 

de transcrição da família AP2/ERF (RIECHMANN et al., 2000). A expressão 

constitutiva desse gene promove a indução espontânea de embriões somáticos e 

estruturas cotiledonares em Brassica napus (BOUTILIER et al., 2002). Outro 

fator de transcrição é o AGL15 da família MADS-Box. Em soja, verificou-se que 

a perda de função desse gene reduz a frequência de embriogênese somática, 

enquanto que sua superexpressão levou a um aumento da resposta embriogênica 

(THAKARE et al., 2008). Fatores de transcrição do tipo homeobox, como o 

WUSCHEL (WUS) e membros da família WUSCHEL RELATED HOMEOBOX 

(WOX), também têm sido relacionados à embriogênese. Estes genes estão 

associados à regulação dos meristemas apical caulinar e floral (LAUX et al., 

1996) e têm sido descritos como fundamentais no processo de iniciação de 
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culturas embriogênicas, assim como na embriogênese zigótica (HAECKER et 

al., 2004). Estudos recentes demonstram que genes dessa família são fortemente 

regulados por gradientes de auxina (PALOVAARA; HAKMAN, 2009; SU et 

al., 2009). 

Dentre os genes envolvidos na rota de transdução de sinais que regulam 

a embriogênese, o mais estudado é o gene SERK (SOMATIC EMBRIOGENESIS 

RECEPTOR- LIKE KINASE), o qual é considerado como o marcador de 

embriogênese, pela sua expressão transiente nas fases iniciais da embriogênese 

somática e zigótica (HECHT et al., 2001). A expressão desse gene em diferentes 

explantes é mediada pela presença de auxinas e tem sido relatada em várias 

espécies, dentre as quais Daucus carota, Arabidopsis thaliana, Triticum 

aestivum e Medicago truncatula (HECHT et al., 2001; NOLAN; 

KURDYUKOV; ROSE, 2011; SCHMIDT et al., 1997; SINGLA; KHURANA; 

KHURANA, 2008). 

2.4 Transformação genética 

A espécie Medicago truncatula é passível de transformação genética via 

Agrobacterium tumefaciens e regeneração por meio da embriogênese somática, 

o que possibilita o estudo da função de genes associados às características de 

interesse. A primeira transformação genética bem sucedida em Medicago 

truncatula foi relatada há 21 anos (THOMAS; ROSE; NOLAN, 1992). O 

processo de transformação via Agrobacterium, geralmente inclui uma etapa de 

co-cultivo, que envolve a transferência de T-DNA para as células vegetais 

(explante), seguido de seleção e regeneração das células transformadas.  

A linhagem A17 possui constituição genética derivada de Jemalong e foi 

o genótipo escolhido para o sequenciamento do genoma. Entretanto, o genótipo 

A17 apresenta baixa capacidade embriogênica somática in vitro. Existem três 
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linhagens de Medicago truncatula com alta capacidade embriogênica e 

utilizadas regularmente em estudos envolvendo embriogênese in vitro. A 

linhagem R108 foi escolhida como base genética para o desenvolvimento de 

uma grande população mutante que foi gerada recentemente pela Samuel 

Roberts Noble Foundation pela introgressão do retrotransposon de tabaco Tnt1 

(TADEGE et al., 2008). A linhagem 2HA é considerada isogênica à Jemalong 

(NOLAN; ROSE; GORST, 1989), e apresenta alta capacidade de embriogênese. 

Estudos transcricionais comparativos entre o genótipo 2HA e sua progenitora 

Jemalong durante a embriogênese somática in vitro identificaram 250 genes 

diferencialmente expressos (IMIN et al., 2008). Já a M9-10a é uma linhagem 

altamente embriogênica derivada por variação somaclonal in vitro de uma não-

embriogênica M9 (SANTOS; FEVEREIRO, 2002), que também é 

geneticamente relacionada à linhagem Jemalong, possui alta capacidade 

embriogênica e disponibilidade de protocolo eficiente para manipulação genética 

(ARAÚJO et al., 2004). 

Além da transformação via Agrobacterium tumefaciens por meio da 

embriogênese somática, dois outros métodos de transformação são utilizados em 

trabalhos com a leguminosa modelo Medicago truncatula, a transformação via 

Agrobacterium tumefaciens por meio da organogênese (JAVOT; HARRISON, 

2007; TRIEU; HARRISON, 1996) e transformação de raízes via Agrobacterium 

rhizogenes (COLLIER et al., 2005; CRANE et al., 2006). Considerando a 

disponibilidade de linhagens embriogênicas de origens conhecidas e protocolos 

eficientes para transformação genética, o Medicago truncatula se torna um 

sistema atraente para o desenvolvimento de estudos relacionados aos 

mecanismos moleculares da regulação gênica durante a embriogênese somática, 

bem como um sistema para estudos de genética funcional.  

2.5 Estudo de mutantes 
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Os mutantes são indispensáveis para o estudo dos mecanismos genéticos 

envolvidos no desenvolvimento e fisiologia das plantas. Um dos primeiros 

trabalhos em grande escala de produção de mutantes de Medicago truncatula foi 

desenvolvido pelo INRA-France (Institut National de la Recherche 

Agronomique) por meio de radiação gama. Neste trabalho foram selecionadas 

dezoito linhagens mutantes com relação à nodulação (SAGAN et al., 1995) e 

três (dmi1, dmi3e sunn) foram caracterizadas molecularmente (ENDRE et al., 

2002; LEVY et al., 2004; SCHNABEL et al., 2005). 

Diferente da mutagênese por raios gama, as mutações por elementos 

transponíveis em Medicago truncatula já estão bem avançadas, pois se faz 

possível identificar mutantes para diversos genes (genética reversa), tanto 

relacionados à- fixação simbiótica de nitrogênio, quanto para outras 

características de importância biológica (TADEGE et al., 2008; TADEGE; 

RATET; MYSORE, 2005). Além disso, um grande número de genes já foi 

isolado por transformação genética, tanto que nos últimos dois anos mais de 20 

genes foram caracterizados funcionalmente por meio do estudo de mutantes 

(Tabela 2).  

 

Tabela 2 Genes caracterizados funcionalmente nos últimos 2 anos em 
Medicago truncatula 

GENE(S) 
 

FUNÇÃO 
 

REFERÊNCIAS 
 

NIP/LATD Transporte de nitrato; 
 

Bagchi et al. (2012) 

ERN1, 
NSP1/NSP2 

Simbiose com bactérias do gênero 
Rhizobium; 
 

Cerri et al. (2012) 

ELP1 Identidade do pulvino; 
 

Chen et al. (2012) 

NAM Identidade dos órgãos florais e separação 
lateral das folhas; 

Cheng et al. (2012) 

NOOT e COCH Identidade dos nódulos; 
 

Couzigou et al. (2012) 
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NFP, DMI3 Reprogramação da expressão gênica dos 
hospedeiros por fungos micorrízicos 
arbusculares; organogênese dos nódulos; 

Czaja et al. (2012)      
Rival et al. (2012) 

SBT1. 1 Controle do tamanho da semente; 
 

Erfurth et al. (2012) 

ANN3 Controle da polaridade do crescimento 
dos pelos radiculares; 

Gong et al. (2012) 

 

“Tabela 2, conclusão” 

GENE(S) 
 

FUNÇÃO 
 

REFERÊNCIAS 
 

SUNN Número de nódulos; arquitetura da raiz; 
transporte de auxina entre caule e raiz; 

Jin, Watt e Mathesius 

(2012) 
miR171h Colonização por fungos arbusculares 

micorrízicos; 
Lauressergues et al. 
(2012) 

ENOD8 Interação com bactérias do gênero 
Rhizobium; 
 

Meckfessel et al. 
(2012) 

WOX5 Organogênese dos nódulos; 
 

Osipova et al. (2012) 

PAR Biossíntese de proto-antocianidina; 
 

Verdier et al. (2012) 

PLP Desenvolvimento do pulvino; 
 

Zhou et al. (2012) 

DNF2 Diferenciação do bacteroide e prevenção 
da senescência precoce do nódulo e de 
reações de defesa; 

Bourcy et al. (2013) 

MtP5CS1, 
MtP5CS2 e 
MtP5CS3 

Produção de prolina induzida por 
estresse durante a fixação simbiótica de 
nitrogênio; 

Kim e Nam (2013) 

STF Crescimento da lâmina foliar e 
desenvolvimento das flores; 

Lin et al. (2013) 

FTa1 Controle do tempo do florescimento; 
 

Yeoh et al. (2013) 

2.6 Mapa genético 

O mapa genético é uma ferramenta poderosa para a compreensão da 

organização e evolução dos genomas. A espécie modelo Medicago truncatula 

tem um elevado grau de polimorfismo entre suas populações, o que facilita o 

estudo de características economicamente importantes.  
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Em um estudo recente a espécie modelo Medicago truncatula foi 

utilizada para detectar QTL (quantitative trait locus) para a qualidade de 

forragem (ESPINOZA; HUGUET; JULIER, 2012), pois estudos com espécies 

leguminosas forrageiras são limitados devido à ploidia complexa (geralmente 

tetraploide) e fecundação cruzada (alogamia). Outras características da planta 

também já foram estudadas por QTL (Tabela 3). 

