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RESUMO 

 

O arroz de terras altas é sensível à seca principalmente durante a fase reprodutiva, quando 

até mesmo o estresse moderado pode resultar na redução drástica de produtividade. Diante 

da seca uma variedade de genes é induzida nas plantas, desencadeando uma complexa rede 

de respostas que se estende desde a percepção e reconhecimento do sinal de estresse até a 

ativação de genes de resposta adaptativa. O objetivo desta tese foi estudar o transcriptoma 

de duas cultivares brasileiras de arroz de terras altas (Douradão e Primavera), 

constrastantes em relação à tolerância à seca, e submetidas a dois experimentos sob déficit 

hídrico em dois anos consecutivos. No primeiro ano, correspondente ao Artigo 1, foram 

sequenciados os transcritos provenientes de amostras de folhas, e no segundo ano, 

correspondente ao Artigo 2, foram sequenciados os transcritos provenientes de amostras de 

folhas e raízes, para as duas cultivares, sob condições normais e restritas de irrigação 

durante a fase reprodutiva das plantas. No Artigo 1, o sequenciamento revelou 27.618 

transcritos em Douradão, com 24.090 (87,2%) de homologia à genes de arroz e 27.221 

transcritos na cultivar Primavera, dos quais 23.663 (86,9%) apresentaram homologia aos 

genes de arroz. Douradão apresentou 493 genes diferencialmente expressos (GDEs) e 

Primavera 1.154 GDEs. No Artigo 2 foram identificados 44.978 transcritos do tecido foliar 

e 37.898 transcritos do tecido radicular, considerando o número total de transcritos de 

ambas as cultivares. Douradão apresentou 3.554 e 840 GDEs, respectivamente, no tecido 

foliar e radicular, enquanto que Primavera apresentou, 1.141 e 1.975 GDEs. Foram 

identificados vários genes atuantes em rotas metabólicas envolvidas em diferentes 

mecanismos de tolerância a seca nos tecidos foliar e radicular, como por exemplo, genes 

relacionados à sinalização celular, fatores de transcrição, proteínas protetoras funcionais da 

célula e enzimas de detoxificação celular. Um conjunto de genes expressos em ambos os 

tecidos foram validados via RT-qPCR e a maioria deles tiveram resultados similares aos 

resultados de RNA-seq. Foi realizada uma análise de ortologia envolvendo os transcritos 

não anotados em arroz contra o banco de dados de Arabidopsis thaliana, a qual revelou um 

gene relacionado ao crescimento celular de raízes na cultivar Douradão. Os 16 genes 

validados via RT-qPCR relacionados a tolerância à seca serão utilizados como marcadores 

moleculares em seleção assistida no programa de melhoramento de arroz de terras altas e 

são genes candidatos a serem utilizados na transformação de genótipos sensíveis à seca. 

Palavras-chave: Expressão diferencial de genes, Estresse hídrico, Anotação funcional, 

Cultivares brasileiras de arroz. 

 



ABSTRACT  

The upland rice is sensitive to drought especially during the reproductive phase, 

when even moderate stress can result in drastic reduction in yield. Upon the 

occurrence of the drought a variety of genes is induced in plants, triggering a 

complex network of responses that extends from the perception and recognition of 

sign of stress, through activation of adaptive response genes. The objective of this 

thesis was to study the transcriptome of two Brazilian cultivars of upland rice 

(Douradão and Primavera) contrasting in relation to drought tolerance, and subjected 

to two experiments under water deficit in two consecutive years. In the first year, 

corresponding to Article 1, the transcripts from leaf samples were sequenced by 

RNA-seq, and in the second year, corresponding to Article 2, the transcripts from leaf 

and root samples were sequenced, for both cultivars, under normal and limited 

irrigation during the reproductive phase. In Article 1, the sequencing showed in 

Douradão 27,618 transcripts, from which 24,090 (87.2 %) showed homology to rice 

genes and 27,221 transcripts in Primavera, from which 23,663 (86.9 %) showed 

homology to rice genes. Douradão had 493 diferentially expressed genes (DEGs) and 

Primavera 1,154 DGEs. In Article 2 it were identified 44,978 and 37,898 transcripts 

in leaf and root tissues, respectively. Douradão showed  3,554 and 840 diferentially 

expressed genes (DEGs), in leaf and root tissues, respectively, while Primavera 

showed 1,141 and 1,975 DEGs on those tissues, respectively.It were identified  genes 

from different metabolic routes related to distinct drought tolerance mechanisms in 

leaf and root tissues, such as cell signaling -related genes, transcription factors, 

functional protective proteins and cell cellular detoxification enzymes. A set of 

expressed genes from both tissues were validated by RT–qPCR and most of them 

were similar to the results of RNA-seq results. The rice transcripts not annotated 

were submitted to an orthology analysis in relation to the Arabidopsis thaliana 

databank, which revealed one gene related to the root cell growth Douradão. The 16 

genes validated by RT-qPCR will be used as molecular markers for marker assisted 

selection in the upland rice breeding program and are candidate genes for use in 

transformation of rice cultivars susceptible to drought. 

Keywords: Differential gene expression, Water deficit, Functional annotation, Brazilian rice 

cultivars.
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1. INTRODUÇÃO 

No Brasil o arroz (Oryza sativa L.) é um dos produtos que compõem a cesta básica e 

uma das principais fontes de caloria da população. Para uma população crescente, é 

necessário que a produtividade da cultura seja aumentada, ou que barreiras sejam 

ultrapassadas para a redução de perdas na produção, ou ainda que a cultura tenha um melhor 

desempenho sob condições adversas. No cultivo do arroz de terras altas ocorre redução de 

produtividade por estresses abióticos como seca e frio, em consequência de variações 

climáticas nas principais regiões produtoras do Brasil, como o Sul e o Centro-Oeste. Uma das 

características mais desejáveis entre as variedades adaptadas ao sistema de cultivo de terras 

altas é, portanto, a capacidade de produzir economicamente mesmo em condições de 

deficiência de água. 

O conceito de tolerância à seca é bastante amplo e, do ponto de vista da agricultura, 

está relacionado à capacidade da planta de produzir grãos mesmo sob condições de déficit 

hídrico em alguma fase do seu desenvolvimento (Levitt, 1971; Nguyen et al., 1997; Price et 

al., 2002; Blum, 2005). Essa capacidade pode ser entendida tanto como tolerância a uma seca 

moderada durante todo o seu ciclo ou, em outro extremo, como tolerância a seca severa por 

um curto período em um estádio específico de desenvolvimento. 

A planta pode ser considerada como tolerante à seca por sua capacidade de: (a) 

reduzir a perda de água para o ar e para o solo; (b) manter o turgor por um período extenso de 

déficit hídrico; (c) sobreviver à perda de turgor; (d) proteger as células contra o dano 

oxidativo causado pela contínua absorção de radiação em condições em que a abertura 

estomatal não permite a fotossíntese; (e) prevenir a esterilidade do pólen e o aborto do 

embrião durante o florescimento; (f) alocar grande parte do carbono fixado nos grãos (índice 

de colheita elevado). A identificação e o isolamento de genes associados a essas 

características são de grande importância no entendimento dessa característica e no 

desenvolvimento de variedades tolerantes à seca (Tuberosa and Salvi, 2006; Lafitte et al., 

2007). 

Esta Tese de doutorado teve como objetivo principal estudar por dois anos 

consecutivos o transcriptoma de duas cultivares brasileiras de arroz de terras altas (Douradão 

e Primavera) constrastantes em relação à tolerância à seca. No primeiro ano, correspondente 

ao Artigo 1, foram sequenciados transcritos provenientes de amostras de tecido foliar, e no 

segundo ano, correspondente ao Artigo 2, foram sequenciados transcritos provenientes de 

amostras de folhas e raízes, sendo utilizadas, em ambos experimentos, as cultivares Douradão 

(tolerante à seca) e Primavera (suscetível à seca), sob condições normais e restritas de 

irrigação durante a fase reprodutiva.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1. A ÉSPECIE Oryza sativa 

2.1.1. Taxonomia e história 

O gênero Oryza está classificado na tribo Oryzae, subfamília Oryzoideae, família 

Poaceae (Graminae). Este gênero possui duas espécies cultivadas, Oryza sativa L., cultivada 

no mundo todo, e O. glaberrima, cultivada em em alguns países da África Ocidental, e mais 

de 20 espécies silvestres, distribuídas nas regiões tropical e subtropical (Vaughan et al., 

2003). O. sativa é a espécie mais cultivada mundialmente, ocupando o segundo lugar entre os 

cereais mais produzidos. Estudos demostram que esta espécie é originária da Ásia e acredita-

se que a sua domesticação tenha ocorrido aproximadamente entre 10.000 e 9.000 anos atrás 

(Londo et al., 2006; Kawakami et al., 2007). 

O. sativa possui duas subespécies, indica e japonica. A subespeciação destas, 

segundo teoria mais aceita, é de que tenham sido originadas de dois eventos de domesticação 

distintos, ou seja, de duas populações diferentes da espécie silvestre Oryza rufipogon (Hu et 

al., 2006; Londo et al., 2006; Kawakami et al., 2007). A estimativa do tempo de divergência 

entre as duas subespécies é de aproximadamente 440 mil anos, segundo Ma and Bennetzen 

(2004). 

Devido aos processos de domesticação as duas subespécies apresentam, em geral, 

características morfológicas distintas, grande divergência genética e um isolamento parcial 

em termos de reprodução sexuada. A subespécie indica é predominantemente tropical, ao 

contrário da subespécie japonica que apresenta variedades tropicais e temperadas, e é 

cultivada no Leste Asiático, América do Norte, América Latina, Norte da África e Europa. 

