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RESUMO

Os ritmos produzidos pelo relogio circadiano enddégeno desempenham um papel
critico ao permitir que as plantas respondam e se adaptem ao meio ambiente.
Embora exista uma ligagéo regulatéria bem estabelecida entre o relogio circadiano e
as respostas ao estresse abidtico em plantas modelo, ainda ha muito a ser estudado
sobre o sistema circadiano em espécies cultivadas como a soja. Sabe-se que
estresses abidticos como a seca, alteram o padrdo de expressao génica imposto
pelo ciclo circadiano para a melhor adaptacéo fisioldgica ao ambiente externo. Em
Arabidopsis, os genes reguladores do ciclo circadiano, CCAl e LHY, sob condi¢des
de estresse abidtico apresentam splicing alternativo com retencéo de introns. Neste
contexto, este estudo objetivou caracterizar a expressdo do gene LHY/CCAL-
like/LCL-4, regulador do oscilador central do relégio circadiano na soja, no genaétipo
de soja suscetivel a seca, BR 16 sob condicbes de déficit hidrico. Assim, a partir de
um estudo RNASeq realizado com a cultivar BR 16 sob déficit hidrico, as isoformas
expressas do gene LHY/CCALl-like/LCL-4 foram identificadas in silico.
Posteriormente, a fim de detectar padroes de retencdo de introns desse gene em
Soja, realizou-se uma PCR convencional a partir de amostras de cDNA e de DNA de
quatro diferentes cultivares. Adicionalmente esses primers foram também testados
em amostras de cDNA de soja sob déficit hidrico, coletadas ao longo do dia. Os
produtos de amplificacdo foram sequenciados para confirmacdo dos resultados
obtidos. De acordo com os resultados obtidos, pode-se afirmar que diferentes
padroes de retencdo de intron sdo observados entre soja e Arabidopsis, tendo em
vista que para o gene LHY/CCA1-like/LCL-4 ndo houve retencdo de intron, em
nenhuma das condicfes testadas e para nenhuma das cultivares. Apenas um
pequeno intron, de aproximadamente 80 pb, apareceu no sequenciamento de DNA
de BR 16, o que difere da sequéncia anotada em banco de dados. A expresséo
circadiana no gene LHY/CCALl-like/LCL-4 em condi¢cdes de deficit hidrico mostrou
picos nos horarios inicias do dia, seguido de uma diminuicdo nos horarios
vespertinos e noturnos e novamente um pequeno aumento ao amanhecer. Os niveis
de expressao foram maiores na condi¢cdo controle, o que sugere que o tratamento
de seca pode ter sido mais severo. Os dados corroboram a inducédo de mudancas na
expressdo do gene LHY/CCALl-like em resposta a seca e sua participacdo como
oscilador central do relégio circadiano em Glycine max.

Palavras-chave: Glycine max. Seca. Splicing alternativo.
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ABSTRACT

The rhythms produced by the endogenous circadian clock play a critical role in
allowing plants to respond and adapt to the environment. Although there is a well-
established regulatory link between the circadian clock and responses to abiotic
stress in model plants, there is still much to be studied about the circadian clock in
cultivated species such as soybeans. It is known that abiotic stresses such as
drought alter the gene expression pattern imposed by the circadian cycle to best
physiologically adapt to the external environment. In Arabidopsis, the circadian clock
regulator genes, CCAL1 and LHY, under abiotic stress conditions present alternative
splicing with introns retention. In this context, this study aimed to characterize the
expression of the LHY/CCA1-like/LCL-4 gene, the central oscillator of circadian clock
in soybean, in the soybean genotype BR 16, considered drought-susceptible, under
of water deficit conditions. Thus, using an RNASeq conducted with BR 16 cultivar
under water deficit, the expressed isoforms of the LHY/CCA1-like/LCL-4 gene were
identified in silico. In order to identity patterns of intron retention of this gene in
soybean, a standard PCR was performed using cDNA and DNA samples from four
different cultivars. In addition, a RT-gPCR was also preformed in soybean cDNA
samples under water deficit, collected throughout the day. The amplification products
were sequenced to confirm the obtained results. Data showed that there was no
intron retention for LHY/CCA1-like/LCL-4 gene in any of the conditions tested and for
none of the cultivars. Only a small intron, of approximately 80 bp, was identified in
BR 16 DNA, which differed from the annotated database sequence. Circadian
expression in the LHY/CCAL-like/LCL-4 gene under water deficit conditions showed
peaks in the early hours of the day, followed by a decrease in evening times and
again a small increase at dawn. Expression levels were higher in the control
condition, which suggests that the drought treatment might be more severe than
expected. This data corroborate the induction of changes in LHY/CCALl-like gene
expression in response to drought and its participation as the central oscillator of the
circadian clock in Glycine max.

Keywords: Glycine max. Drought. Alternative splicing.



LISTA DE FIGURAS

Figural- Mapa da Producdo Agricola de Soja no Pais, indicando os
estados produtores. Os estados de Mato Grosso, Parana e Rio
Grande do Sul produzem soja acima de 15.000 mil toneladas
por ano. Fonte: CONAB, 2018. ... 20
Figura2 — Crescimento da area cultivada com Soja no Brasil. Os registros
se iniciam na safra 03/04 até a safra 17/18, quando o pais
atingiu 35.046,5 mil hectares semeados com a leguminosa.
Fonte: CONAB, 2018. ... 21
Figura 3 - Produtividade de Soja no Brasil em kg/ha. Estimativa do
rendimento para a safra 2017/18. Historico registra dados a
partir da safra 2003/04. Fonte: CONAB, 2018. .......ccoovvvviiiiiieeeeieeeenns 21
Figura4 — Modelo Molecular do Oscilador Circadiano de Arabidopsis. Os
genes sdo indicados por caixas solidas. As proteinas séo
indicadas por formas ovais e oblongas. A transcricdo e a
traducdo sado indicadas por linhas tracejadas. A atividade
proteica € indicada com linhas continuas, com linhas que
terminam em pontas de flecha indicando acao positiva e linhas
gue terminam em tracos perpendiculares, indicando acao
negativa. O nucleo de loop de feedback CCA1/LHY/TOC1 é
destacado em verde com linhas grossas e formas fechadas. A
fosforilacdo de LHY e CCA1 por CK2 é indicada com “Ps” em
circulos. A area sombreada indica que as atividades atingem
um pico a noite, e a area branca indica que as atividades
atingem um pico durante o dia. Fonte: Figura adaptada
(MCCLUNG, 2006). ...uvviieieeeeeeiiiiiiiiieeeee e e e e eeeirre e e e e e e e e ssaarree e e e e e e e e e 30
Figura5- Arvore filogenética agrupando genes do oscilador central do
relogio circadiano de A. thaliana e Glycine max e indicando a
semelhangca com os dois FTs MYB de Arabidopsis, LHY e
CCA1, com o gene denominado LCL (LHY/CCA1-like gene) de
G. max. A previsdo da arvore filogenética foi feita usando
TreeTop (http://www.genebee.msu.ru/genebee.html). Fonte:
Figura Adaptada (THAKARE; KUMUDINI; DINKINS, 2010). .............. 33



Figura6 - Sequéncia do gene GmLHY/CCALl-like/LCL-4, disponivel na
plataforma SoyKB presente nos transcritos de .1 a .6. Os
iniciadores (primers) para o gene alvo (representados pelas
sequéncias em negrito) foram desenhados flanqueando regifes
de exons, utilizando a sequéncia dos transcritos .1 a .6,
disponivel na base de dados especifica de soja SoyKB, com
auxilio do programa Primer3Plus
(<www.bioinformatics.nl/primer3plus>). Fonte: SoyKB. ...........ccccuuueee. 39

Figura 7 — Resultado da amplificagcdo dos iniciadores, na cultivar de soja
BR 16, para identificar retencdo de introns no gene
GmLHY/CCA1-like/LCL-4. A linha em amarelo esta agrupando
as bandas com fragmentos de tamanhos aproximados, entre
600 e 300 pb. O marcador 1kb plus é a base para identificar os
tamanhos dos fragmentos. Fonte: 0 proprio autor. ..........cccccceeeeueveeeee. 49

Figura8 — Combinacdo dos primers em diferentes cultivares. Fonte: o
(010 oL 0T TV (o SRR 50

Figura 9 - Amplificaggo com primers LCL4-E2-F / LCL4-E1-R das
amostras de cDNA da cultivar BR 16 com os tratamentos
controle (C) e déficit hidrico (S) nos seis tempos de (8, 12, 16,

20, 24 e 4h). O marcador 1kb plus é a base para identificar os
tamanhos dos fragmentos. Fonte: o proprio autor. .............ccceeevvvvnnnnn. 51

Figura 10 — Alinhamento sequéncia do transcrito .6 do gene GmLHY/CCAL1-
like/LCL-4 predita in silico e as sequéncias de cDNA da cultivar
BR 16 com os tratamentos controle e déficit hidrico nos seis
tempos de (8, 12, 16, 20, 24 e 4h) em relacdo a sequéncia de
DNA obtida da cultivar BR 16. Fonte: 0 proprio autor. ..........ccccceeeee.... 52

Figura 11 — Quantificagdo da expressao do gene GmLHY/CCA1-like/LCL-4
sob condicbes de déficit hidrico e controle ao longo de 24
horas, via RT-gPCR. Os dados foram coletados a cada 04
horas. As amostras foram normalizadas utilizando o gene [3-
actina (Glymal5G05570). Amplicon obtido de 114 pares de
bases. Eficiencia de amplificacdo do gene normalizador de
94%. FONte: 0 Proprio QULOK. .........uuuveuuuuuninninnnnnieeennnnnnnnnnnnnnnnnennnennnnnne 54



LISTA DE TABELAS

Tabelal - Sequéncias Forward e Reverse dos iniciadores utilizados para
PCR convencional do gene GmLHY/CCAL1-like/LCL-4 de soja.
A letra “E” significa exon, os numeros correspondem a qual
posicdo do exon, “F” significa forward e “R” reverse. Fonte: o
(010 o1 0T T 1 (o SRS 39
Tabela 2 — Resultado do Blast realizado com a sequéncia do gene CCA1
(AT2G46830) de Arabidopsis thaliana no genoma da soja.
FONTE: NCBI. .. e 43
Tabela 3 - Resultado do Blast realizado com a sequéncia do gene LHY
(AT1G01060) de Arabidopsis thaliana no genoma da soja.
FONTE: NCBI. .. 44
Tabela 4 — Transcritos do Glyma.07G048500 presentes e quantidade (x)
do transcrito identificados nos tratamentos de déficit hidrico e
controle, em soja convencional BR 16, sensivel a seca. Dados
obtidos a partir de bibliotecas de RNASeq de soja sob déficit
hidrico, com coletas a cada 4h em um periodo de 24hs.
Controle (C), Déficit Hidrico (DH). Fonte: o préprio autor. .................. 46
Tabela5 - Transcritos do Glyma.07G048500, com detalhes da posicéo
inicial e final e tamanho dos exons presentes em cada
transcrito alternativos. Também estdo ilustrados os tamanhos
putativos dos introns considerando as posi¢cbes no genoma
referéncia de soja, Willians 82. Dados obtidos do Phytozome.
FONte: 0 Proprio @ULOT. .......ccooeeeeiiiiiiee e e 47
Tabela 6 — Identificacdo dos amplicons esperados e obtidos e as regides
flanqueadoras dos exons do gene GmLHY/CCA1-like/LCL-4.

FoNte: 0 Proprio @ULOT. .......ccooeeeeiiiiiice e 49



AS
CCA1l
DH
DNA
LCL
LHY

MYB
RNA
TOC1
uG
T

LISTA DE SIGLAS

Alternative Splicing — Splicing alternativo
Circadian Clock Associated 1

Déficit Hidrico

Deoxyribonucleic Acid — Acido Desoxirribonucleico
LHY1/CCAl-like

Late Elongated Hypocotyl

Intron Retention — Retencao de Intron
Myeloblastosis oncogene

Ribonucleic Acid — Acido Ribonucleico
Timing of Cab Expressionl

Umidade Gravimétrica

Zeitgeber Time — Tempo Zeitgeber



2.1
2.2
2.3
23.1
2.3.2
2.4
2.5

3.1
3.2

4.1
41.1
4.1.2

4.2

421
4.2.2
4.2.3
4.2.4
4.2.5
4.2.6
4.2.7

SUMARIO

INTRODUGAOD ...ttt ettt

FUNDAMENTAGCAO TEORICA .......ooveeeeeeeeeeeeeeeeee e,
SOJA: CULTURA E IMPORTANCIA ECONOMICA ....ooviiiiiiiiiiii e
ESTRESSES ABIOTICOS — O DEFICIT HIDRICO ...coeeeiiiiiiiiiiiiiieee e
MECANISMOS DE RESPOSTA AO DEFICIT HIDRICO .....ccvvviiiiiiiieeeeciiiiiiieeeeen
Respostas Morfo-Anatdémicas e Fisiol0gicas ..........ccccceeeveeeeeiiiiiiiiiieeennn.
Respostas Moleculares ao Déficit HIidrico ...........ccceeeieiii,
O CicLO CIRCADIANO E O DEFICIT HIDRICO ...uvvvviiiiieeeeeeiiiiiiiiieeeee e e e e
GENE LHY/CCA1-like (LCL) — O OSCILADOR CENTRAL DO RELOGIO

CIRCADIANO EM SOUJA e e et

OBUJETIVOS ...
OBUIETIVO GERAL ittuiiitiiiiiit ettt ettt e s e e e e et e et e s ean e e eaan s e et e e eaneeeanneees