 

Tabela 3 Lista dos principais QTLs identificados em Medicago truncatula 

CARACTERÍSTICAS 
 

REFERÊNCIAS 
 

Características morfogenéticas da parte aérea da planta 
(tempo de florescimento, comprimento dos ramos 
primários, comprimento do caule principal, ausência de 
ramos primários, ausência de ramos secundários, diâmetro 
dos ramos, taxa de alongamento dos ramos, matéria seca 
da parte aérea; 

Julier et al. (2007) 
Espinoza, Huguet e Julier 

(2012) 

Concentração e conteúdo de minerais nas sementes; peso 
médio das sementes; 

Sankaram, Huguet e 
Grusak (2009) 

Proteção do estelo das raízes ao fungo Aphanomyces 
euteiches; 
 

Djébali et al. (2009) 

Massa, germinação, e crescimento heterotrófico das 
sementes; comprimento do hipocótilo; 

Dias et al. (2010) 

Correlação entre a razão sacarose/rafinose e o vigor da 
semente; 
 

Vandecasteele et al. (2011) 

Tolerância a seca; 
 

Badri et al. (2011) 
 

Resistência ao afídio do caupi; 
 

Kamphuis, Gao e Singh 

(2012) 
 

Controle do tamanho da semente; 
 

Erfurth et al. (2012) 
 

Defesa contra os afídios Acrythosiphon pisum (pea aphid) 
e A. kondoi (bluegreen aphid); 

Guo et al. (2012) 

Variação Simbiótica  
 

Gorton et al. (2012) 

Fixação de nitrogênio; 
 

Moreau et al. (2012) 
 

Tolerância a salinidade; Arraouadi et al. (2012) 
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Qualidade da forrageira (conteúdo de proteína, 
digestibilidade, razão folha-caule); histologia do caule 
(área da secção transversal do caule, proporções dos 
tecidos); 

Espinoza e Julier (2012) 

Controle do tempo do florescimento; 
 

Yeoh et al. (2013) 
 

Além do estudo por meio de QTL, outra abordagem dos mapas 

genéticos é a genômica comparativa, que tem elucidado a estrutura, a 

estabilidade e evolução dos genomas das leguminosas (BERTIOLI et al., 2009; 

YOUNG; BHARTI, 2012; YOUNG et al., 2011). 

2.7 Genômica funcional 

O projeto Medicago truncatula Gene Expression Atlas (MtGEA, 

http://mtgea.noble.org/v3/) é um banco de dados de genômica funcional 

(BENEDITO et al., 2008; HE et al., 2009) que possibilita o estudo da maioria 

dos genes em diferentes órgãos da planta (raízes, nódulos, caules, pecíolos, 

folhas, brotos vegetativos, flores, sementes e vagens de sementes), com 

desenvolvimento detalhado de séries temporais para os nódulos e sementes, 

utilizando o Affymetrix Medicago Chip Gene®. Esses dados foram 

complementados com dados de transcriptoma de plantas submetidas a vários 

tipos de estresses abióticos e bióticos e dados de células e tecidos específicos.  

O serviço disponibilizado na web pelo banco MtGEA permite ao usuário 

identificar e analisar a expressão de genes de interesse, o que possibilita o estudo 

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

Nota: Demonstração utilizando apenas alguns órgãos da planta (BENEDITO et al., 
2008) para quatro probesets: Mtr.9600.1.S1_at, Mtr.10249.1.S1_at, 
MTR.10203.1.S1_AT, Mtr.26505.1.S1_at . 

2.8 Perspectivas 

Espera-se que devido ao grande potencial genético e agronômico da 

espécie modelo Medicago truncatula, aliado a todas as informações disponíveis 

para estudos genéticos, seja possível elucidar como funcionam e interagem as 

diversas rotas metabólicas de plantas leguminosas, no intuito de aplicar esse 

conhecimento no melhoramento de leguminosas economicamente importantes. 
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RESUMO 

 

 Para muitas espécies leguminosas, a embriogênese somática é uma 

etapa limitante em estudos envolvendo técnicas moleculares e de cultura de 

tecidos como a propagação clonal em larga escala, produção de sementes 

sintéticas, engenharia genética e melhoramento vegetal. Na planta modelo 

Arabidopsis thaliana, foi observado que a subfamília de fatores de transcrição 

LEC2/ABI3 é composta pelos genes LEC2, FUSCA3 e ABI3, os quais estão 

diretamente envolvidos nos processos de embriogênese zigótica e somática. 

Assim, com o intuito de melhor compreender o processo de embriogênese 

somática em espécies leguminosas, este trabalho teve como objetivo a 

identificação e análise do perfil de expressão dos genes da subfamília 

LEC2/ABI3 durante a embriogênese somática da planta modelo para espécies 

leguminosas Medicago truncatula. Por meio de análises in silico, foi possível 

identificar os genes MtFUSCA3 e MtABI3. A identidade dos genes MtFUSCA3 e 

MtABI3 foi confirmada por meio de alinhamento com seus genes homólogos 

previamente identificados e caracterizados em outras espécies. O perfil de 

expressão relativa por PCR em Tempo Real mostrou que os genes MtFUSCA3 e 

MtABI3 podem estar diretamente envolvidos na regulação da embriogênese 

somática em Medicago truncatula. 

 

Palavras-chave: Bioinformática · qPCR. · Planta modelo · Expressão gênica. 
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In silico and transcriptional analysis of the LEC2/ABI3 transcription factor 

subfamily genes during Medicago truncatula somatic embryogenesis 

 

ABSTRACT 

 

For many leguminous species, somatic embryogenesis is considered as a 

limiting stage in studies involving molecular and plant tissue culture techniques, 

such as large scale clonal propagation, production of synthetic seeds, genetic 

engineering, and plant breeding. In the Arabidopsis thaliana model plant 

species, it has been shown that the LEC/ABI3 transcriptional factors subfamily 

is composed by the LEC2, FUSCA and ABI3 genes, which are directly involved 

in zygotic and somatic embryogenesis processes. Thus, in order to better 

understand the somatic embryogenic process in leguminous species, this study 

aimed at identifying and analyzing the expression profile of the LEC/ABI3 

subfamily genes during the somatic embryogenesis of the Medigaco trucatula 

leguminous plant model species. The in silico analysis enabled the identification 

of genes MtFUSCA3 and MtABI3. The identity of the genes MtFUSCA3 and 

MtABI3 was confirmed by means of sequence alignments with their homologous 

genes previously identified and characterized in other species. The relative 

expression profile performed by real-time PCR showing that the genes 

MtFUSCA3 and MtABI3 may be directly involved in Medigaco trucatula 

somatic embryogenesis.   

 

Keywords: Bioinformatics· qPCR.·Model plant. Gene expression. 

 



36 

Introdução 

 

A embriogênese somática em plantas é o processo pelo qual células 

diferenciam-se embriões, reproduzindo o que normalmente acontece durante o 

desenvolvimento das sementes, entretanto, sem a união sexual dos gametas 

(Zimmerman 1993). Esse processo já foi extensivamente estudado em níveis 

morfológicos e fisiológicos (Laux et al. 2004; George et al. 2008). Com relação 

aos mecanismos genéticos, a metilação do DNA parece ter um efeito importante 

(Santos e Fevereiro 2002; Shibukawa et al. 2009), enquanto que os componentes 

genéticos envolvidos na embriogênese, como os genes que codificam para 

proteínas regulatórias ou que fazem parte de cascatas de sinais de indução e de 

desenvolvimento dos embriões somáticos estão sendo estudados (Nolan et al. 

2011). 

Entre as proteínas regulatórias envolvidas no processo de embriogênese 

somática, estão os fatores de transcrição pertencentes à superfamília B3, que 

controlam a expressão de genes envolvidos no controle do desenvolvimento do 

embrião (Suzuki e McCarty 2008). A superfamília B3 foi inicialmente estudada 

em milho e é composta pelas famílias LAV, RAV, ARF e REM (Swaminathan 

et al. 2008). O domínio B3 tem em torno de 100 resíduos de aminoácidos 

(Suzuki et al. 1997). 
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Apenas a família LAV exerce um papel fundamental na embriogênese 

somática. Esta família já foi bem caracterizada funcionalmente em Arabidopsis 

thaliana, sendo composta por duas subfamílias LEC2/ABI3 e VAL, e tem um 

total de seis genes pertencentes à família no genoma de Arabidopsis, sendo três 

genes para cada subfamília, os genes LEC2, FUS3 (FUSCA3) e ABI3 que estão 

envolvidos com a embriogénese zigótica e somática para a subfamília 

LEC2/ABI3 (Parcy et al. 1997; Stone et al. 2001; Santos-Mendoza et al. 2008; 

Le et al. 2010; Ledwon e Gaj 2011), e os genes VAL1, VAL2, e VAL3, que estão 

envolvidos com o desenvolvimento vegetativo e percepção da sinalização de 

açúcares (Tsukagoshi et al. 2005; Suzuki et al. 2007; Tsukagoshi et al. 2007). 