Sua produção corresponde a 20% do total de arroz produzido no mundo (Mackill, 1995). 

No Brasil, arroz é cultivado em dois tipos de sistemas, o de várzeas, irrigado por 

inundação controlada, e o de terras altas, também conhecido por sequeiro, com ou sem 

irrigação por aspersão (Guimarães et al., 2006). Considera-se que a maioria das variedades de 

terras altas é da subespécie japonica tropical e as variedades irrigadas são do tipo indica 

(Khush, 1997). Estima-se que, no mundo todo, aproximadamente 55% da área plantada de 

arroz sejam irrigadas (Khush, 1997). 

 

2.1.2. Importância 

O arroz (Oryza sativa) é a base da dieta e principal fonte de proteínas e carboidratos 

para mais de metade da população mundial, e sua importância relativa é mais evidenciada em 

países pobres e em desenvolvimento (Lee et al., 2011). Os principais centro de consumo 

deste cereal são Ásia e Oceania, onde vivem 70% da população total dos países em 
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desenvolvimento e cerca de dois terços da população subnutrida mundial. Em países mais 

pobres da Ásia, como Bangladesh e Vietnã, o consumo de arroz é de 150 a 200 kg per capita 

anual (Maclean et al., 2002). No Brasil o consumo de grãos per capita durante 2009 foi de 

34,6 kg segundo dados da FAO, perfazendo 6,7g per capita diários. 

Além da sua importância nutricional o arroz apresenta um grande destaque para a 

economia em todo o Planeta. A produção anual mundial do arroz é cerca de 697 milhões de 

toneladas (Instituto Internacional de Pesquisa do Arroz – IRRI 2014), sendo que mais de 204 

milhões toneladas foram produzidos na China e aproximadamente 151 milhões toneladas de 

grãos foram produzidos na Índia. O Brasil é o país com maior consumo de arroz fora do 

continente asiático, em torno de 12 milhões de toneladas anuais em casca, o que equivale a 8 

milhões de toneladas de arroz beneficiado (CONAB, 2014). A área cultivada com arroz no 

Brasil é de 2,4 milhões de hectares, sendo 1,3 milhão de hectares no sistema de cultivo 

irrigado, ou seja, 55,8% do total da área cultivada. A área plantada com arroz de terras altas 

está concentrada na região Centro-Oeste (Mato Grosso e Goiás); Nordeste (Piauí e 

Maranhão) e Norte (Pará e Rondônia) (MAPA, 2013). A média nacional de produtividade do 

arroz irrigado na safra 2012/2013 foi de 6,9 ton/ha, enquanto que a produtividade média do 

arroz de terras altas foi de 2,4 ton/ha (CONAB, 2014). O estado do Rio Grande do Sul se 

destaca como o maior produtor de arroz do Brasil, com 7,6 milhões de toneladas anuais de 

arroz em casca. 

 

2.2. GENÔMICA DO ARROZ 

O arroz é considerado planta modelo para os cereais por apresentar o genoma 

relativamente pequeno quando comparado a outras gramíneas, além de possuir grande 

colinearidade em relação às outras gramíneas, isto é, conservação de genes e de blocos 

ordenados de genes nos cromossomos (Moore et al., 1995; Devos and Gale, 1997; Gale and 

Devos, 1998). Adicionalmente essa espécie possui uma vasta coleção de germoplasma 

(Paterson et al., 2005; Xu et al., 2005), o que é uma fonte de variabilidade genética 

interessante para estudos de genômica e para o melhoramento genético da cultura. 

Em 2002 foram publicados dois trabalhos independentes do sequenciamento do 

genoma do arroz: um grupo de pesquisa na China (BGI – Beijing Genomics Institute) 

sequenciou a cultivar da subespécie indica 93-11 (Yu et al., 2002), e um consórcio 

internacional sequenciou o genoma da cultivar da subespécie japônica Nipponbare (Goff et 

al., 2002). Esse consórcio, denominado IRGSP (International Rice Genome Sequencing 

Project) tem atualizado frequentemente as informações de sequências no seu banco de dados 

por meio do portal RGAP (Rice Genome Annotation Project; 
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http://rice.plantbiology.msu.edu/index.shtml). De acordo com os dados mais recentes, o 

tamanho do genoma do arroz é de aproximadamente 370 Mpb, possuindo um total de 55.986 

locos com função predita, incluindo 39.045 locos de não-ETs (elementos transponíveis) 

codificando 49.066 modelos gênicos, e 16.941 locos de ETs codificando 17.272 modelos 

gênicos (Kawahara et al., 2013). 

O sequenciamento do genoma do arroz revolucionou os estudos genéticos e 

moleculares da espécie, tornando públicas informações que passaram a ser utilizadas para o 

desenvolvimento de marcadores moleculares capazes de amostrar virtualmente qualquer 

região do genoma, predição da função de sequências regulatórias e/ou genes e dos 

polipeptídeos por eles codificados, localização de marcas moleculares nos mapas genéticos e 

físicos, entre outras (Tyagi et al., 2004). A análise genômica do arroz tem sido beneficiada 

com o desenvolvimento de uma série de ferramentas públicas e interativas para a procura de 

genes, como o BLAST, também disponível RGAP 

(http://rice.plantbiology.msu.edu/analyses_search_blast.shtml), posicionamento de transcritos 

em rotas metabólicas, disponível no KEGG (http://www.genome.jp/kegg/) e 

Gramene/RiceCyc (http://pathway.gramene.org/RICE/class-tree?object=Pathways), 

monitoramento da expressão gênica, disponível no RiceXPro 

(http://ricexpro.dna.affrc.go.jp/), interações proteína-proteína, disponível no PRIN 

(http://www.bis.zju.edu.ch/prin), predição da função gênica, disponível no RiceNet 

(http://www.functionalnet.org/ricenet/about.html), dentre outras. Essas ferramentas, 

utilizadas em conjunto, permitem a integração in silico dos dados obtidos em experimentos 

de fenotipagem, o que aumenta a chance de serem encontrados os genes que de fato estão 

envolvidos na expressão de determinado caráter de interesse. 

Os dados de sequenciamento tem gerado o desenvolvimento de uma série de 

ferramentas úteis para os programas de melhoramento genético do arroz. Vários estudos de 

genômica funcional em arroz têm utilizado diferentes metodologias, como macro e 

microarranjos (Kawasaki et al., 2001; Rabbani et al., 2003), RT-qPCR (real time quantitative 

polymerase chain reaction), SAGE (análise serial de expressão gênica), MPSS (massive 

parallel signature sequencing) (Nobuta et al., 2007), e, mais recentemente, RNA-seq 

(sequenciamento de transcriptoma em larga escala). Porém, o grande desafio da genômica 

funcional está em identificar e determinar a atividade de todos os elementos funcionais do 

genoma do arroz. Para que ocorra o sucesso da pesquisa neste campo é fundamental uma 

grande disponibilidade de informação detalhada de dados de transcriptoma em arroz (Zhang 

et al., 2012). 

http://rice.plantbiology.msu.edu/index.shtml
http://rice.plantbiology.msu.edu/analyses_search_blast.shtml
http://www.genome.jp/kegg/
http://pathway.gramene.org/RICE/class-tree?object=Pathways
http://ricexpro.dna.affrc.go.jp/
http://www.bis.zju.edu.ch/prin
http://www.functionalnet.org/ricenet/about.html
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Muitos genes identificados têm sido utilizados no melhoramento de plantas para 

melhorar a estrututura das plantas e aumentar a produção de grãos de arroz (Li et al., 2003, 

Ashikari et al. 2005; Song et al., 2007; Xu et al. 2008; Shomura et al., 2008; Huang et al., 

2009) e na resistência à doenças como descrito por Zhang (2007). Embora centenas de genes 

envolvidos na resposta ao déficit hídrico já tenham sido identificados em arroz, (Ito et al., 

2006; Xiao et al., 2007), a função de muitos desses genes ainda não foi validada (Wang et al., 

2011). 

Até o momento, quatro classes de genes foram relacionadas ao aumento da tolerância 

à seca: a) Genes que codificam para proteínas funcionais, como por exemplo proteínas que 

produzem diretamente osmólitos, como poliaminas e trehalose (Capell et al., 2004), proteínas 

protetoras, como “late embryogenesis abundant proteins” – LEA (Chandra et al., 2004) e 

outras, como as envolvidas na biossíntese de Ácido Abcísico (ABA); b) Genes que codificam 

fatores de transcrição, incluindo os membros da família AP2/ERF, proteínas bZip (basic 

leucine zipper), e fatores MYB/MYC (Hadiartho and Tran 2011); c) Genes que codificam 

fatores de sinalização, como os codificadores de proteínas kinases (Umezawa et al., 2004).  

Uma quarta classe geral de genes foi explorada, os quais codificam proteínas 

envolvidas na percepção do conteúdo de água presente. A superexpressão de um destes genes 

(AtHK1) em Arabidopsis resultou em aumento da tolerância à seca, sem efeitos deletérios no 

crescimento de planta ou órgãos reprodutivos (Wohlbach et al., 2008). Em arroz, Pareek et al. 