OBUIETIVOS ESPECIFICOS ..nenieiee et e ettt a e

MATERIAL E METODOS ....oiiiiiiiiiiiieieieeiee e
ANALISES IN SILICO «ttiieiiiitieeee ettt e e e et e e e e b e e e e eaaa e eaeees
Busca dos Genes LHY € CCAL €M SOJa ...cooeveeeeeeeeieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e
Andlise In Silico das Variagcdes no Gene GmLHY/CCAL1-like/LCL-4

em Bibliotecas no RNASeq de Soja sob Déficit Hidrico

Amostradas ao longo do Ciclo Circadiano ..........cccoeevviviiiiieiiiiiieeeiiineeeeens
ANALISES IN VIVO ..t
Obtencgéo do Material Vegetal ...
Extracdo e Purificagdo de RNA Total ...,
Y1 (=TT e [ o B N A
Confirmacgao da Reteng&o do Intron via PCR ..........ccooooiiiiiiiiiiiniieeeieeee,
Sequenciamento Produto de PCR ..........ooovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee
Alinhamento das Sequéncias Obtidas ...........ccccceeviii,

Andlise da expresséo génica via RT-gPCR ..........ccoovviiiiiiie e,



5.2

5.3
5.4
5.5

RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....cceuiiiieiiieisieieiee e 42
BuUSCA DA SEQUENCIA DO GENE LHY/CCA1-like/LCL-4 EM SOJA NO
PHYTOZOME ..uuttttiiiiiieeeeeeisitie ettt e e e e e e s sttt e e e e e e e s s sssabbb e e e e e e e e e s annnsnrneeeeaeens 42
ANALISE IN SILICO DAS VARIACOES NO GENE GmMLHY/CCAL1-like/LCL-
4 (GLYMA.07G048500) NAS BIBLIOTECAS DE RNASEQ DE SOJA SOB

DEFICIT HIDRICO/CICLO CIRCADIAND ....eneee et eeeae e 46
PCR CONVENCIONAL PARA CONFIRMACAO DA RETENCAO DE INTRON ............ 48
PRODUTO DE PCR SEQUENCIADO ..uuivuiitiitneitietesneitseieensensesnsenssssensessssnsenns 51

QUANTIFICACAO DOS NiVEIS DE EXPRESSAO DO GENE GMLHY/CCA1-
like/LCL-4 EM CONDICOES DE DEFICIT HIDRICO AO LONGO DE 24

H O R A S ittt ittt ittt et eas e st e s seanssennssennssennssennssenssssssssssnsssnssssnsssnnnssnnnses 53
CONSIDERAGOES FINAIS ..o 55
REFERENCIAS ..o ettt ettt 56

ANEXOS e 67



18

1 INTRODUCAO

O Brasil € o segundo maior produtor mundial de soja, com perspectivas de em
breve tornar-se o primeiro. Ha trés safras consecutivas no pais, a soja vem batendo
recorde de producdo (CONAB, 2018). No entanto, as perdas tém sido recorrentes e
expressivas devido, principalmente, ao aumento da frequéncia de periodos de seca,
fato provavelmente associado as mudancas climaticas globais. E este cenario tende
a se agravar no futuro com inimeras previsdes cientificas que tracam um panorama
onde a populacdo mundial tera aumentado significativamente, alcangando, segundo
relatério da ONU, 8,5 bilhdes de pessoas até 2030, assim como a necessidade de
se produzir mais alimentos para atender a esta populacéo crescente (MANAVALAN
et al.,, 2009). Ainda neste contexto desfavoravel, a comunidade cientifica terd de
desenvolver estratégias cada vez mais refinadas para lidar com estresses bioticos e
abioticos mais severos que interferem diretamente na produtividade média de varias
culturas de gréos e afetam negativamente aspectos econdémico-financeiros, néo
somente em nosso pais, mas mundialmente. Dentre estes fatores, a seca € o
estresse ambiental mais importante (YANG et al., 2010).

Grande parte dos organismos conhecidos sincronizam sua fisiologia e
metabolismo temporalmente através de um mecanismo endégeno conhecido como
relégio circadiano, responsavel por gerar e coordenar oscilacbes ritmicas num
periodo de aproximadamente 24 horas (MAS; YANOVSKY, 2009). Sabendo que as
plantas sdo organismos sésseis, estas se adéquam melhor as condigcbes ambientais
circundantes como a estacao, luz e escuriddo e as variacdes de temperatura através
do reldgio circadiano que coordena e regula seu metabolismo e fisiologia através
dos niveis moleculares e celulares, para que estas antecipem as mudancas no meio
ambiente adequando-se (JAMES et al., 2012). Porém, os estresses abiéticos, como
a seca, modificam a sincronia do relégio, alterando o ritmo circadiano e a expressao
de genes, em resposta a desidratacdo e, nas espécies economicamente
importantes, como a soja, isso prejudica a produtividade agronémica (LEGNAIOLI;
CUEVAS; MAS, 2009; VALLIYODAN; NGUYEN, 2006), uma vez que, a
sincronizagdo correta do relégio e do ambiente resulta em crescimento,
desenvolvimento e producgéo otimizados (KHAN; ROWE; HARMON, 2010).

Como o reldgio circadiano envolve a expressao de varios genes interligados,

as oscilacdes, tanto bidticas quanto abidticas, interferem na regulacdo enddgena
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destes genes, alterando os horarios de pico de expresséo, podendo também ocorrer
auséncia de transcritos, exigindo diversos mecanismos reguladores pés-transcricao,
incluindo o splicing alternativo (AS — alternative splicing) (PRUNEDA-PAZ; KAY,
2010; PEREZ-SANTANGELO; SCHLAEN; YANOVSKY, 2013).

Em Arabidopsis thaliana, mudancas nos padrdes de splicing alternativos dos
genes reguladores do reldgio circadiano CCA1 (Circadian Clock Associated 1) e LHY
(Late Elongated Hypocotyl) foram identificados em respostas a calor e frio
(FILICHKIN et al., 2010; FILICHKIN; MOCKLER, 2012; JAMES et al., 2012).

Alguns genes ortdlogos aos genes do ciclo circadiano de A. thaliana foram
identificados em soja e parecem apresentar comportamento de expressao
semelhante a planta modelo. No entanto, em condi¢cdes de déficit hidrico, situacéo
em que foram identificados mudancas no padrdo de expressdo de genes
componentes do relégio enddgeno e genes responsivos a seca em soja
(MARCOLINO-GOMES et al., 2014), indica que estresses abibticos sdo capazes de
alterar a regulacdo circadiana também em culturas economicamente importantes.
Porém, diferentemente de A. thaliana, onde h& participacdo dos genes CCAl e
LHY1, apenas um unico gene assume as funcdes de regulador central do ciclo
circadiano em soja. O gene oscilador principal nesta leguminosa é o LHY/CCA1-like
(LIU et al., 2009; THAKARE; KUMUDINI; DINKINS, 2010). De acordo com Liu et al.
2009, o genoma da soja contém quatro fatores de transcricdo MYB LYH1/CCA1-like
genes e ndo é possivel realizar a diferenciacao entre os ortélogos putativos LHY1 e
CCALl.

Assim, considerando-se que estresses abibticos, como o déficit hidrico,
podem induzir mudancas no padrdo de expressao em genes reguladores do ciclo
circadiano, o objetivo deste trabalho foi determinar a modulacao circadiana do gene
LHY/CCALl-like (Glyma.07G048500), mais precisamente o LCL-4, de soja em
resposta ao déficit hidrico.



20

2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 SoJA: CULTURA E IMPORTANCIA ECONOMICA

A soja (Glycine max L. Merrill) € uma das culturas de maior importancia
econdbmica em nivel nacional e mundial, sendo uma das principais fontes de proteina
e oOleo vegetal (DIAZ et al., 1992). Atras apenas dos Estados Unidos, o Brasil é o
segundo maior produtor mundial do grdo e os principais estados produtores séo
Mato Grosso, Paran& e Rio Grande do Sul (Figura 1) (CONAB, 2018).

Figura 1 — Mapa da Producdo Agricola de Soja no Pais, indicando os estados produtores. Os
estados de Mato Grosso, Parana e Rio Grande do Sul produzem soja acima de 15.000 mil toneladas
por ano.
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Fonte: CONAB, 2018.

Originalmente, a soja € uma leguminosa herbacea anual chinesa e surgiu
como uma planta domesticada por volta do século XI a.C. No Brasil, um dos

primeiros registros do cultivo do gréo foi em 1882 no estado da Bahia. Contudo, em
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1940 esta leguminosa passou a ter interesse comercial e, portanto, econémico no
Rio Grande do Sul (ALMEIDA et al., 1999), onde seu desenvolvimento se
concretizou pelas condicfes climaticas ideais de cultivo (KULCHESKI, 2013). A partir
da década de 1970, o cultivo do gréo expandiu-se para outras regides brasileiras em
razdo do melhoramento de cultivares adaptadas as diferentes condi¢cfes climéticas
(ALMEIDA et al., 1999).

Atualmente, o grdo é considerado um dos mais importantes produtos
agricolas da economia brasileira (ROCHA, 2009). Na safra 2017/2018 o territorio
nacional semeado com o gréo atingiu 35.046,5 mil hectares (Figura 2). E em razao
das boas condi¢des climéticas, o rendimento médio para esta safra foi de 3.225 kg/
hal, atingindo a segunda maior producdo registrada no pais com cerca de 113
milhdes de toneladas. A safra de 2016/2017 foi cerca de 114 milhdes de toneladas
(Figura 3) (CONAB, 2018).

Figura 2 — Crescimento da area cultivada com Soja no Brasil. Os registros se iniciam na safra 03/04
até a safra 17/18, quando o pais atingiu 35.046,5 mil hectares semeados com a leguminosa.
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Figura 3 — Produtividade de Soja no Brasil em kg/ha. Estimativa do rendimento para a safra 2017/18.
Histdrico registra dados a partir da safra 2003/04.
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Nas areas da agroindustria, industria e alimenticia, a soja € um gréo versatil
que origina diversos produtos e subprodutos. Constitui ainda matéria prima para
produtos tais como: racdo animal (bovinos, aves, suinos, peixes e animais
domésticos, aditivos de alimentos e produtos analogos da carne) onde cerca de 90%
da soja consumida é direcionada ao processo de esmagamento, que ira gerar farelo
e Oleo de soja e, juntamente com o milho, constituird matéria-prima essencial para a
fabricacdo de racdes; bem como formadores de espuma; fabricacdo de fibras;
lecitina, glicerol, esterdis (antioxidantes) e acidos graxos usados nha industria
farmacéutica e cosmética (HIRUKARI; LAZZAROTTO, 2014; APROSOJA, 2017;
EMBRAPA, 2017). Além de ser fonte de proteinas, macronutrientes, minerais e
outros metabolitos secundarios como isoflavonas (SAKAI; KOGISO, 2008) e
fitoestrogenos (OSOSKI; KENNELLY, 2003), o grdao se constitui ainda uma
alternativa para fabricacdo de biodiesel, sendo responsavel hoje por 80% da
producdo deste combustivel no Brasil (ANP, 2017; MAPA, 2017).

Em numeros, o complexo soja em 2017, liderou a pauta das exportacdes do
pais com 41.2% sobre o total exportado, resultando em um ingresso de mais US$ 16
bilhdes (MAPA, 2017). O agronegécio como um todo € responsavel por cerca de
20% do PIB do Brasil e embora o pais seja também exportador mundial de aclcar,
café, suco de laranja e carne de frango, e o segundo maior exportador de carne e
milho, a soja é ainda a mais economicamente importante commodity agroindustrial
produzida e exportada (COLUSSI et al., 2016; VERGARA et al., 2017).

2.2 ESTRESSES ABIOTICOS — 0 DEFICIT HiDRICO

A produtividade de diversas culturas economicamente importantes depende
das condi¢des ambientais durante o cultivo, muitas vezes comprometidas pelos
estresses ambientais causados por fatores bidticos e abioticos. Os fatores bidticos
compreendem o conjunto de seres vivos que atuam na cultura, tanto de forma
benéfica quanto de forma maléfica. Os outros fatores ndo atribuiveis a atividade
biologica sdo definidos como abidticos (EMBRAPA, 2005). Ou seja, os fatores
abidticos sdo os definidos como climaticos, tais como temperaturas extremas, seca,
excesso de sais no solo, frio e encharcamento (excesso hidrico). Esses sdo o0s

estresses abidticos que mais limitam o crescimento e o desenvolvimento das
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plantas, reduzindo a produtividade e, em casos extremos, podendo causar a morte
das plantas (KRASENSKY; JONAK, 2012).

Apesar dos numeros de producdo positivos e crescentes para a cultura da
Soja, ainda ha perdas na produtividade recorrentes devido ao aumento da frequéncia
e intensidade dos periodos de seca, e também pela expansdo da cultura em areas
gue anteriormente ndao eram cultivadas, sujeitas a maiores problemas decorrentes
do clima (JICA, 2017; EMBRAPA, 2017). A insuficiéncia hidrica é capaz de limitar o
crescimento e desenvolvimento da soja afetando sua produtividade e distribuicéo
espacial além da qualidade do grao, principalmente quando a falta de agua ocorre
nas fases consideradas mais sensiveis a seca, como florescimento e enchimento de
graos (BARBOSA et al.,, 2013; EMBRAPA, 2005, AGEITEC, 2018). Plantacdes
afetadas por periodos de seca tem sua produtividade drasticamente reduzida (TRAN
et al., 2010) principalmente porque, apds a germinacgdo, os tecidos das plantas sdo
compostos 90% por dgua (LICHT; WRIGHT; LENSSEN, 2013).