Quanto à função dos genes da subfamília LEC2/ABI3, Stone et al. 

(2001) demonstraram que a superexpressão de LEC2 induz o desenvolvimento 

de embriões somáticos. Outros estudos indicam que a mutação do gene LEC2 

prejudica a resposta à embriogênese somática in vitro (Gaj et al. 2005) e que o 

padrão de expressão diferencial dos níveis de LEC2 durante a indução da 

embriogênese somática é elevado (Ledwon e Gaj 2009), elevando os níveis de 

auxina endógena (Stone et al. 2008). 

Diferentemente do LEC2, os genes FUS3 e ABI3 são poucos estudados 

quanto ao papel na embriogênese somática, por outro lado são bem conhecidos 

quanto à embriogénese zigótica. A proteína FUS3 desempenha um papel central 

na maturação da semente (Luerssen et al. 1998), por meio da regulação negativa 
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dos fito-hormônios GA e etileno (Curaba et al. 2004; Gazzarrini et al. 2004; 

Lumba et al. 2012), e positiva do ABA (Gazzarrini et al. 2004), além do controle 

de síntese e armazenamento de proteínas e lípidos durante a fase de maturação 

da embriogénese zigótica (Kagaya et al. 2005a). Quanto à embriogênese 

somática, foi observado recentemente que o gene FUS3 apresenta maiores níveis 

de expressão para calos embriogênicos em comparação a calos não-

embriogênicos (Ledwon e Gaj 2011). Além disso, o gene FUS3 é ativado pelos 

genes LEC1 e LEC2 que tem participação direta na embriogênese somática 

(Kagaya et al. 2005b; Stone et al. 2008). 

Já o ABI3 está envolvido na diferenciação dos plastídios, formação de 

raízes laterais, e dormência de sementes (McCarty 1995; Rohde et al. 2000; 

Brady et al. 2003) e assim como o gene FUS3, também é regulado positivamente 

pelo gene LEC2 durante a maturação de sementes (To et al. 2006). 

Embora a subfamília LEC2/ABI3 já tenha sido extensivamente estudada 

em Arabidopsis thaliana, informações sobre a regulação genética dos genes 

dessa subfamília em leguminosas são escassas, principalmente com relação à 

embriogênese  somática. Para muitas espécies leguminosas, a embriogênese 

somática é uma etapa limitante em estudos envolvendo técnicas moleculares e 

de cultura de tecidos, como a  propagação clonal em larga escala, produção de 

sementes sintéticas, engenharia genética e melhoramento vegetal. Assim, o 
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objetivo desse trabalho foi identificar e caracterizar a subfamília LEC2/ABI3 

durante a embriogênese somática em Medicago truncatula. 

 

Material e Métodos 

 

Análise in silico 

As sequências dos genes da subfamília LEC2/ABI3 foram identificadas 

por meio do BLAST de sequências dos genes da superfamília B3 disponíveis no 

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) contra o banco de dados de ESTs 

(Mt3.5v4_cds e Mt3.5v4_pep) de Medicago truncatula, disponibilizado no 

portal da Samuel Roberts Noble Foundation (Zhao Bioinformatics Laboratory 

2013). 

As sequências de nucleotídeos de interesse foram comparadas com as 

sequências de proteínas de banco de dados públicos (NCBI) utilizando-se o 

algoritmo BLASTx. Para classificar a parte funcional da proteína, bem como sua 

matriz de leitura, foi utilizada a ferramenta ORF FINDER (Open Reading Frame 

Finder). O alinhamento da sequência da proteína de interesse com as proteínas 

disponíveis no NCBI foi realizado por meio do algoritmo BLASTp (Altschul et 

al. 1997). 

 

 



40 

Análise filogenética 

O alinhamento das sequências foi feito pelo programa ClustalW 

(Thompson et al. 1994) com os parâmetros padrões (default), utilizando-se as 

sequências de nucleotídeos traduzidas em aminoácidos. A árvore final foi feita 

utilizando-se o programa MEGA 4.0 (Tamura et al. 2007), com o modelo de 

comparação Neighbor-Joining (Saitou e Nei 1987), método de distância p e 

supressão pair-wise. A validade da árvore quanto à distância filogenética dos 

clusters foi medida pelo teste probabilístico de bootstraps, originado de 10.000 

replicatas. 

  

Material vegetal, condições de cultivo e delineamento experimental 

O trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Genética Funcional de 

Plantas da West Virginia University (WVU-USA). As sementes das linhagens 

M9-10a e M9 foram escarificadas e esterilizadas. A etapa de escarificação foi 

realizada em capela de exaustão, onde após imersão das sementes em ácido 

sulfúrico concentrado por 10 min, as sementes foram lavadas três vezes em água 

destilada fria (4 ºC). Em seguida as sementes foram levadas para fluxo laminar, e 

esterilizadas em solução de hipoclorito de sódio a 2% e detergente (10 µL/L de 

Tween 20) durante 10 min, e lavadas quatro vezes com água destilada 

autoclavada. 
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Após as etapas de escarificação e esterelização, as sementes foram 

colocadas em placas de Petri com papel de filtro autoclavado, e em seguida 

semeadas em frasco (1 semente/frasco) contendo 40 mL de meio com sais MS 

(Murashige e Skoog 1962), suplementado com 3% de sacarose e 0,7% de agar. 

O pH do meio de cultura foi corrigido para 5,8 com KOH 0,1 M antes da adição 

de agar e autoclavagem. Os frascos foram mantidos durante três dias a 4 °C no 

escuro, em seguida foram transferidos para uma câmara de crescimento com 

fotoperíodo de 16 horas de luz, temperatura de 24/22 oC (dia/noite) e intensidade 

luminosa de 100 µmol m-2 s-1obtida de lâmpadas brancas fluorescentes. 

Aos 45 dias de cultivo, folhas completamente expandidas (explantes) 

foram coletadas e submetidas a cultivo in vitro em placas de Petri com 25 mL de 

meio de cultura MS (Murashige e Skoog 1962), suplementado com 3% de 

sacarose, 0,7% de agar, 0,2 mg/L de zeatina, 0,1 mg/L de 2,4-D e incubadas em 

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

coleta do material. Os calos que proliferaram nas margens dos cortes das folhas 

foram coletados, congelados em nitrogênio líquido e armazenados a -80 oC até o 

isolamento do RNA. 

Foram utilizadas três repetições biológicas para cada amostra, sendo 10 

tempos de cultivo (0, 2, 6, 12, 24, 48, 96, 120, 240, 336 horas) e duas linhagens 

[M9-10a, embriogênica e M9, que apresenta um baixo potêncial embriogênico, e 

produzem essencialmente calos não-embriogênicos (Santos e Fevereiro 2002)] 
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em um delineamento inteiramente casualizado. Cada repetição biológica foi 

constituída por um conjunto de três placas de Petri com cinco explantes 

(segmentos foliares) por placa. 

 

Extração de RNA e síntese de cDNA 

O RNA foi extraído utilizando-se o kit mirVana (Ambion), seguindo as 

recomendações do manual para isolamento de RNA total. Em seguida, as 

amostras foram tratadas com o inibidor Turbo DNA-free Kit (Ambion), para 

eliminação de DNA residual. A integridade do RNA foi verificada em gel de 

agarose a 1%. As amostras foram quantificadas em espectrofotômetro 

(Nanodrop® Espectrophotometer ND-1000). As amostras que apresentaram alto 

grau de integridade e pureza foram usadas para a síntese de cDNA com o 

SuperScript III Reverse Transcriptase (Life Technologies). Após a síntese de 

cDNA as amostras foram armazenadas em freezer a -20 °C.  

 

PCR em tempo real  

A partir das sequências dos genes putativos MtFUSCA3 (FUS3) e 

MtABI3 (ABSCISIC ACID INSENSITIVE 3) de Medicago truncatula que foram 

obtidas do estudo in silico, foram desenhados os primers para qPCR (Tabela 1) 

utilizando o programa Primer Express v2.0 da Applied Biosystems. 
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Para a análise da expressão gênica quantitativa por qPCR foi utilizado o 

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

Green e o cDNA obtido a partir de RNA extraído de segmentos foliares 

(explantes) dos 10 tempos em estudo. As condições térmicas da reação foram 2 

minutos a 50 °C, 10 minutos a 95 °C, 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C e 1 

minuto a 60 °C, e finalizando com 15 segundos a 95 °C. Os dados foram 

coletados e armazenados no programa 7500 Fast Software (Versão 2.1).  

Para cada reação foram utilizados 1,0 µL de cDNA (diluído 1:5), 0,2 µL 

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

(Invitrogen) para um volume final 10,0 µL/reação. As amostras foram 

processadas em tréplicas técnicas e os resultados normalizados usando CTs 

(Ciclo Threshold) obtidos pela expressão dos genes endógenos, ACTINA (β-

actin), UBIQUITINA e HELICASE. O CT foi determinado pelo número de ciclos 

no qual a fluorescência gerada dentro de uma reação cruza a linha de base 

(threshold). O método que foi usado é o do CT comparativo (Pfaffl 2001). 