(2006) caracterizaram a cadeia de sinalização por fosfotransferência da via histidina-

aspartato, na qual pertence a histidina kinase AtHK1. Foram identificados 14 genes 

codificando para 22 histidina kinases, cinco genes para fosfotransferência codificando sete 

proteínas, e 32 genes reguladores de resposta codificando para 44 proteínas (as diferenças 

entre o número de genes e proteínas são assumidas como resultantes do splicing alternativo). 

  

 

2.3. ARROZ DE TERRAS ALTAS E A DEFICIÊNCIA HÍDRICA 

Adaptado a solos com altos teores de óxidos de ferro e alumínio, como ocorre na 

Região do Cerrado, o arroz de terras altas passou a ser uma alternativa importante na abertura 

de novas áreas de cultivo não favoráveis a culturas como o milho e a soja, por exemplo. Os 

avanços tecnológicos aliados ao lançamento de cultivares com melhor resposta aos insumos 

utilizados levaram a recordes de produção e produtividade para o arroz de terras altas a partir 

do final da década de 1990, particularmente no estado do Mato Grosso (Pereira et al., 1999). 

Entretanto, o arroz cultivado em sequeiro pode ter sua produtividade afetada por fatores 

climáticos, especialmente a falta de água, pois esta depende diretamente da precipitação 
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pluviométrica natural, que pode ocorrer de forma irregular (Gomes, 1997). No Brasil grande 

parte das lavouras de arroz de sequeiro está localizada na região dos Cerrados, onde é comum 

a ocorrência de estiagens de duas a três semanas durante a estação chuvosa. Esses episódios 

de seca podem afetar a produtividade, e consequentemente, resultar em perdas econômicas 

importantes (Taiz and Zeiger, 2004). 

Durante todo o ciclo, a cultura do arroz de terras altas necessita de 600 a 700 mm de 

água (Stone and Moreira, 2005), exibindo variações quanto à sua exigência nas diferentes 

fases fenológicas, quais sejam, 30% na fase vegetativa, 55% na fase reprodutiva e 15% na 

fase de maturação (Ferraz, 1987). 

A diminuição da disponibilidade de água no solo leva ao déficit hídrico, 

desencadeando nas plantas uma série de respostas fisiológicas e bioquímicas que estão sob o 

controle de diversos mecanismos genéticos. Segundo Taiz and Zeiger (1991), as primeiras 

respostas de plantas ao déficit hídrico consistem no decréscimo da produção da área foliar, 

fechamento dos estômatos, aceleração da senescência e abscisão das folhas. A área foliar das 

plantas é reduzida sob deficiência hídrica intensa, e com isso o equilíbrio entre a produção de 

fotoassimilados e a demanda para o desenvolvimento dos órgãos reprodutivos é severamente 

afetada, resultando na redução da produtividade (Gerik et al., 1996). Quando a planta se 

encontra em situação de déficit hídrico, o fechamento dos estômatos é acionado para prevenir 

a perda de água por transpiração (Taiz and Zeiger, 2004). 

A cultura do arroz sob condições de déficit hídrico durante as fases vegetativa e 

reprodutiva promovem a redução na produção de matéria seca, teores de nutrientes da parte 

aérea e na extração de nutrientes até o florescimento (Crusciol et al., 2003), reduzindo o 

perfilhamento, ou seja, diminuindo o número de colmos (Fornasieri Filho and Fornasieri, 

1993). Segundo Jalaluddin and Price (1994), as plantas de arroz quando submetidas à 

deficiência hídrica, acabam exibindo diferenças na eficiência do uso da água, no mecanismo 

de abertura estomática e na produção de fitomassa. 

 

2.4. TOLERÂNCIA AO DÉFICIT HÍDRICO 

As plantas podem utilizar mecanismos fisiológicos, bioquímicos e/ou anatômicos para 

minimizar o efeito do déficit hídrico ou para recuperar-se rapidamente deste mesmo efeito 

(Lilley et al., 1996; Price et al., 1997; Price et al., 2002; Bennett, 2003). A tolerância à seca 

está relacionada à capacidade da planta de produzir grãos mesmo sob condições de déficit 

hídrico em alguma fase do seu desenvolvimento (Levitt, 1972; Nguyen et al., 1997; Price et 

al., 2002; Blum, 2005). Um limite máximo de déficit hídrico deve ser experimentalmente 

estabelecido para que se determine o potencial de produção economicamente viável para cada 
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cultura. Em outras palavras, a submissão da cultura a estresse acima desse limite ultrapassará 

as suas condições biológicas de produzir suficientemente para tornar-se econômica. Pode-se 

dizer então que não existe resistência total à seca, pois a água é essencial para a planta 

sobreviver. O termo “tolerância” é, portanto, o mais adequado para definir a eficiência no uso 

da água. A seleção de genótipos de arroz adaptados ao sistema de cultivo de sequeiro 

confunde-se, pela natureza do modo de produção, com a seleção de acessos adaptados à 

condição de déficit hídrico. A tolerância à seca é uma característica das plantas que são 

capazes de resistir melhor à menor disponibilidade hídrica, por exibirem maior capacidade de 

obtenção da água, ou maior eficiência no uso da água disponível (Taiz and Zeiger, 2004). 

O estresse por déficit hídrico implica em importante alteração na expressão gênica, 

iniciada pela percepção do sinal primário (mudança no turgor celular), seguida pela 

transdução do sinal mediada por mensageiros secundários (principalmente Ca
2+

) podendo ser 

regulada pela via ABA dependente e/ou independente (Khurana et al., 2008). A regulação da 

transcrição durante o déficit hídrico envolve a participação de importantes fatores 

regulatórios como os elementos-cis ABRE (ABA-responsive element) e DRE (dehydration-

responsive element) via ABA-independente (Khurana et al., 2008), além de fatores de 

transcrição induzíveis por estresse como os genes NAC que regulam a resposta contra a 

desidratação (Trans et al., 2004). DREBs (dehydration responsive element binding) são 

fatores de transcrição importantes que regulam a expressão de muitos genes estresse-

induzidos, normalmente de modo ABA independente e desempenham uma função crítica em 

melhorar a tolerância a estresses abióticos pela interação com DRE/CRT cis-elements 

presente na região promotora de vários genes responsivos a esses estresses (Lata and Prasad, 

2011). 

A adaptação das plantas ao estresse envolve a manutenção da homeostase celular, 

detoxificação de compostos nocivos e alterações no crescimento. Estes mecanismos são 

ativados em função do tempo de duração e da intensidade do estresse e processam-se nos 

variados níveis de complexidade: morfologicamente, através da redução da área foliar e do 

aumento do sistema radicular (volume e/ou profundidade); fisiologicamente, por meio de 

estratégias como o fechamento estomático, o ajuste osmótico, maior eficiência no uso da 

água (EUA), ativação do sistema antioxidante, absorção e fixação noturna de CO2 (no caso de 

plantas que possuem CAM, Crassulacean Acid Metabolism); e, molecularmente, pela 

expressão diferencial de genes, tais como as proteínas LEA (Late Embryogenesis Abundant) 

e enzimas antioxidantes (função protetora), proteínas canal de água (aquaporinas) e de síntese 

de osmólitos compatíveis (controle do balanço hídrico na célula) e enzimas de síntese de 
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componentes da parede celular (extensibilidade da parede e crescimento celular), entre outros 

(Hopkins, 1999; Taiz and Zeiger, 2004). 

Quan et al. (2010) identificaram um aumento na tolerância à seca em arroz após a 

superexpressão do gene TSRF1, um fator de transcrição cuja proteína se liga ao box GCC de 

genes relacionados à patogênese, originalmente identificado em tabaco. Nesse estudo, o 

TSRF1 ativou a expressão do gene SDR, putativamente relacionado com a síntese de ABA, 

além de aumentar a expressão dos genes da síntese de MYB, MYC e prolina, além de genes 

relacionados à fotossíntese, provavelmente devido à ligação a elementos responsivos à 

desidratação e boxes GCC em promotores de genes-alvo. A superexpressão de outro fator de 

transcrição, o OsDREB2A, também foi capaz de aumentar a tolerância à seca em arroz (Cui et 

al., 2011). 

Eventos de transformação aumentaram a tolerância a estresse de seca em arroz 

utilizando o gene LEA (Xiao et al., 2007), e os fatores de transcrição NAC (Zheng et al., 

2009), OsWRKY1 (WU et al., 2009) e ZFP252 (Xu et al., 2008). A superexpressão desses e 

dos outros de genes descritos acima aumentou a tolerância à seca, mas produziram efeitos 

negativos no crescimento e/ou produção, quando comparadas as plantas transgênicas e os 

controles não transgênicos (Ito et al., 2006). Os efeitos deletérios podem ter sido resultantes 

da expressão constitutiva das proteínas funcionais, fatores de transcrição e/ou fatores de 

sinalização. 

O conhecimento dos mecanismos moleculares envolvidos na resposta ao déficit 

hídrico permite a identificação dos genes expressos nessas condições e a manipulação dessas 

informações para a obtenção de cultivares mais tolerantes à seca. Adicionalmente, as 

respostas genéticas que ocorrem nas células em resposta ao déficit hídrico se refletem em 

mudanças em alguns aspectos fisiológicos da planta, os quais também precisam ser 

entendidos. Particularmente para cultivares comerciais, somente a sobrevivência da planta 

sob um período de seca não é o suficiente, pois as mesmas precisam manter níveis desejáveis 

de produtividade ao final do ciclo (Fukai and Cooper, 1995). De acordo com Nguyen et al. 

(1997) os mecanismos fisiológicos de tolerância à seca estão relacionados ao uso moderado 

da água através da redução da área foliar e controle da perda de água pelas folhas, e 

habilidade das raízes em explorar camadas mais profundas do solo. 