A seca é um problema global tornando o déficit hidrico (DH) néo restrito a
apenas algumas areas produtoras, pois as areas atingidas estao se expandindo com
expectativas futuras de que, nas proximas décadas, ocorram aumentos significativos
da temperatura média global, da concentracdo de gases na atmosfera,
principalmente CO2, acarretando mudangas climaticas em todo o planeta
favorecendo ainda mais o DH (NEPOMUCENO et al., 2001). Em numeros, o
aumento das temperaturas em decorréncia do aquecimento global pode provocar
perdas nas safras de grdos em torno de R$ 7,4 bilhdes em 2020, nimero que pode
subir para R$ 14 bilhdes em 2070 (ASSAD; PINTO, 2008). De acordo com Pennisi
(2008), as estimativas por volta de 2050 mostram que a temperatura global sera em
média 1,8°C maior que a atual, destacando diversas variaveis relevantes como a
diminuicdo das precipitagbes pluviométricas afetando cada vez mais a fisiologia das
plantas, uma vez que 0 aumento da temperatura alterard o regime de chuvas, de
evaporacao da 4gua e da transpiracdo das plantas.

Estas mudancas meteoroldgicas atingem diretamente a produtividade das
grandes culturas como a soja, reduzindo a produtividade final e provocando
prejuizos financeiros. Em varios estados produtores, os numeros mostram perdas
recorrentes em periodos de seca. Na safra 2004/2005, o RS sofreu uma queda de
78% na producdo (FARIAS; NEPOMUCENO; NEUMAIER, 2011). Ainda neste

estado, a estiagem levou a uma reducdo média de 22% na produtividade da safra



24

2007/2008, gerando prejuizos em torno de R$ 1,6 bilhdo (EMBRAPA, 2017). Mais
recentemente, na safra 2013/14, as perdas econdémicas atingiram um valor proximo
a R$ 9.2 bilhdes. O Parana apresentou reducdes recordes nesta safra, resultado de
uma lavoura afetada pela auséncia de chuvas e por altas temperaturas entre janeiro
e fevereiro, fases importantes do desenvolvimento do grao (SEAB, 2016; CONAB,
2017). Ainda na safra 2013/2014, no RS, apesar do incremento na area plantada, a
ma distribuicdo das chuvas ao longo do ciclo produtivo prejudicou o desenvolvimento
da cultura, provocando uma reducéo de 4% nos niveis de produtividade. Perdas na
Regido Sudeste também foram registradas. Em MG, a estiagem associada a altas
temperaturas provocaram significativas perdas de produtividade, reduzindo-a em
10,7%. Em SP, mesmo com o grande incremento da area plantada, as adversidades
climaticas provocaram forte reducdo na produtividade (30,2%). Em numeros, oS
valores acumulados em perdas decorrentes de periodos de DH nos ultimos anos
(dados registrados a partir das safras 1976/77 até 2013/2014) alcancam a cifra de
US$ 79,62 bilhdes (FERREIRA, 2016).

Vérias estratégias podem e devem ser utilizadas para minimizar e reduzir 0s
danos decorrentes de longos periodos de DH. Uma delas é o uso de ferramentas de
biotecnologia para melhorar a tolerancia ao DH. No entanto, para o desenvolvimento
destas plantas, consideradas OGMs ou nao-GMs dependendo da modificacdo
genética e da técnica utilizada, € fundamental identificar genes relacionados a
caracteristica e entender como esses genes se comportam em resposta ao estresse
para o qual se deseja aumentar a tolerancia. Assim, estudos basicos que visem
esclarecer os mecanismos de resposta ao DH sdo fundamentais e necessarios no
delineamento de estratégias para o desenvolvimento de plantas de soja mais

tolerantes a seca.

2.3 MECANISMOS DE RESPOSTA AO DEFICIT HiDRICO

2.3.1 Respostas Morfo-Anatdmicas e Fisiologicas

A insuficiéncia hidrica imposta pela condicdo de seca é o maior fator

responsavel por afetar o crescimento e a produtividade das plantas na natureza.

Como organismos sésseis e incapazes de fugir ou se refugiar de situacdes adversas
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ambientais, 0s vegetais desenvolveram, pelo processo de evolu¢cdo, mecanismos de
defesa frente a estas situagBes de estresse. Estas respostas incluem inameras
modificacdes morfologicas, fisiolégicas e metabdlicas em todos os 6rgaos vegetais
(KLAMKOWSKI; TREDER, 2006), tais como: fechamento estomatico, repressédo do
crescimento celular e da fotossintese, aumento da respiracdo, interferéncia nos
ritmos circadianos, além de alteracdes moleculares na regulacdo/expressao de
genes, como aumento de mRNA sem sentido gerado por splicing alternativo (AS),
retencdo de intron (IR) com diferencas ou silenciamento no produto final ou
degradacdo por nonsense-mediated decay (NMD), tais fatores influenciam na
regulacdo da planta a fim de proporcionar sua sobrevivéncia e controlar a morte
celular programada (SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007; FILICHKIN et
al., 2015) entre outras.

As respostas fisiolégicas ou adaptacdes vegetais dependem do tempo de
duracdo da desidratacdo e da intensidade. O efeito da deficiéncia hidrica na
producdo depende ainda da época de ocorréncia, de sua severidade, do gendtipo da
planta e do estadio de desenvolvimento vegetal (CHAVES; MAROCO; PEREIRA,
2003; BERLATO, 1981; FAGERIA, 1989).

De acordo com Turner; Wright e Siddiqgue (2001), as plantas utilizam
estratégias em condi¢cbes de DH que podem ser classificadas em quatro grupos
distintos de mecanismos: evitamento, tolerancia, escape e recuperacdo a seca. Os
dois principais mecanismos de defesa vegetal sdo evitamento e tolerancia (FANG;
XIONG, 2015). A estratégia de manter niveis de agua nos tecidos vegetais durante
periodos de estresse é o0 evitamento a seca, que pode ocorrer tanto pela absorcao
de agua pelas raizes, quanto pela redugéo da evapotranspiracdo das partes aéreas.
Ja na condicdo de tolerancia a seca, a planta mantem seu turgor e continua seu
metabolismo mesmo em condi¢cBes de baixo potencial hidrico. Tal estratégia se da
através da sintese de osmodlitos, osmoprotetores ou solutos compativeis (NGUYEN;
BABU; BLUM, 1997). O mecanismo de escape a seca confere a planta capacidade
natural ou induzida de ajustar o crescimento e desenvolvimento, desde que a
estacdo ou os periodos de seca prolongada sejam evitados, resultado do
crescimento acelerado e florescimento precoce, podendo muitas vezes acarretar
diminuicdo do nimero de sementes (FANG; XIONG, 2015; WITCOMBE et al., 2008).
Desta forma, as plantas evitam a seca aumentando o teor relativo de agua,

utilizando menos agua disponivel, mantendo uma baixa condutancia na epiderme e
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ainda diminuindo as trocas gasosas (NGUYEN; BABU; BLUM, 1997). Portanto, a
capacidade da planta de retomar rapidamente seu crescimento e enchimento de
graos apos a exposicdo a periodos severos de DH refere-se a recuperacdo a seca,
isto quando nestes periodos ocorrem a completa paralisacdo do crescimento, perda
do turgor celular e desidratacéo foliar (LUO, 2010).

Segundo Sirichandra et al. (2009), uma das respostas iniciais contra o DH é a
diminuicdo da condutancia estomatica, pois esta reduz a evaporacao através das
folhas, diminui a perda de agua e limita a difusdo de CO:2 para os cloroplastos. A
resposta de fechamento estomatico ocorre por consequéncia do aumento das
concentragfes do horménio acido abscisico (ABA) (LIMA et al., 2002). O ABA é
ainda responsavel por inGmeros outros mecanismos adaptativos ao estresse, tais
como a ativacdo de genes ligados ao ajustamento osmético, compartimentalizacéao
ibnica, crescimento e modulacao das raizes e sua condutividade hidraulica, limitacéo
da taxa de transpiracdo, controle da desidratacdo e diminuicdo do crescimento foliar
(HSIAO, 1973; SALISBURY; ROSS, 2013).

Outro importante mecanismo fisiolégico em resposta a falta de agua € o
ajuste osmoético. Este mecanismo adaptativo, concretizado na sintese de moléculas
osmoprotetoras como acgucares (trealose, sacarose, frutose), aminoacidos (prolina e
triptofano) e compostos de aménio (poliaminas e glicil-betaina), reduz o potencial
osmoético, aumentando a retencdo de agua na célula e retardando a senescéncia e a
morte (CHAVES; MAROCO; PEREIRA, 2003; TURNER; WRIGHT; SIDDIQUE,
2001), em condi¢cdes de DH.

Dentre os mecanismos morfologicos de adaptacdo estdo o desenvolvimento
de tricomas e pélos radiculares, reducdo da area foliar e queda das folhas induzida
em grande parte pela sintese de etileno, que permite diminuir a transpiracédo, além
da alteracdo da orientacdo das folhas (ISODA; WANG, 2002), diminuindo o angulo
de incidéncia dos raios solares (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Em condi¢Bes de escassez de agua, o sistema radicular também exerce um
importante papel, pois as plantas constantemente obtém agua e nutrientes através
das raizes. O comprimento, peso, volume e densidade das raizes também estdo
relacionados a tolerancia a seca em diversas culturas (PRICE et al., 2002). Algumas
plantas, por exemplo, no inicio do periodo de DH, sdo capazes de acentuar o
crescimento das raizes para que elas possam explorar maiores profundidades de

solo, absorvendo maior quantidade de agua (HU; XIONG, 2014).
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2.3.2 Respostas Moleculares ao Déficit Hidrico

A percepcao dos sinais de estresses ambientais € um passo importante na
determinacdo da sobrevivéncia e na reproducdo de plantas expostas a diferentes
condigoes.

Os modelos de percepcéo estabelecidos para os vegetais superiores sugerem
varias hipdteses para o inicio da sinalizacdo em nivel molecular. As alteracdes na
conformacdo de membranas celulares € a percepcdo mais aceita, pois, devido a
perda de turgidez, diversas modificacbes mecanicas ocorrem na planta, como
mudan¢cas em canais de transporte ativados por pressdao, remodelagens na
conformacdo ou na justaposicdo de proteinas sensoriais criticas imersas nas
membranas celulares e/ou também alteracdes na continuidade entre a parede e a
membrana celular. Tais alteracfes iniciam uma cascata de eventos moleculares em
resposta a perda de agua, ativada por complexos enzimaticos que induzem a
expressdo de diversas categorias génicas (CHINNUSAMY; ZHU; ZHU, 2007;
NEPOMUCENO et al., 2001; SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007; XIONG;
SCHUMAKER; ZHU, 2002).

A pesquisa tem direcionado esfor¢os nas Ultimas décadas para compreender
esta complexa rede de resposta, iniciada com a percepcdo do estresse ambiental.
Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki (2007) dividiram em dois grandes grupos 0s
produtos dos genes envolvidos na resposta a estresses abidticos, como o DH. No
primeiro grupo, sdo encontrados genes funcionais, j& o0 segundo grupo € composto
por genes reguladores. Os genes funcionais codificam diversas proteinas como
chaperonas, LEA, anticongelantes, de ligagdo ao mRNA, bem como diferentes
enzimas que sdo chaves na biossintese de osmolitos e de desintoxicagdo entre
varias proteases. Os genes reguladores, no entanto, regulam a expressao de genes
e transducéo de sinais em resposta ao estresse, também codificam a biossintese do
ABA, além dos genes que codificam para fatores de transcricio como DREB
(Dehydration Responsive Element Binding — Elemento de ligacdo de resposta a
desidratacéo), AREB (ABA Responsive Element Binding - Elemento de ligacédo de
resposta ao ABA), MYC (Myelocytomatosis oncogene), MYB (Myeloblastosis
oncogene), NAC (NAM, ATAF 1,2 e CUC), HB entre outros (SHINOZAKI;
YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007).
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Conhecer e compreender como estes genes atuam, ativando ou reprimindo
mecanismos em resposta a estresses ambinetais pode auxiliar os pesquisadores na
escolha de genes para as estratégias de desenvolvimento de plantas mais
tolerantes. Dentre os fatores de transcricdo (FTs), de ambas as vias de resposta a
seca, ABA dependente e independente, plantas transformadas com DREB e AREB
mostraram aumento na tolerancia ao DH (LIU et al., 1998; JAGLO-OTTONSEN et
al., 1998; GILMOUR et al., 1998; KASUGA et al., 2004; DUBOUZET et al., 2003; ITO
et al., 2006; QIN et al., 2007; PELLEGRINESCHI et al., 2004; GAO et al., 2009;
BHATNAGAR-MATHUR; VADEZ; SHARMA, 2008; DEVI et al., 2011; VADEZ et al.,
2013; POLIZEL et al., 2011; ROLLA et al., 2014; SAKUMA et al., 2006a, 2006b; QIN
et al., 2007; CHEN et al., 2007). Nao apenas FTs, mas também plantas contendo
genes de vias metabodlicas importantes envolvidas com mecanismos ativados em
resposta ao DH, tais como NCED (9-cis-epodxicarotendide dioxigenase) enzima
chave na sintese de ABA (BURBIDGE et al., 1999; QIN; ZEEVAART, 1999; IUCHI et
al., 2000; CHERNYS; ZEEVAART 2000; WAN; LI, 2005; RODRIGO; ALQUEZAR;
ZACARIAS, 2006) hormdnio fundamental na resposta & seca, e genes responsaveis
pela de sintese de osmoprotetores envolvidos no ajuste osmotico, tais como Gols
(galactinol sintase) responsavel pela sintese do galactionol da familia de
oligossacarideos de rafinose (Raffinose family oligosaccharides — RFOs) (SANTOS
et al.,, 2011; SENGUPTA et al.,, 2012; STOLF-MOREIRA et al.,, 2010; VOLK;
HARITATOS; TURGEON, 2003; ZHAO et al., 2004), apresentaram maior tolerancia
em condi¢cdes de deficiéncia hidrica. Em soja, plantas transformadas com genes
AtDREB1A, AtDREB2A, AtAREB, AtNCED e AtGols foram experimentadas em casa
de vegetacdo e campo sob DH e, nestas condi¢cdes ativaram mecanismos de
respostas a seca indicando maior tolerancia sem comprometimento da produtividade
(POLIZEL et al., 2011; BARBOSA et al., 2012; ROLLA et al., 2013; ENGELS et al.,
2013; HONNA et al., 2016; MARINHO et al., 2016; FUGANTI-PAGLIARINI et al.,
2017).