Para usar o método CT comparativo foi realizado um experimento para 

validação dos primers, ou seja, comprovar que os primers apresentam uma alta 

eficiência (Tabela 1). Para isso foram realizadas curvas padrões para os genes 

em estudo nas seguintes diluições: 1:5, 1:25, 1:125, 1:625 e 1:3125. Este 

procedimento também permitiu a definição da melhor diluição do cDNA.
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Tabela 1 Primers utilizados na qPCR (MtFUSCA3, MtABI3). 

 

Gene Sequência do primer 
Eficiênci

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 3´  

UBIQUITINA F 5’ CTGACAGCCCACTGAATTGTGA 3’ 93 

UBIQUITINA R 5´ TTTTGGCATTGCTGCAAGC 3’  

HELICASE F 5’GTACGAGGTCGGTGCTCTTGAA 3’ 99 

HELICASE R 5’GCAACCGAAAATTGCACCATAC 3’   

 

Resultados e Discussão 

 

Indução da Embriogênese Somática 

O desenvolvimento embriogênico das duas linhagens estudadas 

demonstrou-se diferente, embora fossem submetidas às mesmas condições 

experimentais. Após 288 horas de cultivo dos explantes foliares, a linhagem M9-

10a começou a formar massas embriogênicas, enquanto que a M9 continuou 

formando calos não embriogênicos, e os explantes entraram em senescência 

(Figura 1).  
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O processo de indução da embriogênese somática para as linhagens M9 

e M9-10a foi descrito por Santos e Fevereiro (2002), que demonstraram a alta 

capacidade embriogênica da linhagem M9-10a desde a formação do embrião até 

a o desenvolvimento da planta em comparação com a linhagem M9.   

Almeida et al. (2012) por meio do estudo da proteômica das linhagens 

M9-10a e M9 durante o processo de indução, expressão e desenvolvimento de 

embriões somáticos, identificaram 136 protéinas diferencialmente entre as duas 

linhagens. Além disso, observaram que há formação de massas embriogênicas 

na segunda semana de cultivo dos explantes foliares, como observado no 

presente trabalho (Figura 1).    
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Figura 1 Comparação da indução da embriogênese somática entre a linhagem 
embriogênica “M9-10a” e não embriogênica “M9” na planta modelo 
Medicago truncatula. Barra = 1 mm. 

 

Análises filogenéticas 

A busca por possíveis homólogos dos genes da subfamília LEC2/ABI3 

no banco de dados da espécie Medicago truncatula (Zhao Bioinformatics 

Laboratory 2013) gerou um total de 107 sequências com similaridade confiável 

(e-value<10-4) para o domínio B3, sendo que dessas, as 83 sequências mais 

próximas da subfamília LEC2/ABI3 foram utilizadas nas análises filogenéticas 

(Figura 2).  
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Figura 2 Árvore filogenética relacionando as sequências putativas dos genes 
da subfamília LEC2/ABI3 relacionadas com a embriogênese 
somática em Medicago truncatula, e as proteínas da família B3 de 
Arabidopsis thaliana, Brassica napus, Populus tremula e Zea mays 
publicados e depositados no NCBI. Foi utilizado o modelo de 
comparação Neighbor-joining, pelo método de distância p e 
supressão pair-wise.  

 

A análise destas sequências possibilitou a identificação de duas 

sequências da família LEC2/ABI3, classificadas como genes MtFUSCA3 
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(IMGA|Medtr7g083700.1) e MtABI3 (IMGA|contig 57925.1) por meio da 

comparação com outras espécies (Figura 2). 

O gene MtFUSCA3 foi agrupado no mesmo clado que o FUSCA3 de 

Arabidopsis thaliana e Brassica napus (Figura 2), além de possuir uma ORF de 

945pb, que codifica para uma proteína de 314 aminoácidos, um tamanho de 

proteína similar ao FUSCA3 de Arabidopsis thaliana que codifica para uma 

proteína de 313 aminoácidos (Figura 3).  

A partir do alinhamento com a sequência do AtFUSCA3 observa-se uma 

identidade de 47% para a sequência completa da proteína e 79% para o domínio 

B3 característico da família (Figura 3). 
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Figura 3 Comparação das sequências putativas de aminoácidos dos genes 
MtFUSCA3 com o FUSCA3 de Arabidopsis thaliana. O alinhamento 
foi gerado pelo programa Clustal W e exibido pelo Gene Doc. 
Resíduos de aminoácidos idênticos são sombreados em preto e os 
resíduos não conservados em cinza. Os traços inseridos nas 
sequências indicam espaços inseridos para a otimização do 
alinhamento e a barra vermelha indica a posição do domínio B3. 
Posições de aminoácidos são apresentadas no lado direito. 

 

A proteína MtABI3 foi agrupada em um clado com o ABI3 de 

Arabidopsis thaliana, Populus tremula e Zea mays (Figura 2), com máxima 

identidade de sequência de 46%, 53% e 54% respectivamente. O MtABI3 

apresenta os domínios B1, B2 e B3 característicos de ABI3, com identidades de 

79%, 78% e 94%, respectivamente, quando comparados com os domínios de 

Arabidopsis (Figura 4). 
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Figura 4 Comparação das prováveis sequências de aminoácidos dos genes 
MtABI3 com o ABI3 de Arabidopsis thaliana. O alinhamento foi 
gerado pelo programa Clustal W e exibidos com Gene Doc. Resíduos 
de aminoácidos idênticos são sombreados em preto e os resíduos não 
conservados em cinza. Os traços inseridos nas sequências indicam 
espaços inseridos para a otimização do alinhamento e as barras verde, 
azul e vermelha indicam os domínios B1, B2 e B3, respectivamente. 
Posições de aminoácidos são apresentadas no lado direito. 

 

Esses dados corroboram com os resultados de Swaminathan et al. (2008) 

que demonstraram que os genes AtFUSCA3 e AtABI3 da subfamília 

LEC2/ABI3, tem o domínio B3, sendo que o segundo ainda apresenta os 

domínios B1 e B2. Os resultados apresentados complementam o trabalho 

realizado por Wang et al. (2012), que caracterizou o domínio B3 em onze 

espécies, identificou 93 genes com domínio B3 e apenas um gene da subfamília 

LEC2/ABI3 em Medicago truncatula, enquanto com o presente trabalho 

identificaram-se 107 sequências com domínio B3 e apresentam-se os prováveis 

homólogos dos genes MtFUSCA3 e MtABI3 da subfamília LEC/ABI3. 

 

Expressão Gênica 

Por meio da análise da expressão relativa dos genes MtFUSCA3 e 

MtABI3 da subfamília LEC2/ABI3 foi possível observar um padrão de expressão 

semelhante, com o aumento nos níveis de expressão para a linhagem M9-10a a 

partir de 240 horas de cultivo, atingindo os maiores níveis de expressão com 336 

horas de cultivo (Figura 5). 
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Quando os genes foram analisados individualmente, observou-se que o 

MtFUSCA3 apresenta uma expressão basal para as duas linhagens avaliadas até 

120 horas de cultivo in vitro, porém, houve um aumento nos níveis de expressão 

em 20 vezes na linhagem M9-10a com 240 horas de cultivo in vitro, chegando a 

um máximo de 120 com 336 horas de cultivo quando comparado com o 

genótipo M9 (Figura 5). 

Swaminathan et al. (2008) analisaram o padrão de expressão do 

AtFUSCA3. Os resultados relatados mostram um nível basal de expressão em 

folhas, enquanto os maiores níveis de expressão foram encontrados em 

sementes, indicando um papel semelhante nos programas de desenvolvimento 

embrionário tanto zigótico como somático. Essa questão foi levantada por 

Braybrook et al. (2006) durante os estudos do gene LEC2 de Arabidopsis 

thaliana, que também desenvolve um papel fundamental no desenvolvimento 

embrionário zigótico e somático. Além disso, o gene LEC2 é responsável pela 

regulação positiva do FUSCA3 como foi observado por Stone et al. (2008). 