O conhecimento de todos os fatores envolvidos na tolerância à seca e das respostas 

das plantas ao estresse fornece as informações que servem de base para a obtenção de 

cultivares tolerantes. A identificação dos genes envolvidos na resposta ao déficit hídrico em 

espécies modelo como Arabidopsis thaliana e Oryza sativa permite que eles sejam isolados e 
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introduzidos em outras espécies através de técnicas de transformação genética (Edmeades et 

al., 2004). 

 

2.5. SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERAÇÃO (NGS) 

As novas tecnologias de sequenciamento, denominadas de sequenciamento de nova 

geração ou sequenciamento em larga escala, começaram a ser comercializadas em 2005 e 

estão evoluindo rapidamente. Todas essas tecnologias promovem o sequenciamento de DNA 

em plataformas capazes de gerar informação sobre milhões de pares de bases em uma única 

corrida. Estas tecnologias diferem principalmente quanto ao mecanismo químico empregado 

no processo, ao volume de dados gerados e a precisão na detecção de bases nitrogenadas 

(Maclean et al., 2009). 

A Roche foi a primeira empresa a lançar no mercado, em 2005, uma tecnologia de 

sequenciamento de DNA em larga escala (equipamento 454 GS20), baseada na tecnologia de 

pirosequenciamento. No início de 2007 a empresa Illumina disponibilizou sua primeira 

plataforma (Solexa GA). Posteriormente foram lançadas as plataformas SOLiD (Applied 

Biosystems) e Heliscope (Helicos). Desde então essas empresas tem voltado suas pesquisas 

no aprimoramento de suas tecnologias, levando a uma contínua atualização de plataformas 

capazes de gerar um volume de dados cada vez maior, com maior precisão na detecção de 

bases e/ou tamanhos de reads maiores. 

 

2.6. RNA-seq 

O transcriptoma pode ser definido como sendo o conjunto completo de transcritos em 

uma célula, e suas quantidades, em um estágio específico do desenvolvimento ou condição 

fisiológica, incluem portanto, RNA codificante (mRNA) e não codificante (rRNA, tRNA, 

RNA estrutural, RNA regulatório, e outros tipos de RNAs) (Wang et al., 2009). Diversos 

trabalhos já foram realizados com o objetivo de entender os mecanismos envolvidos no 

processo de transcrição nas células (Seshasayee et al., 2006), uma vez que a alteração nos 

níveis de expressão está diretamente relacionada à modificações na fisiologia, metabolismo e 

consequentemente ao processo de adaptação celular (Van Vliet, 2010). 

Até recentemente técnica de microarranjos de DNA era mais utilizada para a 

determinação de um amplo padrão de expressão gênica (Hinton et al., 2004). Entretanto, 

algumas limitações metodológicas foram identificadas  (Bloom et al., 2009), como por 

exemplo a especificidade do arranjo para cada tratamento, a saturação do fundo (background) 

e a qualidade e densidade variáveis dos spots; fatores que têm dificultado a análise 

comparativa entre experimentos e, geralmente, levado a necessidade de desenvolver métodos 
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normalizadores complexos (Hinton et al., 2004). O sequenciamento de transcriptoma surgiu 

como uma alternativa eficiente para solucionar esses problemas, além de possibilitar a análise 

e interpretação dos dados de sequenciamento sem a necessidade de ter uma sequência 

genômica de referência previamente descrita. 

O sequenciamento do transcriptoma por técnicas convencionais (sequenciamento por 

‘Sanger’) pode também ser realizado. Todavia, este tipo de análise é muito dispendiosa e, por 

vezes, inviável ecomicamente devido ao grande número de sequências a serem geradas. 

Somente após o surgimento do NGS e o desenvolvimento de protocolos específicos aplicados 

na análise e sequenciamento de cDNA em larga escala, que a tecnologia de RNA-seq tornou-

se possível. A metodologia de RNA-seq pois possui alta sensibilidade e pode ser utilizada 

para caracterizar o transcriptoma de um organismo (Pinto et al., 2011). Essa metodologia tem 

se mostrado útil para descobrir novas transcrições, identificações de mutações, deleções e 

inserções, splicings alternativos e também oferece uma cobertura elevada. Uma das suas 

grandes vantagens é a ausência quase total de ruídos e a capacidade de detectar um número 

elevado de cópias de mRNA por célula (Xu et al., 2012). 

A metodologia de RNA-seq pode ser descrita, de uma forma simplificada, pelas 

seguintes etapas: uma quantidade de RNA é convertida em uma biblioteca contendo 

fragmentos de cDNA; em seguida estes fragmentos recebem adaptadores (bases de DNA) e 

passam pelo sequenciamento, gerando uma sequência curta (na ordem de 30 a 400 pares de 

base); essas leituras são alinhadas a um genoma de referência (ou outro transcriptoma) ou até 

mesmo remontadas sem um genoma de referência a fim de criar um mapa em escala 

genômica que é composto pela estrutura transcricional ou o nível de expressão de cada gene 

individualmente (Wang et al., 2009). 

Vários estudos têm demonstrado que dados de RNA-seq representam de maneira 

fidedigna as complexas redes integradas da biologia celular vegetal (Bleeker et al., 2011; Xu 

et al., 2012). Progressos significativos têm sido alcançados com esta tecnologia para o 

entendimento da expressão gênica em arroz , como os relacionados ao desenvolvimento do 

embrião (Xu et al., 2012; Gao et al., 2013) e a respostas a estresse biótico (Kawahara et al., 

2012).  
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. OBJETIVO GERAL 

 Avaliar a expressão dos genes relacionados à resposta ao déficit hídrico em duas 

cultivares brasileiras de arroz de terras altas. 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Realizar experimento de déficit hídrico com as cultivares Douradão, tolerante à seca, 

e Primavera, sensível à seca, em condições normais de irrigação e submetidas ao 

déficit hídrico; 

 Isolar o RNA total de folhas e raízes de plantas de arroz das duas cultivares 

submetidas aos diferentes tratamentos; 

 Obter sequências do transcriptoma de plantas de arroz via técnica de RNA-seq; 

 Identificar os genes diferencialmente expressos entre o tratamento de déficit hídrico e 

tratamento-controle (condíções normais de irrigação), entre os genótipos Douradão e 

Primavera, e entre o tecido foliar e radicular; 

 Proceder a anotação dos genes diferencialmente expressos utilizando como referência 

os bancos de dados de sequência públicos de arroz; 

 Anotar com base no genoma de Arabidopsis thaliana genes não anotados no genoma 

de arroz (análise de homologia). 

 Validar o nível de expressão gênica de alguns transcritos identificados via RNA-seq 

por meio da metodologia de RT-qPCR. 
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4.1. ABSTRACT 

Drought stress, particularly during the reproductive stage, contributes to serious yield loss in 

tropical upland rice (O. sativa). Gene expression induced in response to drought stress of two 

constrasting Brazilian upland cultivars, the drought-tolerant Douradão and the drought-

sensitive Primavera, was analyzed in the present study. Transcriptome analysis by RNA-seq 

identified 27,618 transcripts in the Douradão cultivar, with 24,090 (87.2%) homologous to 

the rice database. Of the 27,221 transcripts identified in the Primavera cultivar, 23,663 

(86.9%) showed homology to the rice database. Gene-expression analysis between the 

control and water-deficient treatment revealed 493 differentially expressed genes in 

Douradão and 1,154 differentially expressed genes in the Primavera cultivar. Genes 

exclusively expressed under drought were identified for Douradão, including two genes of 

particular interest coding for the protein peroxidase precursor, which is involved in three 

distinct metabolic pathways: methane metabolism, phenylalanine metabolism and 

phenylpropanoid biosynthesis. When the genes that were differentially expressed between the 

two drought-exposed cultivars were compared, 2,314 genes were differentially expressed. 

Most of the genes identified in Douradão activate metabolic pathways responsible for 

production of secondary metabolites and genes coding for enzymatically active signaling 

receptors, such as protein kinases. Quantitative PCR validation showed that most of the gene 

expression was in agreement with computational prediction of these transcripts. The 

transcripts identified in this study will define molecular markers in order to identify Cis-

acting elements to search for allelic variants of these genes through analysis of polymorphic 

SNPs in genebank accessions of upland rice, aiming at the development of cultivars with the 

best combination of these alleles, and which will result in materials with high yield potential 

in the event of drought in the reproductive phase.  
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4.2. INTRODUCTION 

The future of global agriculture will encounter great challenges in relation to global 

warming, water shortages, demographic growth and degradation of the environment in 

addition to a projected increase in agricultural demand of 70% by 2050 to keep up with the 

growth of the world’s population (Godfray et al., 2010). Rice (Oryza sativa L.) is part of this 

scenario because it is the most highly consumed cereal grain around the world (Huang et al., 

2010). Technical advancements brought about by genomics may result in an increase in rice 

productivity, even under suboptimal crop conditions, such as the occurrence of drought 

periods. The area cultivated with rice is estimated to be approximately 164 million hectares, 

with production of 722 million tons per year, and 75% of this area is in floodplain systems 

(FAO, 2013). With a reduction in crop water availability due to the cost of electrical energy 

or due to competition for human consumption, dry-land cultivation systems may constitute a 

viable alternative. In Brazil, although upland rice fields represent 55% of the total cultivated 

area, their production barely represents 25% of total Brazilian production (Santos and 

Rabello, 2008). 