2.4 O CicLo CIRCADIANO E O DEFICIT HiDRICO

As plantas estdo sujeitas as oscilagdes diurnas devido ao movimento do

planeta em torno de seu eixo, gerando luz e temperaturas variadas. Além das



29

variacdes dia/noite/estacdes do ano, as plantas também estdo sujeitas a outras
variacbes ambientais sejam elas bidticas e abioticas. Para se adaptar a estas
mudancas e se desenvolver dentro da melhor condicdo ambiental, otimizando seu
crescimento e desenvolvimento, as plantas utilizam um relogio circadiano enddgeno,
que regula/dirige os processos vitais para partes especificas do dia/estacdo
(LEGNAIOLI; CUEVAS; MAS, 20009).

Os ritmos circadianos aumentam a eficiéncia de processos fisioldgicos
sincronizando o timing desses processos com O6timas condicdes ambientais. A
adequacao e a adaptacdo vegetal sdo marcadamente aumentadas quando o ciclo
circadiano interno coincide com ciclos ambientais. Segundo Legnaioli; Cuevas e Mas
(2009), os “relégios” circadianos conferem vantagens adaptativas aos organismos
nao apenas por meramente responder a sinais externos, mas também por antecipar
mudancas previsiveis de variagdo ambiental que ocorrem durante a transicao dia-
noite. Assim, a presenca de um sistema de timing enddgeno permite que as
atividades biolégicas ocorram, sincronicamente, em uma fase especifica relacionada
ao ambiente, possibilitando a separacdo temporal de eventos metabdlicos néo
compativeis com as condi¢cdes externas.

Existem diversas evidéncias que mostram que o0s ritmos circadianos
controlam inlUmeros processos na maioria dos seres vivos, incluindo as plantas
superiores (HARMER et al., 2000). Por exemplo, processos como a transcricdo
génica, atividades de algumas enzimas (JOHNSON et al., 1995; HOTTA et al.,
2007), abertura e fechamento dos estdmatos, assimilacdo de CO? e movimentos
foliares, tais fatores estdo associados a mecanismos enddgenos controlados por um
relégio biolégico (WEBB, 1998; DOWSON-DAY; MILLAR, 1999). Alguns autores
sugerem ainda que os relégios circadianos afetam positivamente o teor de clorofila,
a fotossintese e eficiéncia no uso da agua, e genes de florescimento da planta
(GORTON; WILLIAMS; ASSMAN, 1993; DODD et al., 2005; THAKARE; KUMUDINI,
DINKINS, 2010).

Na grande maioria dos organismos, o0s reldgios circadianos atuam
predominantemente através de rotacdo de feedback regulatérios transcricionais
interligados (PRUNEDA-PAZ; KAY, 2010). Em A. thaliana, diversos genes
reguladores do ciclo circadiano foram identificados, sendo os principais: TOC1
(Timing of CAB expression 1) (STRAYER et al., 2000), CCA1 (Circadian Clock
Associated-1) (WANG; TOBIN, 1998), GI (Gigantea), LHY (Late Elongated
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Hypocotys) (SCHAFFER et al., 1998) e ELF3 (Early Flowering 3) (ZAGOTTA et al.,
1996). Nesta planta modelo, o controle e a manutengéao do ciclo circadiano ocorre
por meio de mecanismos acurados de balanco e feedback que incluem os FTs MYB
expressos pela manhd, CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1 (CCAl1l) (WANG;
TOBIN, 1998) e LATE ELONGATED HYPOCOTYL (LHY) (SCHAFFER et al., 1998)
(Figura 04). Estes regulam negativamente a expressdo do regulador de pseudo-
resposta TIMING OF CAB EXPRESSION 1 (TOC1, também conhecido como PRR1)
(STRAYER, 2000; MATSUSHIKA et al., 2000). TOC1, por sua vez, impulsiona
positivamente a transcricdo de CCA1 e LHY, fechando o loop para o préximo ciclo
(ALABADI et al., 2001). Contudo, a expressdo de CCA1l e LHY é, por sua vez,
rigorosamente regulada por outros componentes do reldgio, incluindo os membros
da familia TOC1, PRR7 e PRR9, que formam o chamado ciclo da manha (FARRE et
al., 2005; NAKAMICHI et al., 2005; SALOME; MCCLUNG, 2005).

Figura 4 — Modelo Molecular do Oscilador Circadiano de Arabidopsis. Os genes séo indicados por
caixas solidas. As proteinas séo indicadas por formas ovais e oblongas. A transcricao e a traducéo
sdo indicadas por linhas tracejadas. A atividade proteica é indicada com linhas continuas, com linhas
que terminam em pontas de flecha indicando acdo positiva e linhas que terminam em tracos
perpendiculares, indicando acdo negativa. O nlcleo de loop de feedback CCA1l/LHY/TOC1 é
destacado em verde com linhas grossas e formas fechadas. A fosforilagdo de LHY e CCAL por CK2 é
indicada com “Ps” em circulos. A area sombreada indica que as atividades atingem um pico a noite, e
a area branca indica que as atividades atingem um pico durante o dia.
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Fonte: Figura adaptada (MCCLUNG, 2006).
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As oscilagbes de altas e baixas frequéncias sdo mecanismos marcadores de
tempo ou doadores de tempo denominados como "Zeitgeber' (ZT — Tempo
Zeitgeber), que servem para definir e integrar os eventos e separar 0s periodos
diurnos dos periodos noturnos (ASCHOFF, 1978).

Existe uma sobreposicdo significativa entre os genes regulados pelo reldgio e
0s genes afetados por diferentes estresses abidticos (COVINGTON; HARMER,
2007; MATSUI et al.,, 2008; MIZUNO; YAMASHINO, 2008). Uma das primeiras
evidéncias das modificacdes no ciclo circadiano induzida por DH foi obtida em 2009,
por Legnaioli; Cuevas e Mas. Estes pesquisadores desenvolveram um trabalho com
mutantes para o gene TOC1 em Arabidopsis e realizaram analises do transcriptoma
por meio de microarranjos e de PCR quantitativo. Os dados obtidos mostraram
evidéncias de um mecanismo de feedback que interconecta o “relogio” circadiano e
as respostas das plantas ao DH, mediadas por ABA. Um componente-chave do ciclo
circadiano TOC1 se liga ao promotor de genes ABA-responsivos
(ABAR/CHLH/GUNSb) controlando sua expressao circadiana. Estudos genéticos com
plantas superexpressando ABAR e TOC1 e também plantas RNAI para estes genes
demonstraram respostas defectivas a seca, suportando a hipétese de que a funcéo
de ABA “relégio” — dependente € importante para a homeostase celular em
ambientes secos (ALABADI et al., 2001). Além da deficiéncia hidrica, existem ainda
relatos que mostram conexdes entre as respostas de plantas de A. thaliana a outros
estresses, tais como calor e frio e as oscilacées diurnas ou ao relélgio circadiano
(BIENIAWSKA et al., 2008; FOWLER; COOK; THOMASHOW, 2005).

Cabe ressaltar que estresses abiodticos podem modificar a expressdo de
genes, nado apenas de genes de manutencdo e genes estresse-induzidos, mas
também de genes responsaveis por este reldgio bioldégico com fino ajuste que rege
0s ciclos circadianos vegetais. Assim, condicdes adversas ambientais atuam
aumentando, diminuindo ou até induzindo a expressao de diferentes isoformas pelo
mecanismo de splicing alternativo. Na planta modelo, A. thaliana, padrbes de
splicing alternativos dos pré-mRNAs dos genes regulatérios LHY e CCA1 mostraram
alteracbes em respostas ao calor e frio (FILICHKIN et al., 2010; FILICHKIN;
MOCKLER, 2012; JAMES et al., 2012). Em Populus trichocarpa, o tratamento de
seca por duas semanas, induziu o acumulo significativo de uma isoforma com
retencdo de um intron longo do gene CCA1/LHY em raizes (FILICHKIN et al., 2015).
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Em soja, Marcolino-Gomes et al. (2014) mostraram que genes do ciclo
circadiano e genes seca-responsivos apresentaram mudangas marcantes na
expressao génica, sob condi¢cdes de DH. Dentre os genes componentes do reldgio
enddgeno, tais como LCL1, GmELF4 e PRR-like, houve uma redugdo na expressao
génica, em plantas estressadas. As mesmas condi¢des produziram um avanco de
fase de expressao para os genes GmTOCI1-like, GmLUX-like e GmPRR7-like. Da
mesma forma, o padrdo de expresséao ritmica dos genes sensiveis a seca da soja
tais como DREB-, bZIP-, GOLS-, RAB18- e Remorin-like mudou significativamente
apos a exposicao da planta a seca.

Embora exista alguma informagédo sobre o ciclo circadiano e suas
modificagbes em condi¢cdes de deficiéncia hidrica em A. thaliana, estudos mais
detalhados e profundos em culturas economicamente importantes, como a soja, Sao
escassos e muito ainda falta para a total compreensao de como o ciclo circadiano
regula a expressdo de genes visando ajustar e aumentar o fithess vegetal as
condicBes ambientais adversas como a seca, portanto, pesquisas que visem
elucidar esses mecanismos devem ser realizadas e as informacdes utilizadas no

desenvolvimentos de plantas mais tolerantes.

2.5 GENE LHY/CCA1-like (LCL) — O OSCILADOR CENTRAL DO RELOGIO CIRCADIANO EM

SoJA

O oscilador central do relogio circadiano de Arabidopsis é composto por
varios lagcos de feedback interligados que interagem na expressdo de dois fatores
de transcricdo MYB parcialmente redundantes, Late Elongated Hypocotyl (LHY) e
Circadian Clock Associated 1 (CCAl1) (GARDNER et al., 2006; HARMER, 2009).
Essas proteinas coassociadas sdo conhecidas por regular negativamente sua
prépria sintese, inibindo a expressdo do Timing of Cab Expression 1 (TOC1), um
ativador LHY/CCA1 (ALABADI et al., 2001).

Em soja, no entanto, o oscilador central do relégio circadiano parece ser
responsabilidade de apenas um gene, o LCL (LHY/CCA1-like) homélogo ao core
LHY/CCAL de Arabidopsis. No genoma deste importante gréo, foram identificados
alguns ortdlogos para os genes do relogio circadiano de Arabidopsis que

monstraram oscilacdo semelhante & de Arabidopsis em situa¢des controladas (LIU
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et al.,, 2009; SULLIVAN; JENKINS; NIMMO, 2004; HUDSON, 2010; THAKARE;
KUMUDINI; DINKINS, 2010). Com relacdo ao core LHY/CCA1, o genoma de soja
apresenta quatro FTs MYB LHY1/CCAl-like genes, ou LCL1-4 de acordo com a
terminologia de Liu et al. (2009). Uma arvore filogenética (Figura 5) realizada por
Thakare; Kumudini e Dinkins (2010) formou dois grupos: um contendo o
Glyma.07G048500 e Glyma.16G017400, e outro o Glyma.03G261800 e
Glyma.19G260900, porém nao foi possivel diferenciar os ortélogos putativos de
LHY1 e CCAL. Para ser congruente com Liu et al. (2009), Thakare; Kumudini e
Dinkins (2010) rotulou tais nomenclaturas como: Glyma.16G017400 LCL-1,
Glyma.03G261800 LCL-2, Glyma.19G260900 LCL-3 e Glyma.07G048500 LCL-4.
Anteriormente, Marcolino-Gomes et al. (2014), verificou que o gene LCL-4 (sendo
chamado de LCL-1 em tal pesquisa, porém o correto é LCL-4) mostrou resposta a

seca, por isto este € o foco deste estudo.

Figura 5 — Arvore filogenética agrupando genes do oscilador central do relégio circadiano de
Arabidopsis thaliana e Glycine max e indicando a semelhanca com os dois FTs MYB de Arabidopsis,
LHY e CCA1, com o gene denominado LCL (LHY/CCAL-like gene) de G. max. A previsdo da arvore
filogenética foi feita usando TreeTop (http://www.genebee.msu.ru/genebee.html).
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Fonte: Figura Adaptada (THAKARE; KUMUDINI; DINKINS, 2010).