O gene MtABI3 não apresentou expressão até 6 horas de cultivo in vitro 

para as linhagens em estudo, sendo que a partir das 12 horas de cultivo, 

apresentou níveis de expressão basal que se seguiu até as 120 horas, e às 240 

horas de cultivo já apresentava níveis de expressão 240 vezes maior para a 

linhagem M9-10a em comparação com o controle, com um máximo de 

expressão de 1500 vezes mais as 336 horas de cultivo.  
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Esse resultado corrobora com os obtidos por Swaminathan et al. (2008), 

que observaram que o gene AtABI3 apresenta padrão de expressão em sementes 

e não é expresso em folhas. Isso sugere que o gene MtABI3 é ativado nos 

períodos iniciais da indução da embriogênese somática. Além disso, o ABI3 

também é regulado positivamente pelo gene LEC2 durante a maturação de 

sementes (To et al. 2006). 
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Figura 5 Perfil da expressão por qPCR dos genes MtFUSCA3 e MtABI3 
durante o período de indução da embriogênese somática de 336 horas 
de cultivo, para explantes foliares da linhagem altamente 
embriogênica M9-10a e uma com baixa capacidade embriogênica M9 
de Medicago truncatula. O eixo x representa os períodos de cultivo 
dos explantes foliares em meio de sais MS com 3% de sacarose, 0,7% 
de agar, 0,2 mg/L de zeatina, 0,1 mg/L de 2,4-D e o eixo y 
representam a expressão relativa. As barras de erro representam o 
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desvio de três replicatas biológicas. Cada dado foi normalizado pela 
média dos valores de expressão dos genes de referência ACTINA (β-
actin), UBIQUITINA e HELICASE. A amostra normalizadora para os 
genes MtFUSCA e MtABI3 foi os explantes foliares do tempo 0 e 12 
horas de cultivo para linhagem M9, respectivamente. 

 

Conclusão 

 Este estudo possibilitou a identificação e caracterização transcricional 

dos genes MtFUSCA3 e MtABI3 da subfamília LEC/ABI3, que parecem estar 

envolvidos na regulação da embriogênese somática em Medicago truncatula. 

Estudos complementares com mutantes possibilitarão uma maior compreensão 

dos processos regulatórios bem como da função específica desses genes durante 

a indução da embriogênese somática e desenvolvimento do embrião. 
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RESUMO 

 

Os genes MADS-box do tipo MIKC constituem uma das principais 

famílias de fatores de transcrição em plantas. Esses genes estão diretamente 

envolvidos em vários processos do desenvolvimento de plantas, principalmente 

na embriogênese somática, que se coloca como um processo limitante para 

procedimentos biotecnológicos. O objetivo com este trabalho foi analisar o papel 

dos genes MADS-box do tipo MIKC durante a embriogênese somática de 

Medicago truncatula. A identificação dos 24 genes MADS-box do tipo MIKC 

foi realizada por meio  de análises in silico na base de dados IMGAG 

(International Medicago Genome Annotation Group) v.3.5. A confirmação da 

identidade dos genes encontrados foi feita por meio  do alinhamento das 

sequências obtidas com genes MADS-box do tipo MIKC previamente 

identificados em outras espécies. Análises da expressão gênica, as quais foram 

realizadas por PCR em tempo real, RNAseq e microarranjos, sugerem que os 

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 (Medtr5g031000.1) e MtAGL21.2 (Medtr 5g031000.2) estão 

diretamente envolvidos na regulação da embriogênese somática em Medicago 

truncatula. MtAGL21.1, MtAGL21.2 e MtSOC.1 que apresentaram padrão de 

expressão diferencial para linhagens embriogênicas (M9-10a e 2HA) quando 

comparadas com as linhagens-controles não-embriogênicas ou pouco 

embriogênicas (M9 e Jemalong). A caracterização funcional desses genes pode 

ajudar a desvendar os componentes genéticos responsáveis pelo processo de 

embriogênese somática em Medicago truncatula. 

 

Palavras-chave: Transcritoma, qPCR, planta modelo, fatores de transcrição 
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Characterization of the MICK-type genes of the MADS-box 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 genes are directly involved in several 

plant developmental processes, especially in somatic embryogenesis, which is 

considered a limiting process for biotechnological procedures. The objective of 

this work was to analyze the role of the MICK-type MADS-box genes during 

Medicago truncatula somatic embryogenesis. The identification of 24 MICK-

type MADS-box was done through in silico analysis in the International 

Medicago Genome Annotation Group v. 3.5 (IMGAG) database. The identity 

confirmation of the genes found was done through sequence alignments with 

MICK-type MADS-box genes previously identified in other species. The gene 

expression analysis, which were performed by Real-time PCR, RNAseq and 

microarray, suggest that the 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 (Medtr5g031000.1) and MtAGL21.2 

(Medtr5g031000.2), are directly involved in the regulation of Medicago 

truncatula somatic embryogenesis. MtAGL21.1, MtAGL21.2 and 

MtSOC.1presented differential expression standards between the embryogenic 

lines (M9-10a and 2HA) when compared to the less or non-embryogenic lines 

(M9 and Jemalong). The functional characterization of these genes may aid in 

elucidating the genetic components responsible for the Medicago truncatula 

somatic embryogenesis process. 

Keywords: Transcriptome. qPCR. Model plant.Transcription factors 
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Introdução 

A embriogênese somática é um processo descoberto em meados do 

século XX (Steward et al., 1958) e está relacionado à capacidade de células 

diferenciadas produzirem embriões em um processo semelhante à embriogênese 

zigótica (Zimmerman, 1993). Devido à importância da embriogênese somática, 

muitos estudos já foram realizados visando elucidar quais são os componentes 

genéticos que desencadeiam todo esse processo (Hecht et al., 2001; Boutilier et 

al., 2002; Thakare et al., 2008; Nolan et al., 2011). 

Entre os componentes genéticos envolvidos no processo de 

embriogênese somática, estão os fatores de transcrição pertencentes à família de 

genes MADS-box, que atuam como reguladores-chave em muitos processos no 

desenvolvimento celular de diversos organismos, tais como fungos, animais e 

plantas (Becker e Theissen, 2003; Airoldi e Davies, 2012). 

Os membros da família MADS-box são caracterizados por um domínio 

altamente conservado na região N-terminal, que codifica um domínio de ligação 

ao DNA, denominado MADS. O domínio MADS tem aproximadamente 60 

aminoácidos e reconhece uma sequência específica [CC(A/T)6GG], denominada 

CArG-box, na região regulatória de seus genes alvos (Hayes et al., 1988; Shore e 

Sharrocks, 1995; Riechmann et al., 1996; Khan et al., 2012). 

A família MADS-box em plantas foi caracterizada por meio de estudos 

com Arabidopsis thaliana, a qual possui mais de 100 genes identificados para 
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essa família gênica, que são classificados em genes do tipo I e do tipo II 

(MIKC), sendo que apenas o segundo tipo foi extensivamente estudado, pois 

estes participam diretamente em muitos processos do desenvolvimento de 

plantas (Alvarez-Buylla et al., 2000; Becker e Theissen, 2003), inclusive da 

embriogênese somática (Thakare et al., 2008). 

Em Arabidopsis já foram identificados 39 genes MADS-box do tipo II 

que são caracterizados por uma região conservada chamada de MIKC, que 

apresenta quatro domínios característicos [MADS-box (M); intermediário (I), 

queratina-like (K) e carboxi terminal (C)] que estão distribuídos desde a região 

amino terminal (N) até a região carboxi terminal (C) da proteína e são 

responsáveis pela conformação e especificidade funcional das proteínas MADS-

box (Fan et al., 1997; Riechmann e Meyerowitz, 1997; Robles e Pelaz, 2005). 

Essas proteínas estão relacionadas com a formação da raiz, desenvolvimento da 

folha iniciação do florescimento, identidade do meristema floral, identidade do 

óvulo, desenvolvimento da semente, desenvolvimento do fruto, multiplicação 

celular e embriogênese (Theissen et al., 2000; Parenicova et al., 2003; Rijpkema 

et al., 2007; Smaczniak et al., 2012). De todos os genes já identificados com 

domínio MIKC, apenas o gene AGAMOUS LIKE 15 está diretamente envolvido 

com a embriogênese somática em plantas (Thakare et al., 2008). 

Com relação as plantas leguminosas, em Medicago truncatula foram 

encontrados apenas 22 genes MADS-box do tipo II, que estão distribuídos em 9 
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dos 13 grupos identificados em Arabidopsis, sendo que um dos grupos não 

encontrado foi o do gene AGL15 (Hecht et al., 2005). Assim, em Medicago 

truncatula ainda não foi identificado genes MADS-box que estejam envolvidos 

diretamente na embriogênese somática. O objetivo com esse trabalho foi analisar 

qual é o papel dos genes MADS-box do tipo MIKC na embriogênese somática. 

 

Material e Métodos 

 

Análise in silico 

As sequências dos genes da família MADS-box do tipo MIKC foram 

identificadas por meio do BLAST de sequências dos genes da superfamília B3 

disponíveis no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) contra o banco de 

dados de ESTs (Mt3.5v4_cds e Mt3.5v4_pep) de Medicago truncatula, 

disponibilizado no portal da Samuel Roberts Noble Foundation (Zhao 

Bioinformatics Laboratory, 2013). 

As sequências de nucleotídeos de interesse foram comparadas com as 

sequências de proteínas de banco de dados públicos (NCBI) utilizando-se o 

algoritmo BLASTx. Para classificar a parte funcional da proteína, bem como sua 

matriz de leitura, foi utilizada a ferramenta ORF FINDER (Open Reading Frame 

Finder). O alinhamento da sequência da proteína de interesse com as proteínas 
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disponíveis no NCBI foi realizado por meio do algoritmo BLASTp (Altschul et 

al., 1997). 