Rice is sensitive to drought conditions mainly during its reproductive phase, when 

even moderate stress can drastically reduce yield (Hsiao, 1982). As a result of drought stress, 

a number of genes are expressed in these plants, triggering a complex network of responses, 

including the perception and recognition of stress signals, the activation of adaptive programs 

and even the activation of genes involved in the downstream response (Boudsocq and 

Laurière, 2005). The products of stress-induced genes can be classified in two groups, one 

comprising genes that directly protect the plant against the environmental stressor, such as the 

biosynthesis of various osmoprotectants, proteins abundant during late embryogenesis, 

chaperones and detoxification enzymes; and a second group comprised of genes regulating 

gene expression and signal transduction in response to stress, including transcription factors, 

protein kinases and proteins involved in phosphoinositide metabolism (Seki et al., 2003; Cha-

um et al., 2012; Ding et al., 2013). Among the noteworthy mechanisms for physiological 

responses are the relative reduction in water content, pigment degradation, decrease in 

stomatal conductance, reduction of internal CO2 concentration, activation of respiration and 

reduction in net photosynthesis rate and cellular growth (Chaves and Oliveira, 2004; Reddy et 

al., 2004; Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki, 2007; Cattivelli et al., 2008). 

Since tolerance to drought stress is multigenic and quantitative in nature (Collins et 

al., 2008), understanding the key molecular mechanisms for advanced selective breeding 

purposes is a massive challenge. Plant responses to drought consist of morphological, 

physiological and biochemical changes that decrease plant exposure to stress and/or limit 
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damage and facilitate recovery of impaired systems (Potters et al., 2007). Understanding 

abiotic stress responses in plants is difficult due to the complexity, interrelationship, and 

variability of mechanisms and molecules involved. However, it is important to understand the 

mechanisms by which tolerant cultivars respond to stress in order to select genes that might 

be useful to rice breeding programs (Recchia et al., 2013). 

Gene-expression analysis in rice exposed to drought-stress conditions has been 

extensively studied using diverse technologies, such as DNA microarrays (Schena et al., 

1995) and RNA-seq, based on the massive sequencing of cDNA using next-generation 

sequencing technology (Nagalakshmi et al., 2008). Studies emphasizing the transcriptome of 

Oryza sativa increase the possibilities of discovery and exploration of novel genes and 

expand opportunities for detailing previously described genes that may be the target of more 

specific functional analyses, thus effectively contributing to increase plant tolerance to 

drought-induced stress. While hundreds of genes involved in the drought-stress response have 

been identified in rice, many of which are well characterized (Ito et al., 2006; Xiao et al., 

2007), the function of many genes remains unknown (Wang et al., 2011). A considerable 

portion of these studies is focused on the identification of genes upregulated during drought, 

comparing the gene-expression profiles of drought-tolerant and drought-sensitive cultivars 

under normal irrigation conditions vs. water-deficient conditions (Zheng et al., 2004; Wang et 

al., 2011).  

Rabbani et al. (2003) identified 75 differentially expressed genes in the subspecies 

japonica in drought conditions using microarray technology. Similarly, Moumeni et al. 

(2011) compared genes that were differentially expressed under water-deficient conditions in 

roots of isogenic lines of the subspecies indica with different drought-tolerance profiles and 

identified genes involved in the production of secondary metabolites, amino acid metabolism, 

stimuli response, defense response, transcription and signal transduction. Studies performed 

with RNA-seq technology have the advantage of detecting even genes with low levels of 

expression (Bellin et al., 2009; Wang et al., 2009) and those not detected by commercial gene 

expression microarrays (Civelek and Lusis, 2013). When considering rice, these studies 

address questions such as embryo development (Xu et al., 2012; Gao et al., 2013) and 

responses to biotic stimuli (Kawahara et al., 2012). 

Understanding the responses to drought in upland rice is important to plan breeding 

strategies to develop cultivars more tolerant to this stress. The present work advances the 

knowledge of the genetic mechanisms involved in drought tolerance for tropical upland rice 

varieties, from the analysis of the transcriptome of two contrasting cultivars in relation to 

water deficit. Sequencing and analysis of gene expression were derived from leaf tissues of 
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the reproductive stage, which affects more critically the rice yield. Most transcripts validated 

by qRT-PCR corresponded to the respective level of expressions estimated by RNA-seq. 

 

4.3. MATERIALS AND METHODS 

4.3.1. Plant Materials and experimental treatment 

Drought-tolerant Douradão upland rice cultivar and drought-sensitive Primavera 

cultivar were used to screen their performance under drought treatments. These cultivars are 

from the subspecies japonica and were chosen based on their different physiological 

characteristics (Heinemann et al., 2009) and due to their use as parental lines in breeding 

programs of Embrapa (Breseghello et al., 2008). The Douradão cultivar was developed in 

1989 through a partnership between the Agricultural Research Company of Minas Gerais 

(Empresa de Pesquisa Agropecuária de Minas Gerais, EPAMIG) and the Embrapa National 

Center for Research on Rice and Beans (Centro Nacional de Pesquisa de Arroz and Feijão, 

CNPAF). This cultivar was produced from the crossing IAC 25/63-83 and presents a short 

cycle of 95 days on average (Soares et al., 1989). Primavera cultivar is considered semi-

precocious due to the cycle of 115 days. This latter cultivar was developed in 1987 by 

EPAMIG by crossing the parental lines IRAT 10 and LS 85-158 (Soares et al. 2001).  

The drought-tolerance experiment was conducted in a greenhouse at Embrapa CNPAF 

(Santo Antônio de Goiás, Brazil), in the growing season 2010/2011. For the experiment, 

approximately 10 seeds of the cultivars were sown in pots, and after germination, five 

randomly chosen plants were maintained in each pot. Water restriction was applied in two 

periods: in period 1 the interruption in irrigation occurred between vegetative stage V3 

(according classification of Counce et al., 2000), (17 DAS for Douradão and 15 DAS for 

Primavera) and V6 (35 DAS for Douradão and 34 DAS for Primavera); and in the period 2, 

the interruption in irrigation begun in reproductive stage R3 (panicle emergence – 55 DAS 

for Douradão and 64 DAS for Primavera) through R6 (milky grain – 66 DAS for Douradão 

and 75 DAS for Primavera). During these two periods, four irrigation regimes were used: 

Group A (control group) – a set of plants with the availability of water set at field capacity 

(FC); Group B – a set of plants exposed to 70% of FC; Group C – a set of plants exposed to 

50% of FC; and Group D – a set of plants exposed to 30% of FC. Once 50% of the plants 

from each cultivar reached vegetative state V3 (the beginning of the first cycle of water 

deficiency), irrigation was interrupted so that the different water regimes could be reached in 

the soil until vegetative stage V6. Irrigation continued normally for the set of plants exposed 

to the second period of water deficiency until more than 50% of plants in this set of pots 
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reached reproductive stage R3, at which time water restriction was enforced and lasted until 

stage R6. 

The experimental design was a split-plot randomized block. Six replicates were used 

for each cultivar and for each cycle of water deficiency. Of the six replicates, three pots were 

used for sampling of the plant material, and three pots were maintained until the end of the 

rice cycle to determine the productivity. Replicates were established according to the water 

regime, genotype and water-deficiency cycle, for a total of two plots (Period 1 and 2) with 48 

pots each. To establish the amount of water per pot for each water regime, the field capacity 

(FC) of the soil was determined, defined as the maximum water content retained by the soil 

after the excess has been drained (Mello et al., 2002), recording the maximum mass of the pot 

(soil + water) as well as the water volume corresponding to 100% of FC. The mass was 

obtained with an electronic scale (Marte, LC20 model), and the water amount added was 

measured using a graduated cylinder. The duration of the stress varied with the severity of the 

treatment: for the plants exposed to 70% of FC, the duration of the stress was 10 days; for the 

plants exposed to 50% of FC, the duration was 6 days; and for the plants exposed to 30% of 

FC, the duration was 1 day. 

At the end of the water-restriction period, the stressed plants were irrigated again by 

the end of the cultivation cycle to determine their productivity (grams of grains per pot) to 

evaluate the severity of water deprivation (Campos et al., 2004). To analyze the 

transcriptome, the developmental stage of the rice plant most sensitive to water restriction 

was chosen, that is, the stage in which the plants’ productivity reduced most drastically. Next, 

with the objective of defining the appropriate water treatment that could induce the molecular 

responses to water deficit, we used as parameter the irrigation treatment that would induce a 

reduction in plant productivity greater than 50%. Average values across treatments were 

compared according to Tukey’s test, using the ExpDes statistical package of v.2.13.2 of the R 

software (R Development Core Team, 2010). 

 

4.3.2. RNA isolation 

To analyze the transcriptome, samples of leaf tissue of the control and drought-

stressed plants were collected on the last day of water restriction of each water-deprivation 

cycle, immediately placed in liquid nitrogen and stored at –80°C freezer. Apical leaves (the 

last fully extended leaf from the top to the base of the main stem) were used as the plant 

material for total RNA extraction. This extraction was performed with a PureLink® RNA 

Mini Kit (Ambion®) according to the manufacturer’s instructions. Total RNA was extracted 

from leaves pooled from three plants of different replicates with the goal of increasing the 
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isolation efficiency of expressed sequences (mRNA) related to responses drought tolerance. 

In the end, the total RNA was resuspended in RNAse-free water and stored at -80C. The 

RNA quantity and quality were evaluated with NanoVue
TM

 (GE Healthcare UK Ltd, 

England) and BioAnalyzer 2100 (Agilent Technologies CA, USA), respectively. 