Cabe ressaltar que os quatro ortélogos de soja, LCL-1, LCL-2, LCL-3 e LCL-4

possuem aproximadamente 48% de similaridade com os genes CCAl e LHY de
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Arabidopsis, inclusive os aminoacidos sdo compartilhados aleatoriamente entre
todos os ortélogos de soja. No entanto, os dominios MYB nos produtos dos genes
em soja CCALl/LHY-like genes sédo altamente conservados (maior que 90%) em
comparacao com os genes Arabidopsis CCAl1 e LHY. Embora os ortélogos em soja
sejam semelhantes, eles ainda séo distinguiveis por suas diferencas de sequéncias
e estas podem acarretar em diferentes funcdes e ajustes no reldgio circadiano,
atuam assim também de forma diferente na regulacdo génica, ativando/reprimindo
ou induzindo diversas isoformas pelo mecanismo de splicing alternativo, seja em
boas condi¢cbes ambientais ou em situacdes de estresses ambientais como a seca
(NAEEM et al., 2015, FILICHKIN et al., 2015).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a modulacdo circadiana do gene LHY/CCALl-like/LCL-4

(Glyma.07G048500), de soja em resposta ao déficit hidrico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Correlacionar o mecanismo de regulacdo circadiana envolvido na

resposta ao tratamento de déficit hidrico em Arabidopsis thaliana e Glycine max;

v Identificar in silico variagdes circadianas no gene LHY/CCAL-like/LCL-4
(Glyma.07G048500), na cultivar BR 16 sob tratamento de déficit hidrico;

v Validar in vivo variacbes na sequéncia do gene LHY/CCAL1-like/LCL-4
(Glyma.07G048500), ao longo do ciclo circadiano na cultivar BR 16 sob tratamento
de déficit hidrico e;

v Identificar variacbes de expressdo no gene LHY/CCALl-like/LCL-4
(Glyma.07G048500), ao longo do ciclo circadiano na cultivar BR 16 sob tratamento
de déficit hidrico.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANALISES IN SiLICO

4.1.1 Busca dos Genes LHY e CCAl1 em Soja

Para identificar o gene do oscilador central do relégio circadiano em soja
(Glycine max), inicialmente foi feita a busca pelas sequéncias dos genes LHY
(AT1G01060) e CCAl (AT2G46830) de A. thaliana no banco de dados TAIR
(https://www.arabidopsis.org/). A seguir as sequéncias FASTA foram obtidas no
NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e um Blast foi realizado no genoma referéncia
da soja Willians 82, na plataforma Phytozome

(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html).

4.1.2 Analise In Silico das Variacdes no Gene GmLHY/CCA1-like/LCL-4 em
Bibliotecas no RNASeq de Soja sob Déficit Hidrico Amostradas ao longo
do Ciclo Circadiano

Para analise in silico, foram utilizados dados de bibliotecas de RNAseq de
soja previamente obtidas pela equipe de Biotecnologia Vegetal da Embrapa Soja,
conforme descrito por Rodrigues et al. (2015). O banco de dados foi constituido por
36 bibliotecas de RNAseq realizadas com folhas de soja da cultivar BR 16,
submetidas ao tratamento de déficit hidrico e condi¢do controle, e coletadas a cada
4hs em um periodo de 24 hrs, foram obtidas as sequéncias brutas (raw data). Assim
os dados foram amostrados nos tempos 4h, 8h, 12h, 16h, 20h e 24h. Essas
bibliotecas foram sequenciadas single-end em plataforma Hi-Seq 2000, em trés
repeticdes bioldgicas (lllumina), com fragmentos de 50 pares de bases.

Depois de concatenadas as repeti¢cdes biologicas, foi realizada a verificagdo
da qualidade das sequéncias com o software FastQC v.0.11.5 (ANDREWS, 2010).
Em seguida foi realizada a trimagem (limpeza) com o software Trimmomatic v.36
(BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014) para remoc¢ao dos adaptadores, sendo
selecionados para as préoximas analises, apenas fragmentos com Phred score acima

de = 20, e de tamanho entre 36 e 45 pares de bases (1 cultivar X 6 tempos
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amostrados X 3 repeti¢cdes bioldgicas X 2 tratamentos — controle e déficit hidrico =
36).

Utilizando o programa HISAT2 v.2.1.0 (KIM; LANGMEAD; SALZBERG, 2015)
foi realizado o alinhamento das sequéncias no genoma referéncia de soja Willians
82, disponivel no Phytozome, versdo Gmax.W82.a2.v1l. Alinhamentos multiplos e
fragmentos que ndo alinharam foram removidos das andlises subsequentes.

A seguir, utilizando o sofware SAMtools v.1.5 (LI et al., 2009), foram
removidas as artefatos de PCR (duplicatas ndo-naturais). Finalmente, foi realizado o
mapeamento dos reads utilizando o software StringTie v.1.3.3 (PERTEA et al.,
2015). Este software utiliza um arquivo gff3, contendo a anotagao de todos os genes
do genoma de G. max, assim para “resgatar’ o gene LHY/CCAL1-like/LCL-4 de soja
em todas as bibliotecas foi utilizado o Glyma correspondente. Para identificar o
principal transcrito do gene GmLHY/CCA1-like/LCL-4 em BR 16 foram utilizadas as
informacgdes de posicao inicial e final dos exons no genoma.

Também foi realizada a analise de expressdo diferencial utilizando o software
GFOLD verséo 1.1.4 (FENG et al., 2012) visando identificar possiveis diferencas no
nivel de expressdo em resposta a imposi¢ao do déficit hidrico e do ciclo circadiano.

4.2 ANALISES IN VIVO

4.2.1 Obtencao do Material Vegetal

O experimento foi conduzido com plantas da cultivar BR16 que apresenta
maior sensibilidade a seca (OYA et al., 2004). As sementes foram previamente
cultivadas em vasos de turfa (Jiffy) com substrato Supersoil® (Scotts Miracle-Gro
Company, Marysville, Ohio, EUA). As plantas foram cultivadas em cémaras de
crescimento com ciclos de luz/escuro de 14h/10h, com 500 pmol m2s? de luz branca
(fornecidos por lampadas fluorescentes brancas frias), e ciclos de temperatura de
28°C/20°C durante os periodos de luz e escuro, respectivamente. Quinze dias apos
a germinacdo, quando as plantas atingiram o estadio de desenvolvimento V2 (FEHR
et al.,, 1971), a irrigacdo foi suspensa para induzir um déficit moderado de agua,
correspondendo a trés dias de retencdo de 4gua. Na condicdo controle, a umidade

foi mantida préxima a capacidade de campo, ajustando o volume de irrigacado para
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70% de umidade gravimétrica (UG) e na condi¢do de tratamento de déficit hidrico
moderado foi mantida a 30% de UG.

O experimento foi conduzido com triplicata biolégica e as coletas realizadas
ao longo de um ciclo de 24 horas, iniciando as 8h (ZT0) e com intervalos de quatro
horas entre cada coleta (12h/ZT4, 16h/ZT8, 20h/ZT12, 24h/ZT16 e 4h/ZT20). As
amostras referentes ao periodo de escuro foram coletadas com a ajuda de uma
pequena luz LED verde (PhotonLight.com). Coletou-se o primeiro trifélio de cada
planta, os quais foram imediatamente congelados em Nitrogénio liquido e
armazenadas a -80°C até o momento da extracdo de RNA total (MARCOLINO-
GOMES et al., 2014).

4.2.2 Extracao e Purificagdo de RNA Total

O RNA total foi isolado utilizando o TRIzol® Reagent da Invitrogen™ (Thermo
Fisher Scientific). O DNA gendmico contaminante no RNA total foi removido através
de tratamento com DNAse | (Turbo DNA-free - Ambion by Life Technologies, Grand
Island, NY, EUA) de acordo com as instrucbes do fabricante. A integridade das
moléculas de RNA foi analisada em gel de agarose a 1% corado com brometo de

etidio.

4.2.3 Sintese de cDNA

O RNA total obtido foi utilizado para sintese de cDNA com o kit Superscript I
First Strand Synthesis (Invitrogen/Life Technologies, Grand Island, NY, EUA) de
acordo com as recomendacfOes do fabricante. O cDNA obtido foi utilizado nas
analises de PCR convencional, sequenciamento e RTgPCR do gene LHY/CCA1-
like/LCL-4 (Glyma.07G048500).

4.2.4 Confirmagao da retencéo do intron via PCR

Para verificar a ocorréncia de eventos de splicing e/ou retencdo de introns no

gene GmLHY/CCAL1-like/LCL-4 foi realizada analise de PCR convencional nos
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cDNAs obtidos. Os iniciadores (primers) para o gene alvo foram desenhados
flanqueando regibes de exons, utilizando a sequéncia dos transcritos .1 a .6,
conforme informacéo disponivel na base de dados especifica de soja SoyKB, com
auxilio do programa Primer3Plus (<www.bioinformatics.nl/primer3plus>). As
informacbes referentes aos primers utilizados sdo apresentadas na Tabela 1 e

Figura 6.

Tabela 1 — Sequéncias Forward e Reverse dos iniciadores utilizados para PCR convencional do gene
GmLHY/CCA1-like/LCL-4, de soja. A letra “E” significa exon, os numeros correspondem a qual

posig¢édo do exon, “F” significa forward e “R” reverse.

Primer Sequéncia 5’ — 3’
LCL4-E2-F CCTCTTCATACTTCTTTTGC
LCL4-E3-F TACTTCATCAAAGGCTACTG
LCL4-E4-F AAACAAAGGGCAGAAAAC
LCL4-E5-F ACTAGAGAAGGGTGAGAAAG
LCL4-E1-R GATCTTCGTCTTTGTCATCT
LCL4-E3-R GTTGAGCTTCCGAGTATT
LCL4-E5-R TAATTGGTTAGCATCAGGT

Fonte: o préprio autor.

Figura 6 — Sequéncia do gene GmLHY/CCA1-like/LCL-4, disponivel na plataforma SoyKB presente
nos transcritos de .1 a .6. Os iniciadores (primers) para o gene alvo (representados pelas sequéncias
em negrito) foram desenhados flanqueando regides de exons, utilizando a sequéncia dos transcritos
.1 a .6, disponivel na base de dados especifica de soja SoyKB, com auxilio do programa Primer3Plus
(<www.bioinformatics.nl/primer3plus>).

ATGGACGCATACTCCTCCGGCGAAGAAGTGGTTGTTAAGACGAGAAAACCATATACAATCACTAAGCAAAGGGAACGA
TGGACAGAGGAGGAGCATAATAGGTTTCTTGAAGCTTTGAAACTACACGGGCGAGCATGGCAGCGCATAGAAGAGCAT
ATAGGAACAAAGACTGCCGTGCAAATCAGGAGTCACGCACAAAAGTTCTTTACAAAGCTGGAGAAAGAGGCCCTTGTA
AAGGGTGTTCCAATTGGAAAGGCTCTTGATATAGACATTCCCCCTCCACGGCCCAAAAGAAAACCAAACAATCCTTAT
CCTCGGAAGACCAGGATTGGTAGCGCATCATTACATAGTGGAGCAAAGGATGGAAAACTCAATTTAGTTGAATCTTCA
CATGTTAACCAAGCACTGAACTTGGAAAAAGAACCACTTCCAGAGAAACATGATTTAGATGAAGGGATAACAACTGTA
AAAGAAAATAAGGATGAGAACCGCGGAGCAGTATTTACTCTTCTCCAGGAGGTACCCTGTTCCTCTGTATCTTCAGCA
AACAAGAGTTCAATAACAATGTCAGTGCCACTGGGAAATCCATGTGCCTTCAAGGAGATTACACCTTCAGTGAAAGAG
GTAATTCCACGAGATGAAAAAACTGAATCTTTTGTCACTATTGAACTTGAAAATGGGACGTTGGAGATCAATGATAGA
AAACAGACTAATGGCACTAGTAAAGACTCCACGTTAGAGAATTCTGATGCTTTACATATGAAATTGGTCCAAAATGAG
AAAACAGATGGTCTTGATTGTGCATTAACAATAGATGGGATGCAAGGCAATCAGAATTACCCTAGACATGTTACTGTG
CACGTTGTTGACGGGAACCTTGGAACAAATACTCAAAATCCATCACAAGATATGTTGTTTCGAGACTCTATGTTTCAG
CCAATAGGAGGGGTTAATGGACAACAAAATGTTTTCACCAATTCAGCTCCATCGAACACAAGTGAAAGTCAAAATAAC
ACTGTGCGATCTTCTGTTCATCAGTCATTTCTTCCTTATCCTCCCTTCACACAACACAACCAAGACGATTGCCAATCA
TTTTTTCACATGTCTTCAACATTTTCAAATCTTATTATCTCTACCTTGATGCAAAACCCAGCAGCCCATGCTGCAGCA
AGTTTCGCTGCTACATTTTGGCCCTATGCAAATCCAGAAACTTCAGCAAATTCTCCTAGGTGCTCCCAAGGAGGTTTT
ACAAATAGACAAATTGGTTCCCCTCCAAGCGTTGCAGCTATTGCAGCTGCCACTGTAGCTGCTGCAACTGCATGGTGG

GCAGCTCATGGATTGCTTCCTTTGTGTGCTCCTCTTCATACTTCTTTTGCCTGTTCTCCTGCATCGGTGACT
GCAGTTCCATCAATGAATACGGGTGAAGCACCGGCACTGAAGGCAGAGCAAGAAAAGACTACTCTACAAAATCCTCCT
CTTCAAGATCAGATGCTGGATCCAGAATACTCGGAAGCTCAACAAGCTCAACATTCAGCTTCAAAGTCACCA
GCTGCCATTTTATCAGATTCTGAGAGTGGAGATGCCAAGTTAAATACTTCATCAAAGGCTACTGATCATGAG
ACGAACAAAACAATTCCCGAGCACCTAGATTCCARCANMAGRANGESEREANANNEEEETCACCERICETEA

ACCTGATGCTAACCAATTA
I . G GGGAGACTGGCCTTTCAGGCTCTATTCTCCAGAGAGGTGTTGCCTCAA

AGCTTTTCACCTCCTCATGCTTTGAAGAATAAGAATCAGCAAATGGACAACGCCAATAATAACAAGCAAAACATAGA

TGACAAAGACGAAGATCCTGACAGCAAGAAATGCAGTTCTAATTATGAAGCAATGCAGAAAARACCTGCCATTT
GTAGAAAATAACGAGGGACTGTTAACCATAGGGCTTGGACAAGGAAAGCTTAAGACTCGTCGAACAGGCTTTAAACCC
TACAAAAGATGTTCCATGGAGGCCAAGGAAAATAGGGTTGGAGCGAGCAACAATCAAGGTGAAGAGCAAGGTTGTAAG
AGAATACGTTTGGAAGGGGAGACTTCGACTIGA

Fonte: SoyKB.
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A reacdo de PCR foi realizada em volume final de 25uL, composta por
tampdo de reacdo 1X (Invitrogen), 0,2uM de cada iniciador Forward e Reverse,
0,4mM de dNTP’s (Invitrogen), 2mM de cloreto de magnésio (MgCl2) (Invitrogen), 1U
de TagDNA polimerase (Invitrogen) e 3uL de cDNA. As amplificacbes foram
realizadas em termociclador modelo Veriti® (Applied Biosystems, Life Technologies,
Califérnia, Estados Unidos) e a ciclagem utilizada foi composta por desnaturacao
inicial de 94°C por 5 min, seguida de 35 ciclos de 94°C por 30s, 55°C por 30s e 72°C
por 30s e finalizando com um ciclo de 72°C por 15 min. Os produtos das reacdes de
amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1% com
coloracdo por brometo de etidio (SAMBROOK; FRITCH; MANIATIS, 1989) e
visualizados em transluminador de luz utravioleta (UV) Loccus modelo L-PIX, as
imagens foram capturadas digitalmente através do software L-PIX Image EX.