 

Análise filogenética  

O alinhamento das sequências foi feito pelo programa ClustalW 

(Thompson et al., 1994) com os parâmetros padrões (default), utilizando-se as 

sequências de nucleotídeos traduzidas em aminoácidos. A árvore final foi feita 

utilizando-se o programa MEGA 4.0 (Tamura et al., 2007), com o modelo de 

comparação Neighbor-Joining (Saitou e Nei, 1987), método de distância p e 

supressão pair-wise. A validade da árvore quanto à distância filogenética dos 

clusters foi medida pelo teste probabilístico de bootstraps, originado de 10.000 

replicatas. 

 

Material vegetal, condições de cultivo e delineamento experimental 

O trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Genética Funcional de 

Plantas da West Virginia University (WV USA). Tanto para o trabalho de PCR 

em tempo real quanto o de transcriptoma (RNAseq), as sementes das linhagens 

M9-10a e M9 foram escarificadas e esterilizadas. A etapa de escarificação foi 

realizada em capela de exaustão, onde após imersão das sementes em ácido 

sulfúrico concentrado por 10 min, as sementes foram lavadas 3 vezes em água 

destilada fria (4oC). Em seguida as sementes foram levadas para fluxo laminar, e 
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esterilizadas em solução de hipoclorito de sódio a 2% e detergente (10 µL/L de 

Tween 20) durante 10 min, seguido de 4 lavagens com água destilada 

autoclavada.   

Após as etapas de escarificação e esterelização, as sementes foram 

colocadas em placas de Petri com papel de filtro autoclavado, e em seguida 

semeadas em frasco (1 semente/frasco) contendo 40 mL de meio de cultura MS 

(Murashige e Skoog, 1962), suplementado com 3% de sacarose e 0,7% de agar. 

O pH do meio de cultura foi corrigido para 5,8 com KOH 0,1 M antes da adição 

de agar e autoclavagem. Os frascos foram mantidos durante 3 dias a 4 °C no 

escuro, em seguida foram transferidos para uma câmara de crescimento com 

fotoperíodo de 16 horas de luz, temperatura de 24/22 oC (dia/noite) e intensidade 

luminosa de 100 µmol m-2 s-1 obtida a partir de lâmpadas brancas fluorescentes. 

Aos 45 dias de cultivo, folhas completamente expandidas (explantes) 

foram coletadas (Figura 2) e submetidas ao cultivo in vitro em placas de Petri 

com 25 mL de meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962), suplementado 

com 3% de sacarose, 0,7% de agar, 0,2 mg/L de zeatina, 0,1 mg/L de 2,4-D e 

cultivadas em regime de 16 h de fotoperíodo e irradiância de 100 µmol m-2s-1  a 

24°C até a coleta do material. As células de calos proliferando nas margens dos 

cortes das folhas foram coletadas, congeladas em nitrogênio líquido e 

armazenadas a -80 oC até o isolamento do RNA.  
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Para o experimento de PCR em tempo real foram utilizadas três 

repetições biológicas para cada amostra, sendo 10 tempos de cultivo (0, 2, 6, 12, 

24, 48, 96, 120, 240, 336 horas) e duas linhagens de Medicago truncatula [M9-

10a, embriogênica e M9, que apresenta um baixo potencial embriogênico, e 

produzem essencialmente calos não-embriogênicos (Santos e Fevereiro, 2002)] 

em um delineamento inteiramente casualizado (Figura 1). Cada repetição 

biológica foi constituída por um conjunto de três placas de Petri com seis 

explantes (segmentos foliares) por placa. 

 

 

Figura 1 Progressão da indução da embriogênese somática em Medicago 
truncatula linhagem M9-10a em comparação com a linhagem 
progenitora não embriogênica M9. Barra = 1 mm. 

 

Quanto ao experimento de sequenciamento do transcriptoma (RNAseq), 

foram utilizadas três repetições biológicas para cada amostra, sendo 4 tempos de 
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cultivo (6, 24, 48 e 96 horas) e duas linhagens (M9-10a e M9) em um 

delineamento inteiramente casualizado (Figura 2). Cada repetição biológica foi 

constituída por um conjunto de cinco placas de Petri com seis explantes 

(segmentos foliares) por placa (Figura 2). 

 

 

Figura 2 Esquema do experimento de sequenciamento de transcriptoma 
(RNAseq) de Medicago truncatula.(a) – Tempo de cultivo em meio 
MS. (b) – Número de explantes por placa e tempo de cultivo da 
embriogênese. (c) – Tempos de coleta dos explantes foliares. Barra = 
1 mm. 

 

Extração de RNA e síntese de cDNA 

Para extração do RNA, utilizou-se o kit mirVana (Ambion), seguindo as 

recomendações do manual para isolamento de RNA total. Em seguida, as 

amostras foram tratadas com o inibidor Turbo DNA-free Kit (Ambion), para 

eliminação de DNA residual. A integridade do RNA foi verificada em gel de 

agarose a 1%. As amostras foram quantificadas em espectrofotômetro 
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(Nanodrop® Espectrophotometer ND-1000) . As amostras que apresentaram alto 

grau de integridade e pureza foram usadas para a síntese de cDNA com o 

SuperScript III Reverse Transcriptase (Life Technologies). Após a síntese de 

cDNA, as amostras foram armazenadas em freezer a -20 °C.  

 

Medicago Expression Atlas e RNAseq 

Comparou-se a expressão dos genes MADS-box do tipo MIKC em 

diferentes tecidos (folha, broto, flor, sementes, raiz e nódulo) e uma linhagem 

altamente embriogênica (2HA) com uma linhagem com baixa capacidade 

embriogênica (Jemalong), submetidas a diferentes tempos de indução da 

embriogênese somática, usando o portal Medicago Expression Atlas (Benedito 

et al., 2008). 

Foi analisado a expressão dos genes do tipo MIKC por meio do RNAseq 

para  duas linhagens (M9-10a e M9) submetidas à diferentes tempos de indução 

(6, 24, 48 e 120 horas) da embriogênese somática, além de microarranjos (Imin 

et al., 2008) para outras linhagens [2HA (altamente embriogênica) e Jemalong 

(baixa capacidade embriogênica)] de Medicago truncatula também submetida à 

indução da embriogênese.   

 

PCR em tempo real  

A partir das sequências dos transcritos dos genes putativos MtAGL21.1 

(AGAMOUS LIKE 21.1) e MtAGL21.2 (AGAMOUS LIKE 21.2) de Medicago 
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truncatula obtidas do estudo in silico, foram desenhados os primers para qPCR 

(Tabela 2) utilizando o programa Primer Express v2.0 da Applied Biosystems. 

A análise de expressão gênica quantitativa por qPCR foi realizada com o 

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

Green e o cDNA obtido a partir de RNA extraído de segmentos foliares 

(explantes) dos dez tempos em estudo. As condições térmicas da reação foram 2 

minutos a 50 °C, 10 minutos a 95 °C, seguidos por 40 ciclos de 15 segundos a 

95 °C e 1 minuto a 60 °C, e finalizando com 15 segundos a 95 °C. Os dados 

foram coletados e armazenados no programa 7500 Fast Software (Versão 2.1).  

Para cada reação, foram utilizados 1,0 µL de cDNA (diluído 1:5), 0,2 µL 

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

(Invitrogen) para um volume final 10,0 µL/reação. As amostras foram 

processadas em tréplicas técnicas e os resultados foram normalizados usando 

CTs (Ciclo Threshold) obtidos pela expressão dos genes endógenos, ACTINA (β-

actin), UBIQUITINA e HELICASE. O CT foi determinado pelo número de ciclos 

no qual a fluorescência gerada dentro de uma reação cruza a linha de base 

(threshold). O método que foi usado é o do CT comparativo (Pfaffl, 2001). 

Para usar o método CT comparativo foi realizado um experimento para 

validação dos primers, ou seja, comprovar que os primers apresentam uma alta 

eficiência (Tabela 1). Para isso foram realizadas curvas padrões para os genes 



72 

em estudo nas seguintes diluições: 1:5, 1:25, 1:125, 1:625 e 1:3125. Este 

procedimento também permitiu a definição da melhor diluição do cDNA. 

 

Tabela 1 Primers utilizados na qPCR (MtAGL21.1, MtAGL21.2). 