 

4.3.3. RNA-seq and Bioinformatics analysis 

RNA samples were sent to the Beijing Genomics Institute (BGI). A total of four 

cDNA libraries were developed, that is, two cDNA libraries for each sample, one for the 

water-deficiency treatment and the other one for the control treatment, followed by 

sequencing on the Illumina HiSeq™ 2000 platform. The collected data were filtered by BGI 

and submitted for alignment and mapping against a rice reference genome (Oryza sativa ssp. 

japonica, Nipponbare- MSU Rice Genome version 7.0) using the software TopHat, version 

2.04 (Trapnell et al., 2012). The software package Cufflinks 2.0.01 (Trapnell et al., 2012) was 

used to build the assemblies for each library and to identify differentially expressed genes 

(DEG). The reads for each of the samples for the four cDNA libraries were normalized taking 

into account the size of the genes, the size of the library (sample) and the number of reads of 

each gene, considering the abundance of reads per kilobase of regions expressed for every 

million mapped reads (reads per kilobase of exon model per million mapped reads; Mortazavi 

et al., 2008). Two tests were used to consider the differences in gene expression among the 

genes, for which the same transcript was required to be present in both of the samples to be 

compared, which were q values ≤ 0.001 and |log2 ratio| > 2. Common and exclusive DEG 

with respect to treatments and genotypes were considered. 

The reads were annotated using the BLASTX algorithm (Altschul et al. 1997) and 

cross-referenced with the non-redundant rice protein database using default settings in the 

tool blast+ from the NCBI C++ Toolkit package (NCBI). With the goal of attributing a 

putative function to the global set of transcripts using gene ontology (GO) terms, we used the 

tool BLAST2GO on the BLASTX hits (Conesa et al., 2005). The parameters adopted for the 

annotation were the default settings for BLAST2GO (an E-value < 1.0E-6 and annotation cut-

off =20), which were used to functionally categorize the transcript of GO categories. 

Differentially expressed genes were analyzed using the tool agriGO (Zhou et al., 2010), 

which has a web interface (http://bioinfo.cau.edu.cn/agriGO) and is integrated in the GO 

database with an emphasis on plant species. A GO enrichment analysis was performed with 

the tool Singular Enrichment Analysis (SEA, http://bioinfo.cau.edu.cn/agriGO/analysis.php) 

with a false discovery rate (FDR) and P value ≤ 0.05. Additionally, differentially expressed 
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genes were placed in metabolic pathways using the Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genomes (KEGG), available at http://www.genome.jp/kegg/. 

From the differentially expressed genes between Douradão and Primavera, it was 

performed a search for potential transcription factors. To identify the transcription factors, 

hits derived from the alignment (BLASTX) were cross-referenced with the transcription-

factor database Plant Transcription Factor Database (PlnTFDB; Perez-Rodriguez et al. 

2009) available at http://plntfdb.bio.uni-potsdam.de/v3.0/. 

 

4.3.4. Reverse transcription quantitative PCR validation of RNA-seq 

Ten genes were selected for validation using the reverse transcription quantitative 

PCR (RT-qPCR) (Supplementary file 1, Table S1). Primers set for each gene were designed 

in the span exon-exon junctions by the OligoPerfect™ Designer 

(http://tools.lifetechnologies.com/content.cfm?pageid=9716). The total RNA was treated with 

DNAse I (Invitrogen
TM

) to avoid DNA contamination. One microgram of RNA was reverse 

transcribed using the Superscript II reverse transcriptase (Invitrogen
TM

) with the randon 

primer according to the manufacturer’s instruction. RT-qPCR experiments were conducted 

using Platinum
®
 SYBR

®
 Green qPCR SuperMix-UDG with ROX (Invitrogen

TM
) and were 

carried out on a 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems
®
). The reactions 

conditions were: 50°C for 2 min, 95°C for 2 min followed by 40 cycles of 95°C for 15 s and 

60°C for 30s. The total volume of 20µl in each tube contained 1µl of cDNA (50ng/µl), and 

the volume of water and reverse and forward primers were variable for each gene, according 

with the adjustment made for optimal concentration of each primer (Supplementary file 2, 

Table S2 and S3). All RT-qPCR reactions were performed in triplicate, and the results were 

analyzed with the DataAssist™ Software (Life Technologies) based on the delta-delta-Ct 

method. A heat dissociation curve (60°C – 95°C) following the final cycle of the PCR was 

checked to test the specificity of the PCR amplification. The detection threshold cycle for 

each reaction was normalized against the expression level of the rice reference genes Actin 

(ACTX3), Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) and Eukariote Elongation 

factor (EEFα) genes (Primer sequences, see Supplementary file 1, Table S1). 

 

4.4. RESULTS 

4.4.1. RNA-seq experiments 

The largest reduction in productivity was observed when the water restriction was 

applied during the reproductive phase (the second period of water restriction) rather than 

during the vegetative phase (the first period of water restriction), which was expected, given 

http://www.genome.jp/kegg/
http://plntfdb.bio.uni-potsdam.de/v3.0/
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the greater opportunity for the rice plant to recover from the water deficit during its initial 

phase of development (Table 1). After the definition of the drought period, we selected the 

water treatments that induced a reduction in productivity greater than 50% in relation to the 

controls. For the Douradão cultivar, the greatest difference in productivity (83.99% 

reduction) was observed in the treatment with 30% of FC; while for Primavera, the treatment 

with the greatest difference was that of 50% of FC. These results confirm the higher tolerance 

of the Douradão cultivar compared to the Primavera cultivar. 

 

Table 1. Average yield (g grain pot-1) and reduced yield in plants of the upland rice cultivars Douradão and 

Primavera, grown under optimal watering (100% water availability) and under drought stress conditions (70, 50 

and 30% water availability). 

 

  Vegetative stage Reproductive stage 

Treatment Douradão Reduction Primavera Reduction Douradão Reduction Primavera Reduction 

  g grain pot
-1

 (%) g grain pot
-1

 (%) g grain pot
-1

 (%) g grain vaso 
-1

 (%) 

100% of FC 26.16
a
 -- 16.64

a
 -- 28.54

a
 -- 18.59

a
 -- 

70% of FC 23.14
ab

 11.55 11.88
a
 28.60 25.46

a
 10.80 16.15

ab
 13.12 

50% of FC 20.90
ab

 20.10 11.70
a
 29.68 18.64

a
 34.69 8.20

b
 55.9 

30% of FC 14.56
b
 55.65 3.46

b
 79.2 4.57

b
 83.99 0

c
 100 

The letters a and b indicate signiticant difference (Tukey test) between the average yield in relation to water treatments for 

each genotype at each stage of development. Mean comparison refers to the treatment of each genotype, i.e. the mean values 

were compared within each data column. Yield reduction, in percentage, is related to the decrease in yield of drought 

stressed plants compared to the yield of control plants. 

 

RNA-seq from all the libraries generated 201,509,058 paired-end (PE) reads of 100 

bp. The total coverage of reads in the rice genome was approximately 46x, and the coverage 

in relation to DNA coding sequences (CDS) was approximately 200x. The average coverage 

of the rice genome and the average coverage of CDSs were 11.65x and 49.81x, respectively 

(Table 2). The reads mapped and aligned with the program TopHat totaled 85.02% of the 

total number of sequenced reads, and by using an alignment of sequences from each library it 

was possible to make comparisons between samples to identify differentially expressed 

genes. For the Douradão cultivar, of the 27,618 sequenced transcripts, 24,090 (87.2%) were 

similar to the Nipponbare reference genome (MSU Rice Genome version 7.0), while for 

Primavera, 23,663 transcripts (86.9%) were similar to Nipponbare. 
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Table 2. Description of sequenced libraries (RNA-seq) from leaf tissues. 

Libraries Number of reads Number of mapped 

reads 

~ Coverage in CDS 

region (91MB) 

~ Coverage in the 

genome (389MB) 

Douradão 100% 51,193,382 46,173,215 50.74 11.87 

Douradão 30% 51,619,472 45,822,301 50.35 11.78 

Primavera 100% 49,164,344 44,100,840 48.47 11.33 

Primavera 50% 49,531,860 45,214,807 49.68   11.62 

Total 201,509,058 181,311,163 199.24 46.6 

Average 50,377,265 45,327,790 49.81 11.65 

 

 

4.4.2. Global Gene Ontology Annotation 

A functional classification of the sequences from all four libraries according to GO 

identified 26,159 genes across all the libraries (Figure 1), of which 17,270 (66%) were 

annotated and distributed in three main functional categories: biological process, with 15 

subcategories; cellular component, with 12 subcategories; and molecular function, with 8 

subcategories (Figure 1). For biological process, the three subcategories with the greatest 

number of genes were metabolic process (10,316 genes), cellular process (9,932 genes) and 

response to stimulus (3,598 genes). For cellular component, the three subcategories with the 

greatest number of genes were cell (11,904 genes), cell part (10,765 genes) and organelle 

(6,881 genes). For molecular function, the three subcategories with the greatest number of 

genes were binding (8,077 genes), catalytic activity (7,256 genes) and transcription 

regulatory activity (1,203 genes). From the 26,159 genes, 6,720 were placed in 126 metabolic 

pathways that coded for 546 different types of enzymes (Table 3). 
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Figure 1. Annotation with Gene Ontology terms by Blast2GO of all the sequences identified in libraries from 

leaf tissues of Douradão and Primavera. 