4.2.5 Sequenciamento Produto de PCR

Os produtos de amplificacdo do gene LHY/CCA1-like/LCL-4, foram purificados
utilizando kit Wizard SV Gel and PCR ClenUp (Promega) de acordo com as
recomendacdes do fabricante. As reacdes de amplificacdo para o sequenciamento,
foi realizada em volume final de 20uL composta por 3uL do produto de PCR
purificado, 0,32pmol dos mesmos iniciadores utilizados na reacdo de PCR
convencional separadamente, e o master mix do kit Big Dye Terminator 3.1 Cycle
Sequencing (Thermo Fisher Scientific) seguindo as recomendac¢des do fabricante. A
ciclagem utilizada foi composta por desnaturacao inicial de 94°C por 1 min, seguida
de 30 ciclos de 94°C por 15s, 50°C por 15s e 72°C por 4 min. Apos a amplificacdo, o
produto de PCR foi purificado por precipitacdo alcoodlica e ressuspendido em 10uL
de Hi-Di Formamida (Thermo Fisher Scientific). As amostras foram entao,
desnaturadas por 5 minutos a 95° C e imediatamente resfriadas em gelo. A
separacdo dos fragmentos foi realizada em sequenciador automatico de DNA
modelo ABI 3500 (Applied Biosystems).
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4.2.6 Alinhamento das sequéncias obtidas

Foi realizado alinhamento local das sequéncias de DNA e cDNA obtidas pelo
sequenciamento e a sequéncia presente nos transcritos de .1 a .6 do gene
GmLHY/CCALl-like/LCL-4, disponivel na plataforma SoyKB, utilizando NCBI
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch&BLAST_SPEC=Db
last2seq&LINK_LOC=align2seq).

4.2.7 Analise da expressao génica via RT-gPCR

O perfil de expressédo do gene LHY/CCAL-like/LCL-4 ao longo do ciclo
circadiano nas amostras submetidas a estresse moderado (30% GH) em relacdo a
situacdo de tratamento sem estresse (70% UG), foi determinado utilizando PCR
guantitativo em tempo real (QPCR). A expressdo génica foi avaliada em trés
repeticbes biologicas independentes, cada uma avaliada em trés repeticdes
técnicas. As reacbes de qPCR foram conduzidas em termociclador Step One Plus
(Applied Biosystems) utilizando-se o kit Platihnum® SYBR® Green gPCR SuperMix-
UDG (Invitrogen), conforme as instru¢des do fabricante. Os parametros de ciclagem
para as reacfes de amplificacdo foram 50°C por 2 min e 95°C por 10 min, seguidos
de 40 ciclos de 95°C por 15 s e 60°C por 1 min. Os pares de primers utilizados para
0 gene LHY/CCAL1-like/LCL-4 foram: sequéncia F -
AGCACCTAGATTCCAACAAAACA e sequéncia R -
TCTCTAGTGCATCAGTTTCCACA. A especificidade dos produtos amplificados foi
avaliada pela andlise das curvas de dissociagdo geradas logo apos o final de cada
reacdo de quantificacdo. Na dissociacdo, os produtos de amplificacdo foram
submetidos a temperaturas de 60 a 95°C. Os valores do limiar do ciclo normalizado
(Ct) foram calculados com base na expressdao do gene enddgeno (B-actina,
Glymal5G05570 — Sequéncia F — GAGCTATGAATTGCCTGATGG e R -
CGTTTCATGAATTCCAGTAGC) previamente identificados como expresso de forma
estavel em muitos estagios de desenvolvimento e situagcbes de estresse. A
expressdo normalizada (EN) foi calculada usando a seguinte férmula: EN = 2- (AC),
onde ACt = Ct alvo - Ct normalizador.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 BUSCA DA SEQUENCIA DO GENE LHY/CCA1-like/LCL-4 EM SOJA NO PHYTOZOME

Como organismos sésseis e impossibitados de evitar condicbes ambientais
adversas, as planta desenvolveram ao longo da evolugdo mecanismos adaptativos
visando sua sobrevivéncia e reproducdo. Assim, através dos ritmos circadianos, 0s
vegetais conseguem aumentar a eficiéncia de processos fisioldgicos sincronizando o
timing desses processos com 6timas condi¢cdes ambientais, economizando energia e
otimizando seu crescimento e desenvolvimento. Em A. thaliana, planta modelo
bastante estudada, o oscilador central do reldégio circadiano € composto por varios
lagcos de feedback interligados que interagem na expressdo de dois fatores de
transcricdo MYB parcialmente redundantes, o Late Elongated Hypocotyl (LHY)
(AT2G46830) e o Circadian Clock Associated 1 (CCAl) (AT1G01060) (GARDNER et
al., 2006; HARMER, 2009). Em soja, no entanto, apds o Blast realizado com as
sequéncias dos gens LHY e CCA1l de A. thaliana (Anexos A e B), foi possivel
identificar que apenas um gene atua como oscilador central do relégio circadiano, o
gene LCL (LHY/CCA1-like) como ja postulado por Liu et al. (2009) e Thakare;
Kumudini e Dinkins (2010).

Os resultados do Blast mostraram alta similaridade (entre 66% e 90,4%) dos
genes LHY e CCAL1 de A. thaliana com alguns Glymas de soja para ambos 0s genes
(Tabelas 2 e 3).
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Tabela 2 — Resultado do Blast realizado com a sequéncia do gene CCA1 (AT2G46830) de Arabidopsis thaliana no genoma da soja. A regido destacada em

negrito € onde se encontra o gene LHY/CCAL1-like/LCL-4.

Chr Score E Identidade Glyma Anotacéo funcional
MY B-related transcription factor LHY (LHY')/
Chr19 93.3 1.9E-16 72.9-83.1% Glyma.19G260900 3 variantes  Protein CCA-1 related / Myb-like DNA-binding
domain
MY B-related transcription factor LHY
Chrl6 89.7 2.3E-15 75-92.3% Glyma.16G017400 6 variantes  (LHY)/Protein CCA-1 related / Myb-like DNA-
binding domain
MY B-related transcription factor LHY (LHY')/
Chr03 89.7 2.3E-15 75 — 88.9% Glyma.03G261800 5 variantes  Protein CCA-1 related / Myb-like DNA-binding
domain
Chrl4 878  82E-15 77.8% Glyma.14G210600 2 variantes O 1 EIN REVEILLE 1-RELATED/ Myb-like
DNA-binding domain
Chr02 878  82E-15 77.8% Glyma.02G241000 2 variantes O 1 EiN REVEILLE I-RELATED/ Myb-like
DNA-binding domain
MY B-related transcription factor LHY
Chr07 86 2.8E-14 75.4 - 90.4% Glyma.07G048500 8 variantes (LHY)/ PROTEIN CCA1-RELATED/ Myb-

like DNA-binding domain

Fonte: NCBI.
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Tabela 3 — Resultado do Blast realizado com a sequéncia do gene LHY (AT1G01060) de Arabidopsis thaliana no genoma da soja. A regiao destacada em

negrito € onde se encontra o gene LHY/CCAL1-like/LCL-4.

Chr  Score E Identidade Glyma Anotacdo funcional
MY B-related transcription factor LHY (LHY)/
Chr19  152.8 2.7E-34 70.8 — 83.6% Glyma.19G260900 3 variantes Protein CCA-1 related/ Myb-like DNA-binding
domain
MY B-related transcription factor LHY
Chr03  152.8 2.7E-34 70.6 — 83.6% Glyma.03G261800 5 variantes (LHY)/Protein CCA-1 related/ Myb-like DNA-
binding domain
MY B-related transcription factor LHY
Chrl6  102.3 43E-19  66.9%-84.4%  Glyma.16G017400 6 variantes (LHY)/Protein CCA-1 related / Myb-like DNA-
binding domain
Chrl8 987  52E-18  789-87.7%  Glyma.18G044200 - PROTEINREVEILLE 1-RELATED/ Myb-like
DNA-binding domain
Chrl3 987  52E-18  785-87.7%  Glyma.13G152300 - PROTEINREVEILLE I-RELATED/ Myb-like
DNA-binding domain
MY B-related transcription factor LHY (LHY)/
Chr7 969 E18E-17 66.5-85.9% Glyma.07G048500 8 variantes PROTEIN CCA1-RELATED/ Myb-like DNA-

binding domain

Fonte: NCBI.
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Pode-se observar que os resultados obtidos no genoma da soja se repetiram
para ambos o0s genes de A. thaliana, apontando os Glymas 19G260900,
03G261800, 16G017400, 18G044200, 13G152300 e 07G048500 como 0s mais
similares aos genes LHY e CCA1 de A. thaliana. Consistente com os dados obtidos
por Thakare; Kumudini e Dinkins (2010), ndo foi possivel diferenciar os ortdlogos
putativos de LHY e CCALl de soja, corroborando os resultados de Liu et al. (2009),
gue identificou no genoma da soja fatores de transcricdo MYB LHY/CCA1-like genes
(Glyma.07G05410, Glyma.16G01980, Glyma.03G42260 e Glyma.19G45030) e
postulou que nesta leguminosa apenas um gene, denominado LCL (LHY/CCA1-like)
atua como oscilador central do reldgio circadiano.

Considerando-se que o Glyma.07G048500 possui 0 maior numero de
variantes (8) e que o padrao de expressao deste gene foi alterado sob condi¢cbes de
DH moderado (MARCOLINO-GOMES et al., 2014), este gene foi escolhido para as
analises de possiveis splicing alternativos. Ainda, nesse mesmo trabalho, genes
responsivos a seca tais como DREB-, bZIP-, GOLS-, RAB18- e Remorin-like tiveram
seu padrdo de expressao ritmica significativamente alterado sob condi¢cées de DH
moderado, no periodo da manha, assim como o gene GmLHY/CCA1-like/LCL-4,
sugerindo que este aumento da expressdo de GmLHY/CCALl-like/LCL-4 nos
estagios iniciais de seca pode estar associado a sinalizacdo e ativacao de respostas
a seca. Especificamente, a inducdo da expressdo dos genes GmDREB1-like,
GmDREB2-like e GmDREBS3-like sob condicdo moderada de DH, foi associada ao
aumento da expressao do gene GmLHY/CCA1-like/LCL-4 no mesmo tratamento e
periodo do dia, sugerindo que este gene pode ter uma importante funcao na indugéo
de genes DREB de soja. Cabe ressaltar que, sob condi¢cdes normais de hidratacéo,
a expressao de GmLHY/CCALl-like/LCL-4 foi comparavel a de seu ortdlogo de
Arabidopsis, com 0 pico de expressdo na madrugada, fortalecendo sua atuagéo
como oscilador do relégio circadiano (MARCOLINO-GOMES et al., 2014).
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5.2 ANALISE IN SiLico DAS VARIACOES NO GENE GMLHY/CCA1l-like/LCL-4
(GLYMA.07G048500) NAS BIBLIOTECAS DE RNASEQ DE SOJA sSOB DEFICIT
Hibrico/CicLO CIRCADIANO

Considerando-se que GmLHY/CCA1-like/Glyma.07G048500 possui oito
transcritos alternativos, uma busca pelos transcritos mais abundantes foi realizada
em um banco de dados proveniente de um RNASeq realizado com a cultivar de soja
sensivel a seca, BR 16 sob condi¢cées de DH, em amostras coletadas a cada quatro
horas em um ciclo de 24hrs, objetivando-se identificar também possiveis variaces
de splicing alternativo em funcéo do ciclo circadiano.

Depois de processados os dados de sequenciamento, os resultados obtidos
nao indicaram variacao significativa no nivel de expressdo do Glyma.07G048500
nos tempos amostrados. Comparando-se as sequéncias de exons descritas no
Phytozome para os oito transcritos diferentes do Glyma.07G048500, pode-se
observar que os transcritos de .1 a .6 foram os mais abundantes nas bibliotecas de
RNAseq (Tabela 4). O tamnaho das sequéncias presentes nos transcritos de 1 a 8

estdo descritos na Tabela 5, juntamente com os tamanhos putativos dos introns.

Tabela 4 — Transcritos do Glyma.07G048500 presentes e quantidade (x) do transcrito identificados
nos tratamentos de déficit hidrico e controle, em soja convencional BR 16, sensivel a seca. Dados
obtidos a partir de bibliotecas de RNASeq de soja sob déficit hidrico, com coletas a cada 4h em um
periodo de 24hs. Controle (C), Déficit Hidrico (DH).