Gene Sequência do primer Eficiência 
(%) 

MtAGL21.1 F 5´ CAAGAAAACACACAACTACACAAAAAGGT 3 ´ 94 

MtAGL21.1 R* 5  ́CGAACACTATATGGAAATTGAACAAACGC3´  

MtAGL21.2 F 5´ TATAAGAAGGTGTATGGCACGACAG3´ 93 

MtAGL21.2 R* 5´ CGAACACTATATGGAAATTGAACAAACGC 3´  

ACTINA F 5´ TCAATGTGCCTGCCATGTATGT  3´ 91 

ACTINA R 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 genes MtAGL21.1 e MtAGL21.2 

Resultados e Discussão 

Análises filogenéticas 

A busca por possíveis homólogos aos genes da família MADS-box do 

tipo MIKC, no banco de dados da espécie Medicago truncatula (Zhao 

Bioinformatics Laboratory, 2013) gerou um total de 136 sequências com 

similaridade significante (e-value<10-4) para o domínio MADS-box, sendo que 

dessas, somente 22 são do tipo II (MIKC). Benlloch et al. (2009) isolaram e 

caracterizaram dois genes MIKC (MtPI e MtNGL9) que não foram encontradas 

nas buscas no banco de dados, mas foram utilizadas nas análises filogenéticas 

(Figura 3).  
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Figura 3 Árvore filogenética relacionando as prováveis sequências dos genes 
da família MADS-box do tipo MIKC de Medicago truncatula, em 
comparação com Arabidopsis thaliana. Palavras escritas de preto em 
negrito são referentes aos genes mais estudados em Arabidopsis, 
enquanto que em vermelho são os genes identificados em Medicago 
truncatula. Foi utilizado o modelo de comparação Neighbor-joining, 
pelo método de distância p e supressão pair-wise.  

 

A análise das sequências de Medicago truncatula em comparação com 

Arabidopsis thaliana formou 13 clados, sendo que os 24 genes MADS-box do 
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tipo MIKC encontrados em Medicago truncatula estão distribuídos em 10 dos 

13 clados formados (Figura 3). Não foram encontradas as sequências para os 

clados dos genes FLOWERING LOCUS C (FLC), AGAMOUS-LIKE 15 

(AGL15), AGAMOUS-LIKE 33 (AGL33), O FLC é o gene mais estudado, sendo 

considerado o maior repressor do florescimento (Boss et al., 2004; Yan et al., 

2010), enquanto que o AGL15 está envolvido com a embriogênese somática 

(Thakare et al., 2008), e o AGL33 foi pouco estudado (Figura 3). 

Os genes MtAGL21.1 e MtAGL21.2 identificados neste estudo são os 

que apresentaram maior identidade de sequência com o gene AGL15 de 

Arabidopsis, com valores de identidade de  46% e 47%, respectivamente, porém, 

os dois genes foram classificados como AGL21, porque apresentam maiores 

valores de identidade para o AtAGL21 (Tabela 2).  

 

Tabela 2 Comparação das sequências dos possíveis homólogos aos genes da 
família MADS-box do tipo MIKC de Medicago truncatula, em 
comparação com Arabidopsis thaliana e outras espécies que tem 
sequências depositadas para estes genes na base de dados do NCBI. 

Clados Genes blastp E-
valu
e 

Identidad
e 

Positivo
s 

AG MtAG AtAG 253aaAT4G18960 
 

7e-
118 

164/245 
(67%) 

202/245 
(82%) 

  PsAG 
243aaAAX69069.1.  
 

2e-
166 

227/244 
(93%) 

239/244 
(97%) 

 MtSTK/AGL11 AtSTK 231aa 
AGL11/AT4G09960 

9e-
122 

173/231 
(75%) 

199/231 
(86%) 

  GmAGL11 222aa 
NP_001236130.1  

7E-
103 

 

210/223 
(94%) 

214/223 
(95%) 
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SEP MtSEP1/2 AtSEP1 252aa 
AGL2/AT5G15800 

2e-
128 

190/253 
(75%) 

219/253 
(86%) 

  AtSEP2 251aa 
AGL4/AT3G02310 

4e-
135 

187/251 
(75%) 

215/251 
(85%) 

  MpSEP1 249aa 
AFU81295. 1  

2e-
174 

241/249 
(97%) 

242/249 
(97%) 

 MtSEP3a  
 

AtSEP3251aa 
AGL9/AT1G24260 

2e-
127 

187/247 
(76%) 

209/247 
(84%) 

  LjSEP3 243aa 
AAX13298. 1 

1e-
145 

210/246 
(85%) 

224/246 
(91%) 

 MtSEP3b  AtSEP3251aa 
AGL9/AT1G24260 

1e-
119 

192/281 
(68%) 

211/281 
(75%) 

  LjSEP3 243aa 
AAX13298. 1 

3e-
149 

222/277 
(80%) 

228/277 
(82%) 

AGL6 MtAGL6a 
 

AtAGL6253aa 
AT2G45650 

9e-
113 

166/276 
(60%) 

200/276 
(72%) 

  GmAGL6 245aa 
XP_003528894. 1  

7e-
125 

193/273 
(71%) 

219/273 
(80%) 

 MtAGL6b 
 

AtAGL6 253aa 
AT2G45650  

7e-
51 

103/272 
(38%) 

145/272 
(53%) 

  GmAGL6 245aa 
XP_003528894. 1  

4e-
80 

149/281 
(53%) 

178/281 
(63%) 

FUL/AP1 MtFUL/AGL8 AtFUL 243aa 
AGL8/AT5G60910 

5e-
78 

131/254 
(52%) 

171/254 
(67%) 

  GmAGL8 253aa 
XP_003552610. 1  

3e-
113 

186/258 
(72%) 

208/258 
(80%) 

 MtAP1a AtAP1 257aa 
AGL7/AT1G69120 

2e-
124 

180/254 
(71%) 

210/254 
(82%) 

  GmAP1 236aa 
XP_003547792. 1  

1e-
158 

223/240 
(93%) 

231/240 
(96%) 

 MtAP1b 
 

AtAP1 257aa 
AGL7/AT1G69120 

4e-
99 

146/228 
(64%) 

177/228 
(77%) 

  GmAP1 236aa 
XP_003547792. 1  

7e-
117 

172/224 
(77%) 

195/224 
(87%) 

SOC MtSOC.1 AtSOC 215aa 
AGL20/AT2G45660 

5e-
93 

142/213 
(67%) 

174/213 
(81%) 

  PsSOC1 216aa 
AAX47171. 2  

3e-
123 

191/218 
(88%) 

198/218 
(90%) 

 MtSOC.2 AtSOC 255aa 
AGL20/AT2G45660 

2e-
87 

135/206 
(66%) 

167/206 
(81%) 

  PsSOC 216aa 
AAX47171. 2  

2e-
117 

184/211 
(87%) 

191/211 
(90%) 

AGL21 MtAGL21.1 AtAGL21 229aa 
AT4G37940  

6e-
99 

142/237 
(60%) 

181/237 
(76%) 

  GmAGL21  isoform1 
XP_003534251. 1  

8e-
124 

185/237 
(78%) 

203/237 
(85%) 
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 MtAGL21.2 AtAGL21229aa 
AT4G37940 

3e-
93 

136/229 
(59%) 

173/229 
(75%) 

  GmAGL21 221aa 
isoform2 
XP_003534252.1  

1e-
120 

177/223 
(79%) 

194/223 
(86%) 

SVP/AGL2
4 

MtSVPa  
 

AtSVP 241aa 
AGL22/AT2G22540 

5e-
116 

171/241 
(71%) 

197/241 
(81%) 

  GmSVP 227aa 
NP_001240951. 1  

2e-
132 

188/227 
(83%) 

208/227 
(91%) 

 MtSVPb 
 

AtSVP 241aa 
AGL22/AT2G22540 

2e-
112 

162/241 
(67%) 

195/241 
(80%) 

  GmSVP 227aa  
NP_001240951. 1  

6e-
130 

189/228 
(83%) 

208/228 
(91%) 

 MtSVPc  AtSVP 241aa 
AGL22/AT2G22540 

5e-
61 

109/240 
(45%) 

153/240 
(63%) 

  GmSVP 205aa 
XP_003531018. 1 

6e-
91 

154/210 
(73%) 

176/210 
(83%) 

 MtAGL24 AtAGL24 221aa 
AT4G24540  

4e-
57 

90/153 
(59%) 

120/153 
(78%) 

  PtAGL24 225aa 
XP_002301093. 1  

1e-
56 

95/155 
(61%) 

126/155 
(81%) 

ABS/TT16 MtABS/TT16 AtABS/TT16 248aa 
AGL32/AT5G23260 

9e-
62 

94/184 
(51%) 

133/184 
(72%) 

  VvTT16 236aa 
XP_002271905. 2  

3e-
59 

113/243 
(47%) 

170/243 
(69%) 

PI/AP3 MtPI AtPI 209aaAT5G20240  
 

2e-
78 

108/167 
(65%) 

139/167 
(83%) 

  LjPIb 181aaAAX13300.1 
 

1e-
118 

165/181 
(91%) 

178/181 
(98%) 

 MtNGL9 AtPI 209aaAT5G20240 
 

1e-
72 

101/168 
(60%) 

135/168 
(80%) 

  LjPIa 208aa 
AAX13299.1  
 

1e-
94 

139/174 
(80%) 

154/174 
(88%) 

 MtAP3a 
 

AtAP3 233aa 
AT3G54340 

4e-
97 

132/232 
(57%) 

175/232 
(75%) 

  LjAP3 229aa 
AXX13301.1  
 

3e-
156 

209/229 
(91%) 

220/229 
(96%) 

 MtAP3b/TM6* AtAP3 233aAT3G54340 
 

5e-
69 

107/220 
(49%) 

149/220 
(67%) 

  LjAP3 230aa 
AXX13302.1  
 

3e-
143 

205/233 
(88%) 

217/233 
(93%) 

AGL65 MtAGL65 AtAGL65 390aa 
AT1G18750  

1e-
81 

141/290 
(49%) 

179/290 
(61%) 
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  GmAGL3 360aa 
XP_003528580. 1 

4e-
175 

256/390 
(66%) 

305/390 
(78%) 

*MtAP3b apresenta alta identidade com TM6 de Solanum lycopersicum 
 
 
 
 

Os genes MADS-box do tipo MIKC de Medicago truncatula 

apresentaram identidade de sequência variando de 38 a 76%, quando 

comparados com Arabidopsis, sendo o mínimo observado para o gene MtAGL6b 

e o máximo para o MtSEP3a. Além disso, mais de 80% dos genes tem 

identidade acima de 50% em relação à Arabidopsis e 70% com relação aos 

mesmos genes descritos em outras espécies.  