 

4.4.3. Differential Gene Expression and Functional Annotation 

In the leaf tissues of the tolerant cultivar Douradão, it was identified 493 differentially 

expressed genes between the control treatment and the 30% of FC treatment. Of this total, 

374 genes were upregulated, and 119 genes were downregulated with water-deficiency 

treatment (Figure 2). For the susceptible cultivar Primavera, more than twice as many DEG 

(1,154) were identified between the control and 50% of FC treatment. Of this total, 752 genes 

were upregulated and 402 were downregulated upon water deficiency (Figure 2). 

 

 

Figure 2. Number of differentially expressed genes between the control (100% FC) and drought treatments in 

the Douradão cultivar (30% of FC) and Primavera cultivar (50% FC). 
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Figure 3. Classification of differentially expressed genes in Douradão by Gene Ontology terms in 23 sub-

categories considering the three major functional categories: Biological Process, Cellular Component and 

Molecular Function. 

 

From the 493 differentially expressed genes in Douradão, 454 (92.08%) were similar 

to proteins, and 311 genes (63.1%) were distributed across 28 different functional categories 

of which the three main sets were enriched (FDR ≤ 0.05 and p ≤ 0.05): biological process, 

molecular function and cellular component (Figure 3). In the biological process five 

subcategories were enriched: response to stimulus (GO:0050896; 93 genes, 29.9%); signaling 

(GO:0023052; 2 genes, 13.5%); cellular processes (GO:0050794; 35 genes, 11.25%); 

signaling processes (GO:0023046); and in biological regulation (GO:0065007; 41 genes, 

13.18%). Additionally, 168 genes enriched in the category molecular function had a catalytic 

activity (GO:0003824). 
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Table 3. Metabolic pathways with the largest number of sequences annotated by KEGG. 

Pathway Number of annotated 

sequences 

Pathway ID 

Purine metabolism 457 ko00230 

Starch and sucrose metabolism 313 ko00500 

Methane metabolism 209 ko00680 

Amino sugar and nucleotide sugar metabolism 182 ko00520 

Thiamine metabolism 168 ko00730 

Pyrimidine metabolism 166 ko00240 

Phenylalanine metabolism 152 ko00360 

Galactose metabolism 139 ko00052 

Glycolysis / Gluconeogenesis 139 ko00010 

Phenylpropanoid biosynthesis 126 ko00940 

Glycerolipid metabolism 119 ko00561 

Glutathione metabolism 118 ko00799 

Carbon fixation in photosynthetic organisms 114 ko00710 

Cysteine and methionine metabolism 110 ko00270 

Pentose phosphate pathway 102 ko00030 

Glycerophospholipid metabolism 99 ko00564 

alpha-Linolenic acid metabolism 91 ko00592 

Pyruvate metabolism 88 ko00620 

Nitrogen metabolism 86 ko00910 

Oxidative phosphorylation 86 ko00190 
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From the 1,154 genes differentially expressed in Primavera, 973 (84%) were similar 

to proteins, and 677 (69.6%) were annotated in 27 subcategories within the three principal 

functional categories (Figure 4). In the subcategory response to stimulus (GO:0050896), three 

subcategories were identified: response to stress (GO:0006950; 134 genes, 19.8%) (19.8%); 

response to abiotic stimulus (GO:0009628; 93 genes, 13.74%); and response to endogenous 

stimulus (GO:0009719;68 genes, 10%). 

 

Figure 4. Classification of differentially expressed genes in Primavera by Gene Ontology terms in 27 sub-

categories considering the three major functional categories: Biological Process, Cellular Component and 

Molecular Function. 

 

From the 374 genes upregulated by drought in the Douradão cultivar, 255 (68%) were 

annotated according to GO terms (Figure 5). In the biological process category, 17 

subcategories were identified, with metabolic process (178 genes), cellular process (142 

genes) and response to stimulus (103 genes). From the total genes with functions attributed to 

response to stimulus, 65 genes were related to the subcategory response to stress, with only 

six genes upregulated in the drought treatment (all with |log2 ratio| = 1.80E+30). These genes 

encode peroxidase precursor (LOC_Os04g55740.1 and LOC_Os12g02060.1), CHIT4 - 

Chitinase family protein precursor (LOC_Os03g30470.1), disease resistance-responsive 

(dirigent-like protein) family protein (LOC_Os07g44250.1), CHIT7 - Chitinase family 
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protein precursor (LOC_Os06g51050.1) and NB-ARC domain-containing protein 

(LOC_Os05g15040.4). Of these proteins, the protein peroxidase precursor (EC: 1.11.1.7) is 

the only one annotated in the KEGG database and described as actively participating in three 

different metabolic pathways: methane metabolism, phenylalanine metabolism and 

phenylpropanoid biosynthesis. Thirty-five of 42 (83.3%) signaling genes were detected as 

upregulated after the drought treatment, and from these, five were identified only in the 

drought treatment. Two of these genes were, additionally to category biological potential, 

also classified in the subcategory response to stress: CHIT7 – chitinase family protein 

precursor (LOC_Os06g51050.1) and CHIT4 – chitinase family protein precursor 

(LOC_Os03g30470.1). Three other upregulated genes, ABC transporter ATP-binding protein 

(LOC_Os01g74470.1), the receptor-like protein kinase precursor (LOC_Os02g01800.1) and 

the receptor-like protein kinase HAIKU2 precursor (LOC_Os11g12560.1), have not been 

annotated to a rice metabolic pathway by KEGG. 

 

 

Figure 5. Distribution of genes up- and downregulated under drought stress. 
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In Primavera, 428 out of 752 upregulated genes were previously annotated in rice 

(Figure 5). A total of 17 biological process subcategories were identified, of which the three 

with the higher number of genes were metabolic process (240 genes), cellular process (202 

genes) and response to stimulus (116 genes). In response to stimulus subcategory, 93 genes 

were involved in response to stress, and from these, nine genes were upregulated only in the 

drought treatment. These genes were: uncharacterized glycosyltransferase 

(LOC_Os01g07530.1); early light-induced protein, chloroplast precursor 

(LOC_Os01g14410.1); HSP20/alpha crystallin family protein (LOC_Os03g15960.1); CBS 

domain-containing membrane protein (LOC_Os03g63940.1); protein kinase 

(LOC_Os05g44030.1); dehydrogenase E1, a component domain-containing protein 

(LOC_Os06g13720.1); HVA22 (LOC_Os08g36440.1); annexin (LOC_Os09g20330.1); and 

tyrosine protein kinase domain-containing protein (LOC_Os09g27010.1). Only two of these 

proteins were annotated by KEGG as belonging to a metabolic pathway: LOC_Os01g07530.1 

(stachyose biosynthesis) and LOC_Os06g13720.1 (pyruvate metabolism, citrate cycle/TCA 

cycle, glycolysis/gluconeogenesis and butanoate metabolism). In cellular process, the abscisic 

aldehyde oxidase (LOC_Os03g57690.1) was upregulated and is associated to the ABA 

biosynthesis. 

From 2,519 genes differentially expressed between control treatments of Douradão 

and Primavera, 983 were common to the 3,297 genes differentially expressed considering the 

drought treatments (Figure 6). Subtracting the common genes, 2,314 differentially expressed 

genes were identified (978 upregulated and 1,336 downregulated in Douradão). From this 

total, 1,171 were annotated with GO terms and distributed across 26 functional subcategories, 

and the three main groups were biological process, molecular function, and cellular 

component (Figure 6). Within these groups, the categories with the higher number of genes 

were: 1) catalytic activity (GO:0003824) with 551 genes, of which 155 have functional 

kinase activity (GO:0016301), and 2) response to stimulus (GO:0050896) with 288 genes, 

221 of which are related to the response to stress (GO:0006950).  

 



 

49 
 

 

Figure 6. Venn diagram representing the number of differentially expressed genes comparing Douradão and 

Primavera. DvsP 100 – differentially expressed genes in the controls, D30vsP50 – differentially expressed genes 

under drought conditions. 

 

Among the 978 genes upregulated in Douradão, 324 were only expressed in the 

drought treatment, with the predominance of genes grouped in the most enriched 

subcategories: response to stress (46 genes) and kinase activity (34 genes). From the 46 genes 

related to response to stress, five were identified in metabolic pathways in the KEGG 

database, of which three expressed the previously identified protein peroxidase precursor 

(LOC_Os07g48050.1, LOC_Os01g73200.1 and LOC_Os12g02060.1), and two were 

annotated as response to stress, pleiotropic drug-resistance protein (LOC_Os01g42380.1), 

identified in the purine metabolism pathway, and T-complex protein (LOC_Os03g04970.1), 

involved in the glyoxylate and dicarboxylate metabolism pathway. None of the 34 genes 

identified in the tolerant genotype under the subcategory kinase activity were annotated by 

the KEGG database; however, important genes involved in cellular signaling during the stress 

response in the Douradão cultivar were identified (Table 4). The 10 DEG from Douradão 

with increased expression when compared the drought treatment and the control treatment, as 

well as 10 DEG with highest expression when compared the drought treatment of Douradão 

and the drought treatment of Primavera are shown in Table 5. 
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Table 4. Unique genes in Douradão under drought stress annotated in the kinase activity term by Gene Ontology. 