“Tratamento Transcrito
T ah Ta 51
Csh a6 (5x)
C12h da BT

C 16h ;
C 20h ;
C 24h ;
DH an 1a b (&
DHsh  la B(7x
DH12h  1a B ()
DH18h  1a B ()
DH 20k -

DH24h  1a B(2)

Fonte: o préprio autor.
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Tabela 5 — Transcritos do Glyma.07G048500, com detalhes da posicao inicial e final e tamanho dos
exons presentes em cada transcrito alternativos. Também estdo ilustrados os tamanhos putativos dos
introns considerando as posi¢cdes no genoma referéncia de soja, Willians 82. Dados obtidos do
Phytozome.

o . Tamanho
Posicdo  Posicdo Tamanho ]
Exons Inicial final exon (bp) intron
| (pb)*
Tra”zc_rgos 1 cbs 4103714 4105144 1430 -90
CDS 4105234 4105455 221 7167
CDS 4112622 4112683 61 -179
CDS -102
CDS 9868
CDS 4103245 4103631 386
CDS 351
CDS 4112622 4112683 61 7449
CDS 4105234 4105455 221 1741
CDS 4103714 4105144 1430 1899
CDS 4103245 4103631 386
Transcrito .8  CDS 4103714 4105015 1301 1770
CDS 4103245 4103631 386

*Tamanho putativo segundo dados do Phytozome

Fonte: o proprio autor.

Pode-se observar que os transcritos de .1 a .6 do gene Glyma.07G048500
foram identificados em ambos os tratamentos (controle e déficit hidrico), no entanto,
na condicdo controle apenas nas primeiras horas do dia (4h, 8h e 12h). No periodo
vespertino e noite o Glyma.07G048500 néo foi identificado. No tratamento sob DH, a
presenca dos transcritos de .1 a .6 foi identificada em todos os horarios, inclusive
nos periodos de 16h e 24h; apenas no horario de 20h a auséncia do
Glyma.07G048500 foi mantida. Assim como indentificado neste trabalho, Marcolino-
Gomes et al. (2014), também identificaram o pico de expressdo do
Glyma.07G048500, durante a tarde/noite/madrugada sob déficit hidrico moderado, e
na condi¢&o controle apenas na madrugada.

Estes dados também foram significativos para desenhar os primers da PCR

convencional de acordo com 0s transcritos mais abundantes.
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5.3 PCR CONVENCIONAL PARA CONFIRMAGCAO DA RETENGCAO DE INTRON

Visando identificar a existéncia de possiveis mecanismos de splicing
alternativo em razdo da imposicdo do DH e do ciclo circadiano, um PCR
convencional foi realizado. Foram analisadas reacdes de amplificacdo de nove
combinac¢des de primers para identificar retencdo de introns no gene GmLHY/CCAL1-
like/LCL-4, na cultivar BR 16, além de um par de primers que flanqueia um intron no
gene B-actina de soja como controle da qualidade do cDNA obtido (Figura 7). Em
cinco combinacgdes o produto de amplificacédo obtido tanto no DNA quanto no cDNA
apresentaram mesmo tamanho, e em trés combinacdes foi observado variacdo no
tamanho do amplicon do DNA que apresentou tamanho maior que 0 CDNA,
indicando a presenca de intron no DNA (Tabela 6, Figura 7) de aproximadamente 80
pares de bases.

A combinacdo de primers identificada como LCL4-E2-F / LCL4-E1-R, que
flanqueia os exons de 3 a 6 nas seis variantes mais comuns observadas no
alinhamento, apresentou amplicons de 600pb e 580pb para o DNA e cDNA
respectivamente. Esses produtos de amplificacdo observados foram menores que 0
fragmento de 652pb esperado através da sequéncia obtida nos bancos de dados
(Tabela 6).

Nado foram identificados produtos de amplificacdo que correspondem as
variantes 7 e 8 do gene LCL-4, indicando que essas variantes nao estao presentes
nas amostras analisadas (Figura 7).

Os resultados observados demonstram que o gene LCL-4 ndo apresenta

retencdo de introns apos o processo de transcricdo para a cultivar BR 16.
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Figura 7 — Resultado da amplificacdo dos iniciadores, na cultivar de soja BR 16, para identificar
retencdo de introns no gene GmLHY/CCA1-like/LCL-4. A linha em amarelo esta agrupando as
bandas com fragmentos de tamanhos aproximados, entre 600 e 300 pb. O marcador 1kb plus é a
base para identificar os tamanhos dos fragmentos.

/1R /R | 2F5R | 3F/IR | 3F/5R | 4F/IR | 4F/5F S5F/IR | SF/3R | B-Actina
q q q q q q q q q q
18l [213] |2(8] |218| |2|3] |2|3| |2|8| |2|3| |2|3| |2|3
[ 0 0 0 0 0 a) a) a) 0 a) "
(0ol ol 9l ol®] 9l olll 9l ol®Clollvol®C ol 9ol 9ol °of2
o Il Il g Il Il o N Il o If Il o I Io If 1o If Il o Il It o Il Il o Il Ilolz
o|lo| Zlo|o|2|ofv]2[o]|v||o|w| ||| jo|o|c|lo|lv| oo 2|v|w]|¢
I I I I IR BRI R I I R G I I R I I I I I I I I I G I I A
¥lr|le| c|lg|leg|loc|g|le| ||| ||| ||| ||| ol ||| ||| o|X
"Wl || (||| || (D DD | DD (D (D | D | DD | D (D (D | D | DD ||| D | D]

g |

Fonte: o préprio autor.

Tabela 6 — Identificacdo dos amplicons esperados e obtidos e as regides flanqueadoras dos exons do
gene GmLHY/CCA1-like/LCL-4.

Amplicon Amplicon
Primers esperado cDNA observado (pb) Regibes flanqueadas
(pb) DNA cDNA

LCL4-E2-F / LCL4-E1-R 652 600 580 Exons3,4,5e6
LCL4-E2-F / LCL4-E3-R 163 160 160 Intron entre exon 2 e 3
LCL4-E2-F / LCL4-E5-R 438 440 440 Exons3 e 4
LCL4-E3-F / LCL4-E1-R 416 500 430 Exons4,5e6
LCL4-E3-F / LCL4-E5-R 202 200 200 Exon 4
LCL4-E4-F / LCL4-E1-R 351 400 350 Exons5e 6
LCL4-E4-F / LCL4-E5-R 137 140 140 Intron entre exon 4 e 5
LCL4-E5-F / LCL4-E1-R 272 300 300 Exon 6
LCL4-E5-R / LCL4-E3-R 330 -- -- Variante 7

B-Actina 520/440 520 440 Intron B-Actina

Fonte: o proprio autor.

Para verificar se poderia haver efeito de diferengcas no gendtipo sobre a

transcricdo e possivel retencdo de introns no gene LCL-4, foram analisados o
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produto de amplificagdo de DNA e cDNA das cultivares BR 16, Willians 82, Embrapa
48 e BRS 184 com as mesmas nove combinacdes de primers (Figura 8). Nao foram
observadas diferencas entre os amplicons obtidos nas quatro cultivares, indicando

gue nédo ha efeito de gendtipo nas amostras analisadas.

Figura 8 — Combinacéo dos primers em diferentes cultivares.
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Fonte: o proprio autor.

Finalmente, para verificar o efeito combinado do DH e ciclo circadiano na
cultivar BR 16 sobre o processamento do gene LHY/CCA1-like/LCL-4
(Glyma.07G048500), foi analisado o produto de amplificagdo obtido com a cultivar
BR 16 sob DH coletadas ao longo de 24h com o set de primers LCL4-E2-F / LCL4-
E1-R, que flanqueia todos os introns da variante 6 do gene LCL-4. N&o houve

diferenca no tamanho dos amplicons observados entre as amostras que foram
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submetidas ao DH e as amostras controles em todos os tempos analisados,
indicando que as variaveis circadianas e DH ndo afetam o processamento do gene
LCL-4 na cultivar BR 16 (Figura 9). O resultado obtido foi diferente do que ocorreu
para Arabidopsis, onde se observou um padrédo de retencdo de introns quando a
planta modelo foi analisada em estresse biético e abiotico, a retencdo produziu duas
isoformas distintas dentro do mesmo intron quarto, gerando um intron longo e um
intron curto que impedem a traducdo de comprimento total da proteina CCA1l
(FILICHKIN et al., 2015), justamente mostra que acontece algo diferente do que se

esperava em soja.

Figura 9 — Amplificagdo com primers LCL4-E2-F / LCL4-E1-R das amostras da cultivar BR 16 com os
tratamentos controle (C) e déficit hidrico (S) nos seis tempos de (8, 12, 16, 20, 24 e 4h).

1Kb Plus
C8-2

8-
C12-2
S$12-2
C16-2
S16-2
C20-2
$20-2
C24-2
S$24-2

4 -

4 -
Branco

Fonte: o proprio autor.

5.4 ProbuTto DE PCR SEQUENCIADO

Apesar de néo haver diferenca de processamento no gene GmLHY/CCA1-
like/LCL-4 nas condi¢cbes avaliadas neste estudo, foi observado que o produto de
amplificagcdo encontrado com o set de primers LCL4-E2-F / LCL4-E1-R né&o
corresponde ao amplicon esperado para esse transcrito, assim, para confirmacgao
dos resultados foi realizado o sequenciamento desse amplicon e alinhamento com
sequéncia obtida in silico para identificar as diferencas.

O alinhamento das sequéncias de DNA e cDNA obtidas com a sequéncia do
transcrito .6 do gene GmLHY/CCAL1-like/LCL-4, mostrou que ndo ha presenca dos
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introns preditos in silico entre os exons 2 a 5, somente foi observado um intron de 80

bases no DNA localizado entre o exon 6 e 1 (Figura 10).

Figura 10 — Alinhamento sequéncia do transcrito .6 do gene GmLHY/CCAL-like/LCL-4 predita in silico
e as sequéncias de cDNA da cultivar BR 16 com os tratamentos controle e déficit hidrico nos seis
tempos de (8, 12, 16, 20, 24 e 4h) em relagdo a sequéncia de DNA obtida da cultivar BR 16.
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Fonte: o préprio autor.

A sequéncia do intron obtida com o sequenciamento corresponde aos
seguintes pares de bases:
TATCCCAGTTACTACTTGTAATGAAATTTTTATACAATTCTTGCATGTGTTGTTTCT
TTCTCATGCCTACTTATTTTCA. O Blast realizado tanto no NCBI quanto no
Phytozome, mostrou que essa sequéncia se alinha diretamente do gene LCL-4 no
intron predito in silico com 90pb, sendo esta sequéncia 94% idéntica a sequéncia

dos bancos de dados.
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5.5 QUANTIFICACAO DOS NIVEIS DE EXPRESSAO DO GENE GmLHY/CCA1-like/LCL-4 EM
CONDIGCOES DE DEFICIT HIDRICO AO LONGO DE 24 HORAS

Altas eficiencias de amplificacdo foram obtidas para o gene alvo
GmLHY/CCAL-like/LCL-4 e para o gene enddégeno B-Actina; respectivamente 98 e
94%.

Os resultados da quantificacdo da expressdo do gene GmLHY/CCA1-
like/LCL-4 via RT-gPCR mostraram picos de expressao para ambas as condi¢des
nos ZTs 0 e 4, correspondentes aos horarios de coleta de 8h e 12 horas, seguido de
uma baixa expressado do gene nos horarios vespertino e noturno (ZT8/16h, ZT12/20h
e ZT16/24h) e novamente uma pequena elevacao da expressao, ao amanhecer, no
ZT20/4h. No entanto, pode-se observar que o nivel de expressao foi maior para a
condigcédo controle, nos ZT 0 e 4 (Figura 11), quando comparado ao tratamento de
déficit hidrico. Este resultado difere dos dados obtidos por Marcolino e
colaboradores (2014), que identificaram maior expressdo para o tratamento de
déficit hidrico moderado (30% de UG), no entanto, corrobora os dados obtidos, por
estes mesmos pesquisadores para o tratamento de déficit hidrico severo (15%),
onde maior expressdao do gene GmLHY/CCALl-like/LCL-4 foi identificada para a
condicdo controle, sugerindo que neste experimento, as plantas de soja poderiam
estar passando da condicéo de deficiéncia hidrica moderada a severa. Esta hipotese
€ corroborada pelos baixos niveis de expressao, se comparados aos valores obtidos
por Marcolino e colaboradores (2014) que foram significativamente maiores (ZT 0 —
aproximadamente 13x e ZT 4 — aproximadamente 9x) aos identificados neste
trabalho, sugerindo que niveis maiores de expresséo poderiam ser alcangados, caso
as plantas continuassem por mais tempo (horas ou dias) sob a pressdo da
deficiéncia hidrica. Este dado sugere ainda que embora o experimento tenha sido
repetido seguindo a metodologia descrita por Marcolino e colaboradores (2014),
mudancgas de temperatura e umidade do ambiente, controle da temperatura e
umidade da camera de crescimento e ainda da conducgéo do experimento per se
podem induzir pequenas diferencas na percepcdo do estresse e na cascata de
eventos moleculares induzidos nas plantas de soja em resposta a condi¢cao de seca.
Cabe ressaltar, porém que estas mudancas ndo resultaram em alteracdes na
oscilagéo circadiana do gene, que continuou apresentando picos nos horarios inicias

do dia e diminuicdo da expressao nos horarios vespertinos, corroborando a funcéao
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biologica do gene GmLHY/CCAL-like/LCL-4 no controle do reldgio bioldgico em soja
(Liu et al., 2009).