 
Localização cromossômica de genes MIKC 
 

Os genes MIKC estão distribuídos em 6 dos 8 cromossomos da espécie 

modelo Medicago truncatula (Figura 4).  O cromossomo 5 apresentou o maior 

número de genes MIKC, com sete genes, seguido dos cromossomos 7 (quatro 

genes), 3 e 8 (três genes), 1 (dois genes) e 4 (um gene).  

Esses resultados demonstram que muitos genes MIKC, membros da 

mesma subfamília estão localizados em cromossomos diferentes. Isto foi 

observado para as subfamílias dos genes SEP, AGL6, AP1, SVP e AP3 que 

possuem membros em diferentes cromossomos (Figura 4). Estudos recentes 

demonstraram que houve uma duplicação do genoma de Medicago truncatula há 

cerca de 58 milhões de anos (Young et al., 2011). 
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Figura 4 Localização cromossômica do genes MIKC em Medicago truncatula. 

Apenas os cromossomos que carregam genes MIKC(22) estão 
representados. 

 

Roque et al. (2013) estudaram funcionalmente os genes MtNMH7 e 

MtTM6 que são AP3-like duplicados, os mesmo identificados no presente estudo 

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

homologia entre Medicago sativa e Solanum lycopersicum. Os autores 
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observaram que a duplicação favoreceu para uma especificidade diferente para 

ambos os genes, o MtNMH7 está mais relacionado com a identidade da pétala, 

enquanto o MtTM6 com a identidade do estame, demonstrando o quanto a 

duplicação gênica é importante para a evolução de uma espécie.  

 

Análise da expressão dos genes MIKC 

De forma geral, os padrões de expressão dos genes MIKC duplicados 

foram diferentes tanto entre os tecidos estudados, quanto aos níveis de expressão 

para um mesmo tecido (Figura 5). Além disso, podemos observar aqui uma 

expressão diferencial para os genes MtAP3a e MtAP3b, com maiores níveis de 

expressão para ambos em flor, o que corrobora com estudos recentes (Roque et 

al., 2013). 

Foi observado também altos níveis de expressão em flores para os genes 

MtAG, MtSEP1/2, MtSEP3a, MtSEP3b, MtAGL6b, MtAP1a (Figura 5a), pois 

juntamente com os genes MtAP3a e MtAP3b foram caracterizados em outras 

espécies como genes de identidade de órgãos florais, por meio do modelo ABCE 

de desenvolvimento floral, do qual faz parte os genes AP1, AP2 (classe A), AP3, 

PI (classe B), AG (classe C), SEP1, SEP2, SEP3 e SEP4 (classe E) (Krizek e 

Fletcher, 2005; Causier et al., 2010). 

Vale ressaltar que MtPI e MtNGL9 identificados recentemente (Benlloch 

et al., 2009), também fazem parte do modelo ABCE em Medicago truncatula e 
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que o gene MtAGL6b identificado no presente trabalho, embora não faça parte 

desse modelo em outras espécies, é um dos genes duplicados, e está próximo ao 

clado dos genes da classe E (MtSEP1/2, MtSEP3a, MtSEP3b) do modelo ABCE. 

 

 

Figura 5 Northern Eletrônico representando os níveis de expressão dos genes 
MIKC nas diferentes bibliotecas por meio de uma escala cinza, onde 
quanto mais escura for a cor, maior a expressão. (a) – RNAseq para 
diferentes tecidos. (b) – RNAseq para duas linhagens (M9 e M9-10a) 
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em diferentes tempos de indução da embriogênese. (c) – 
Microarranjos para duas linhagens (2HA e Jemalong) durante a 
indução da embriogênese. 

 

Com relação à embriogênese somática os genes MtSVPa, MtSVPb, 

MtSVPc, MtAGL24, e MtSOC.1 apresentaram altos níveis de expressão tanto 

para as linhagens M9 e M9-10a (Figura 5b), quanto para as linhagens 2HA e 

Jemalong (Figura 5c). Em Arabidopsis, os genes SOC1 e AGL24 são promotores 

do florescimento (Lee et al., 2008; Liu et al., 2008), enquanto que o SVP regula 

o florescimento negativamente (Hartmann et al., 2000) por meio da repressão da 

transcrição dos genes SOC1 e FT (Li et al., 2008). 

Outros genes também apresentaram altos níveis de expressão durante 

indução da embriogênese somática, porém não mais para as quatro linhagens 

estudadas, foi o caso do gene MtAP3a que apresentou altos níveis de expressão 

para as linhagens M9 e M9-10a (Figura 5b) e dos genes MtAP3b, MtAGL21.1 e 

MtAGL21.2 que apresentaram altos níveis de expressão para as linhagens 2HA e 

Jemalong (Figura 5c). Burgeff et al. (2002) observaram que o gene AGL21 é 

expresso nos primórdios laterais das raízes e em meristema radicular primário de 

Arabidopsis thaliana. Os genes MtAP3a e MtAP3b foram estudados em 

Medicago truncatula e estão envolvidos com a identidade de órgãos florais 

(Roque et al., 2013). 

Esses resultados sugerem que os genes MADS-box do tipo MIKC 

podem estar envolvidos com a embriogênese somática em Medicago truncatula, 
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com destaque para os genes MtAGL21.1, MtAGL21.2 e MtSOC.1 que 

apresentaram padrão de expressão diferencial para linhagens embriogênicas 

(M9-10a e 2HA) quando comparadas com as linhagens não-embriogênicas ou 

pouco embriogênicas (M9 e Jemalong). O gene AGL21 é expresso em meristema 

radicular primário (Burgeff et al., 2002), enquanto que o SOC1 é expresso em 

meristema apical (Samach et al., 2000). 

 

Expressão Gênica por qPCR 

Quando analisamos a expressão relativa dos genes MtAGL21.1 e 

MtAGL21.2, foi possível observar um padrão de expressão semelhante, com 

aumento nos níveis de expressão de pelo menos duas vezes para a linhagem M9 

com 336 horas de cultivo (Figura 6). 
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Figura 6 Perfil da expressão por qPCR dos genes MtAGL21.1 e MtAGL21.2 
durante o período de indução da embriogênese somática de 336 horas 
de cultivo, para explantes foliares da linhagem altamente 
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embriogênica M9-10a e uma com baixa capacidade embriogênica M9 
de Medicago truncatula. O eixo x representa o tempo de cultivo dos 
explantes foliares mantidos em meio de sais MS com 3% de sacarose, 
0,7% de agar, 0,2 mg/L de zeatina, 0,1 mg/L de 2,4-D e o eixo y 
representa a expressão relativa. As barras de erro representam o 
desvio de três replicatas biológicas. Cada dado foi normalizado pela 
média dos valores de expressão dos genes de referência ACTINA (β-
actin), UBIQUITINA e HELICASE. A amostra normalizadora para os 
genes MtFUSCA e MtABI3 foi a dos explantes foliares no tempo 0 de 
cultivo para a linhagem M9. 

 

Esse aumento nos níveis de expressão pode está associado ao fato de 

ambos os genes estarem envolvidos no processo do desenvolvimento da raiz 

(Figura 5), uma vez que a linhagem M9, embora não apresente formação de 

embriões, forma raízes (Figura 7).  

 

 

Figura 7 Comparação da indução da embriogênese somática entre a linhagem 
embriogênica “M9-10a” e a não embriogênica “M9” de Medicago 
truncatula. 
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Conclusão 

Este estudo possibilitou a identificação dos genes MtSVPa, MtSVPb, 

MtSVPc, MtAGL24, MtAP3a, MtAP3b, MtAGL21.1, MtAGL21.2 e MtSOC.1 da 

família MADS-box do tipo MIKC que parecem estar envolvidos na regulação da 

embriogênese somática em Medicago truncatula. A caracterização funcional 

desses pode ajudar a desvendar quais são os componentes genéticos 

responsáveis pela embriogênese somática em Medicago truncatula. 
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