Figura 11 — Quantificacdo da expressao do gene GmLHY/CCAL1-like/LCL-4 sob condi¢des de déficit
hidrico e controle ao longo de 24 horas, via RT-gPCR. Os dados foram coletados a cada 04 horas. As
amostras foram normalizadas utilizando o gene B-actina (Glyma.15G05570). Amplicon obtido de 114
pares de bases. Eficiencia de amplificacdo do gene normalizador de 94%.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

v Pelos resultados da analise in silico, supdem-se que em soja, a funcéo
de CCALl e LHY de Arabidopsis seja suprida pelas varias isoformas de
LCL;

v Soja x Arabidopsis ndo apresentam o mesmo padréo de retencao de
intron, tendo em vista que para o gene LHY/CCA1-like/LCL-4 néo
houve retencao de intron no cDNA,;

v Esse mesmo comportamento foi observado nas quatro cultivares de
soja utilizadas nesse estudo, demonstrando que ndo ha influéncia de

genotipo;

v Apenas um pequeno intron, de aproximadamente 80 pb, apareceu no
sequenciamento de DNA de BR 16, diferindo do esperado, de acordo
com as analises in silico nas bibliotecas de RNASeq e banco de dados

Phytozome;

v O ciclo circadiano e o déficit hidrico mostraram influéncia na expressao
do gene LHY/CCAL-like/LCL-4 no experimento de RNASeq, visto que
na condicdo controle ndo detectou-se expressdo em alguns horarios,
enquanto que no déficit hidrico, a expresséao foi detectada em todos os
horarios, com excec¢éo das 20h;

v Pelos dados de PCR em tempo real, a expressao circadiana do gene
LHY/CCAL1-like/LCL-4 nao foi alterada na condicdo de tratamento,

mostrando ser modulada apenas em funcao do ciclo circadiano.

v A presenca do pequeno intron de 80 pares de bases no DNA nao
alterou a expressado do gene LHY/CCAL-like/LCL-4 em resposta ao

déficit hidrico e a sua oscilacado circadiana ao longo do dia (24 hrs).
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ANEXO A - Sequéncia .fasta de mRNA do gene circadian clock associated 1

(CCA1) de Arabidopsis thaliana obtida no NCBI
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/NM_180129.4?report=fasta)

>NM 180129.4 Arabidopsis thaliana circadian clock associated 1 (CCAl),
TTCAGCCACTAGTATGTTGACATATGGCAGTTTCTTTTGTAGCCTCGAAATAAATAAATTAAAAAGTTTG
AGGTTAAAGATAATTATAGTGGCTGAGATTTCTCCATTTCCGTAGCTTCTGGTCTCTTTTCTTTGTTTCA
TTGATCAAAAGCAAATCACTTCTTCTTCTTCTTCTTCTCGATTTCTTACTGTTTTCTTATCCAACGAAAT
CTGGAATTAAAAATGGAATCTTTATCGAATCCAAGCTGATTTTGTTTCTTTCATTGAATCATCTCTCTAA
AGTGGAATTTTGTAAAGAGAAGATCTGAAGTTGTGTAGAGGAGCTTAGTGATGGAGACAAATTCGTCTGG
AGAAGATCTGGTTATTAAGACTCGGAAGCCATATACGATAACAAAGCAACGTGAAAGGTGGACTGAGGAA
GAACATAATAGATTCATTGAAGCTTTGAGGCTTTATGGTAGAGCATGGCAGAAGATTGAAGAACATGTAG
CAACAAAAACTGCTGTCCAGATAAGAAGTCACGCTCAGAAATTTTTCTCCAAGGTAGAGAAAGAGGCTGA
AGCTAAAGGTGTAGCTATGGGTCAAGCGCTAGACATAGCTATTCCTCCTCCACGGCCTAAGCGTAAACCA
AACAATCCTTATCCTCGAAAGACGGGAAGTGGAACGATCCTTATGTCAAAAACGGGTGTGAATGATGGAA
AAGAGTCCCTTGGATCAGAAAAAGTGTCGCATCCTGAGATGGCCAATGAAGATCGACAACAATCAAAGCC
TGAAGAGAAAACTCTGCAGGAAGACAACTGTTCAGATTGTTTCACTCATCAGTATCTCTCTGCTGCATCC
TCCATGAATAAAAGTTGTATAGAGACATCAAACGCAAGCACTTTCCGCGAGTTCTTGCCTTCACGGGAAG
AGGGAAGTCAGAATAACAGGGTAAGAAAGGAGTCAAACTCAGATTTGAATGCAAAATCTCTGGAAAACGG
TAATGAGCAAGGACCTCAGACTTATCCGATGCATATCCCTGTGCTAGTGCCATTGGGGAGCTCAATAACA
AGTTCTCTATCACATCCTCCTTCAGAGCCAGATAGTCATCCCCACACAGTTGCAGGAGATTATCAGTCGT
TTCCTAATCATATAATGTCAACCCTTTTACAAACACCGGCTCTTTATACTGCCGCAACTTTCGCCTCATC
ATTTTGGCCTCCCGATTCTAGTGGTGGCTCACCTGTTCCAGGGAACTCACCTCCGAATCTGGCTGCCATG
GCCGCAGCCACTGTTGCAGCTGCTAGTGCTTGGTGGGCTGCCAATGGATTATTACCTTTATGTGCTCCTC
TTAGTTCAGGTGGTTTCACTAGTCATCCTCCATCTACTTTTGGACCATCATGTGATGTAGAGTACACAAA
AGCAAGCACTTTACAACATGGTTCTGTGCAGAGCCGAGAGCAAGAACACTCCGAGGCATCAAAGGCTCGA
TCTTCACTGGACTCAGAGGATGTTGAAAATAAGAGTAAACCAGTTTGTCATGAGCAGCCTTCTGCAACAC
CTGAGAGTGATGCAAAGGGTTCAGATGGAGCAGGAGACAGAAAACAAGTTGACCGGTCCTCGTGTGGCTC
AAACACTCCGTCGAGTAGTGATGATGTTGAGGCGGATGCATCAGAAAGGCAAGAGGATGGCACCAATGGT
GAGGTGAAAGAAACGAATGAAGACACTAATAAACCTCAAACTTCAGAGTCCAATGCACGCCGCAGTAGAA
TCAGCTCCAATATAACCGATCCATGGAAGTCTGTGTCTGACGAGGGTCGAATTGCCTTCCAAGCTCTCTT
CTCCAGAGAGGTATTGCCGCAAAGTTTTACATATCGAGAAGAACACAGAGAGGAAGAACAACAACAACAA
GAACAAAGATATCCAATGGCACTTGATCTTAACTTCACAGCTCAGTTAACACCAGTTGATGATCAAGAGG
AGAAGAGAAACACAGGATTTCTTGGAATCGGATTAGATGCTTCAAAGCTAATGAGTAGAGGAAGAACAGG
TTTTAAACCATACAAAAGATGTTCCATGGAAGCCAAAGAAAGTAGAATCCTCAACAACAATCCTATCATT
CATGTGGAACAGAAAGATCCCAAACGGATGCGGTTGGAAACTCAAGCTTCCACATGAGACTCTATTTTCA
TCTGATCTGTTGTTTGTACTCTGTTTTTAAGTTTTCAAGACCACTGCTACATTTTCTTTTTCTTTTGAGG
CCTTTGTATTTGTTTCCTTGTCCATAGTCTTCCTGTAACATTTGACTCTGTATTATTCAACAAATCATAA
ACTGTTTAATCTTTTTTTTTCCAACCTGGAAAGAACTTCACTCAA

Fonte: NCBI.
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ANEXO B - Sequéncia .fasta de mRNA do gene Homeodomain-like superfamily

protein (LHY) de Arabidopsis thaliana obtida no NCBI
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/NM_180129.4?report=fasta)

>NM 099988.4 Arabidopsis thaliana Homeodomain-like superfamily protein
(LHY), mRNA
TTGTGGCTGAGATTGCTTCTGGCTTCTCTTCTTCTTCTTCCAGTCTTCTTCAGCCTAAAACAGTCTTCCT
TCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCAGTTATCTTCTTCCTTCTTCTCTCTGTTTTTTAAA
TTTATTTTTAGAGATTTTTTTTTGTTTTGCTTCCGATTTGATTATTTCCGGGAACGATGACTTCTCCGGG
GAGTTCCCGGTGAGATGATAAGTCAGATTGCATACTTGTCTCCTCCATGGCTACTCTCAAGGGTTTTGGC
TGCGGTGGATTCGTTTGGTTTCTCTAGAATCTAAAGAGGTTATCACAACGGCTTTGCAATTTGAAAACTT
TCATGTTTGGGGAGATCAAAGATGGTTTCTTTTTTATACTTTACTTGTTAGAGAGGATTTGAAGCAGCGA
ATAGCTGCACCGGTCCTGTTATGGATACTAATACATCTGGAGAAGAATTATTAGCTAAGGCAAGAAAGCC
ATATACAATAACAAAGCAGCGAGAGCGATGGACTGAGGATGAGCATGAGAGGTTTCTAGAAGCCTTGAGG
CTTTATGGAAGAGCTTGGCAACGAATTGAAGAACATATTGGGACAAAGACTGCTGTTCAGATCAGAAGTC
ATGCACAAAAGTTCTTCACAAAGTTGGAGAAAGAGGCTGAAGTTAAAGGCATCCCTGTTTGCCAAGCTTT
GGACATAGAAATTCCGCCTCCTCGTCCTAAACGAAAACCCAATACTCCTTATCCTCGAAAGCCTGGGAAC
AACGGTACATCTTCCTCTCAAGTATCATCAGCAAAAGATGCAAAACTTGTTTCATCGGCCTCTTCTTCAC
AGTTGAATCAGGCGTTCTTGGATTTGGAAAAAATGCCGTTCTCTGAGAAAACATCAACTGGAAAAGAAAA
TCAAGATGAGAATTGCTCGGGTGTTTCTACTGTGAACAAGTATCCCTTACCAACGAAACAGGTAAGTGGC
GACATTGAAACAAGTAAGACCTCAACTGTGGACAACGCGGTTCAAGATGTTCCCAAGAAGAACAAAGACA
AAGATGGTAACGATGGTACTACTGTGCACAGCATGCAAAACTACCCTTGGCATTTCCACGCAGATATTGT
GAACGGGAATATAGCAAAATGCCCTCAAAATCATCCCTCAGGTATGGTATCTCAAGACTTCATGTTTCAT
CCTATGAGAGAAGAAACTCACGGGCACGCAAATCTTCAAGCTACAACAGCATCTGCTACTACTACAGCTT
CTCATCAAGCGTTTCCAGCTTGTCATTCACAGGATGATTACCGTTCGTTTCTCCAGATATCATCTACTTT
CTCCAATCTTATTATGTCAACTCTCCTACAGAATCCTGCAGCTCATGCTGCAGCTACATTCGCTGCTTCG
GTCTGGCCTTATGCGAGTGTCGGGAATTCTGGTGATTCATCAACCCCAATGAGCTCTTCTCCTCCAAGTA
TAACTGCCATTGCCGCTGCTACAGTAGCTGCTGCAACTGCTTGGTGGGCTTCTCATGGACTTCTTCCTGT
ATGCGCTCCAGCTCCAATAACATGTGTTCCATTCTCAACTGTTGCAGTTCCAACTCCAGCAATGACTGAA
ATGGATACCGTTGAAAATACTCAACCGTTTGAGAAACAAAACACAGCTCTGCAAGATCAAAACTTGGCTT
CGAAATCTCCAGCTTCATCATCTGATGATTCAGATGAGACTGGAGTAACCAAGCTAAATGCCGACTCAAA
AACCAATGATGATAAAATTGAGGAGGTTGTTGTTACTGCCGCTGTGCATGACTCAAACACTGCCCAGAAG
AAAAATCTTGTGGACCGCTCATCCTGTGGCTCAAATACACCTTCAGGGAGTGACGCAGAAACTGATGCAT
TAGATAAAATGGAGAAAGATAAAGAGGATGTGAAGGAGACAGATGAGAATCAGCCAGATGTTATTGAGTT
AAATAACCGTAAGATTAAAATGAGAGACAACAACAGCAACAACAATGCAACTACTGATTCGTGGAAGGAA
GTCTCCGAAGAGGGTCGTATAGCGTTTCAGGCTCTCTTTGCAAGAGAAAGATTGCCTCAAAGCTTTTCGC
CTCCTCAAGTGGCAGAGAATGTGAATAGAAAACAAAGTGACACGTCAATGCCATTGGCTCCTAATTTCAA
AAGCCAGGATTCTTGTGCTGCAGACCAAGAAGGAGTAGTAATGATCGGTGTTGGAACATGCAAGAGTCTT
AAAACGAGACAGACAGGATTTAAGCCATACAAGAGATGTTCAATGGAAGTGAAAGAGAGCCAAGTTGGGA
ACATAAACAATCAAAGTGATGAAAAAGTCTGCAAAAGGCTTCGATTGGAAGGAGAAGCTTCTACATGACA
GACTTGGAGGTAAAAAAAAAACATCCACATTTTTATCAATATCTTTAAATCTAGTGTTAGTAGTTTGCTT
CTCCAATCTTTATGAAAGAGACTTTTAATTTTCCTTCCGAACATTTCTTTGGTCATGTCAGGTTCTGTAC
CATATTACCCCATGTCTTGTCTCTTGTCTCTGTTTGTGTATGCTACTTGTGGTCTATATGTCATCTGCTA
CTACTGTTAATTAACCATTAAGCAATGGATTTGTCTTTATTCTTCTTTTTAAAAATTGTGGATATTGATT
GATGAGATCATAAATAGTTTATAATGATAAAAGATGAACTGTACAAAA

Fonte: NCBI.
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