Gene Model Protein Name FPKM log2 (Fold 

Change) 

LOC_Os02g12130.1 cysteine-rich receptor-like protein kinase 35 precursor 13.3946 1.8E+35 

LOC_Os01g66760.1 inactive receptor kinase At2g26730 precursor 0.788876 1.8E+35 

LOC_Os06g10790.1 lectin-like receptor kinase 4.54422 1.8E+35 

LOC_Os07g04010.1 lectin-like receptor kinase 1.48381 1.8E+35 

LOC_Os02g40130.1 leucine-rich 1.09946 1.8E+35 

LOC_Os02g56370.1 OsWAK20 - OsWAK receptor-like protein kinase 0.909119 1.8E+35 

LOC_Os04g29580.1 OsWAK37 - OsWAK short gene 0.804394 1.8E+35 

LOC_Os04g29930.1 OsWAK42 - OsWAK receptor-like protein kinase 0.880981 1.8E+35 

LOC_Os04g29960.1 OsWAK43 - OsWAK receptor-like protein kinase 2.00163 1.8E+35 

LOC_Os04g30160.1 OsWAK46 - OsWAK receptor-like protein kinase 0.811559 1.8E+35 

LOC_Os07g31210.1 OsWAK70 - OsWAK receptor-like cytoplasmic kinase OsWAK-RLCK 4.04916 1.8E+35 

LOC_Os06g47650.1 phytosulfokine receptor precursor 4.33848 1.8E+35 

LOC_Os01g02400.1 protein kinase domain containing protein 15.7548 1.8E+35 

LOC_Os01g02420.1 protein kinase domain containing protein 1.30291 1.8E+35 

LOC_Os11g44500.1 protein kinase domain containing protein 96.4635 1.8E+35 

LOC_Os11g46880.1 protein kinase domain containing protein 59.7802 1.8E+35 

LOC_Os04g01890.1 protein kinase 1.29413 1.8E+35 

LOC_Os11g44430.1 protein kinase 9.31762 1.8E+35 

LOC_Os11g47180.1 receptor-like protein kinase 2 precursor 3.23605 1.8E+35 

LOC_Os02g13430.1 receptor-like protein kinase 5 precursor 12280.7 1.8E+35 

LOC_Os11g47210.1 receptor-like protein kinase 5 precursor 5.32406 1.8E+35 

LOC_Os11g12560.1 receptor-like protein kinase HAIKU2 precursor 3.03439 1.8E+35 

LOC_Os01g02690.1 resistance-related receptor-like kinase 1.39273 1.8E+35 

LOC_Os01g04570.2 Ser/Thr protein kinase 10.051 1.8E+35 

LOC_Os04g54120.1 serine/threonine-protein kinase receptor precursor 9.45247 1.8E+35 

LOC_Os05g16430.1 SHR5-receptor-like kinase 0.922758 1.8E+35 

LOC_Os08g13870.1 S-locus lectin protein kinase family protein 14026.5 1.8E+35 

LOC_Os07g35004.1 TKL_IRAK_DUF26-la.4 - DUF26 kinases have homology to DUF26 containing loci 1.73106 1.8E+35 

LOC_Os07g35390.1 TKL_IRAK_DUF26-lc.17 - DUF26 kinases have homology to DUF26 containing loci 1.63624 1.8E+35 
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Table 5. List with the 10 genes validated by RT-qPCR. The FPKM values are related to the drought treatment for Douradão (D 30) and Primavera (P 50). The 

Log2 values are related to the gene expression diferences between the two cultivars. 

Gene Model Protein Name FPKM (D 30) FPKM (P 50) Log2 (fold change) 

LOC_Os01g74470.1 ABC transporter, ATP-binding protein 8.73E-01 0 1.80E+35 

LOC_Os03g04060.1 CHIT16 - Chitinase family protein precursor 399.033 75.1217 2.4092 

LOC_Os06g51060.1 CHIT8 - Chitinase family protein precursor 138.455 20.9345 2.72546 

LOC_Os06g13720.1 dehydrogenase E1 component domain containing protein 4.99062 86.9669 -4.12317 

LOC_Os01g71350.1 glycosyl hydrolases family 17 61.8972 2.59894 4.57388 

LOC_Os01g73200.1 peroxidase precursor 2.75E+00 0 1.80E+35 

LOC_Os12g02060.1 peroxidase precursor 1.31E+00 0 1.80E+35 

LOC_Os01g42380.1 pleiotropic drug resistance protein 2.18E+00 0 1.80E+35 

LOC_Os03g04970.1 T-complex protein 1.60E+00 0 1.80E+35 

LOC_Os01g07530.1 uncharacterized glycosyltransferase 12.2488 52.9269 -2.11136 
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4.4.4. Transcription Factors Identification 

Twelve TF families were identified from the 17 TF diferentially expressed genes between the 

drought and control treatments of Douradão, whereas 14 TF families were identified from 41 TF 

diferentially expressed genes in Primavera (Table 6). The search for possible transcription factors 

among the differentially expressed genes across the two cultivars identified six genes belonging to 

four families of transcription factors, all of which were upregulated in Douradão compared to 

Primavera under water-deficient conditions. The transcription factor families were bHLH 

(LOC_Os01g09930.1), MYB (LOC_Os07g48870.1 and LOC_Os08g15020.1), NAC 

(LOC_Os06g33940.1 and LOC_Os10g42130.1) and WRKY (LOC_Os08g29660.1). 

 

Table 6. Transcription factors (TF) identified in the overexpressed genes of Douradão and Primavera cultivated under 

drought. The numbers indicate how many genes have been identified in each FT Family. 

 

Transcription factor family Douradão Primavera 

AP2/EREBP, APETALA2/Ethylene-responsive element binding protein 1 8 

Aux/IAA 1 2 

bHLH,Basic Helix-Loop-Helix 4 3 

bZIP -- 2 

C2C2(Zn) CO-like, Constans-like zinc finger 1 -- 

C2C2(Zn) GATA -- 1 

C2H2 zinc finger 2 2 

Chromatin Remodeling Factors 1 2 

G2-like, GARP -- 1 

HB,Homeobox 1 2 

HSF,Heat-shock 1 4 

MYB domain 1 4 

NAC domain 1 -- 

putative -- 2 

unclassified 2 4 

WRKY domain 1 3 

Total 17 40 

 

4.4.5. Validation of the Differentially Expressed Genes by RT-qPCR 

 The 10 genes with higher expression in Douradão under drought treatment (Table 5) were 

selected to check its expression by RT-qPCR. Seven out of these 10 genes were upregulated in the 

Douradão under drought treatment in comparison to the control treatment (Figure 7). The gene 

related to a glycosyltransferase (LOC_Os01g07530.1) was upregulated in both Douradão and 

Primavera cultivars submitted to drought in relation to their respective controls. The expression of 

another gene, glycosyl hydrolase family 17 (LOC_Os01g71350.1), increased 5.36-fold in Douradão 

under drought, and was increased 3.54-fold for the Primavera. The expression of a peroxidase 

precursor gene (LOC_Os01g73200.1) increased 5.17-fold in Douradão under drought, and 

downregulated (-0.08-fold) in Primavera. The gene of a T-complex protein (LOC_Os03g04970.1), 

annotated in the glyoxylate and dicarboxylate metabolism pathway, was upregulated (1.25-fold) in 



 

53 
 

Douradão and downregulated (-0.29-fold) in Primavera. The gene enconding an ABC family protein 

(LOC_Os01g74470.1) showed an increase of expression in the drought treatment for Douradão 

(1.83-fold). Also in agreement with the RNA-seq the gene CHIT8 – Chitinase family protein 

precursor (LOC_Os06g51060.1) increased expression of 3.31-fold in Douradão. The dehydrogenase 

E1 component domain containing protein (LOC_Os06g13720.1) was upregulated in Douradão 

(6.04-fold) and in Primavera (5.37-fold). The level of expression of the genes LOC_Os01g42380.1 (-

2.32-fold) and LOC_Os03g04060.1 (-1.42-fold) and LOC_Os12g02060.1 (-0.82-fold) in Douradão 

were lower than the control. 

 

 

Figure 7. Levels of expression of 10 genes validated by RT-qPCR. Douradão RNA-seq and RT-qPCR indicate the 

difference in gene expression identified between the drought treatment (30% of Field Capacity) and the control (100% of 

Field Capacity) in the drought-tolerant cultivar; Primavera RNA-seq and RT-qPCR indicate the difference of gene 

expression identified by RNA-seq analysis between the drought treatment (30% of Field Capacity) and the control (100% 

of Field Capacity) in the drought-sensitive cultivar. Gene 1= LOC_Os01g07530.1, Gene 2= LOC_Os01g42380.1, Gene 

3= LOC_Os01g71350.1, Gene 4= LOC_Os01g73200.1, Gene 5= LOC_Os01g74470.1, Gene 6= LOC_Os03g04060.1, 

Gene 7= LOC_Os03g04970.1, Gene 8= LOC_Os06g13720.1, Gene 9= LOC_Os06g51060.1, Gene 10= 

LOC_Os12g02060.1. 

 

 

4.5. DISCUSSION 

The differential expression analysis of transcripts related to drought was estimated in two 

genotypes from Brazilian upland rice breeding. The transcripts found from this global expression 

analysis help to understand the control mechanisms of rice drought tolerance, which is one of the 

starting point to the development of upland rice cultivars more tolerant to this stress. Initially a 

phenotyping protocol for the evaluation of drought tolerant (Douradão) and susceptible (Primavera) 

cultivars was established. At the end of the experiment, the productivity was used as a criterion to 

evaluate the drought tolerance at the reproductive stage, where drought appears more severe in rice 
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fields. In rice breeding, selection for grain yield is an important parameter to identify drought tolerant 

genotypes (Swamy and Kumar, 2013).  

The gene expression analysis gives an overall picture of the changes that occur in the 

transcriptome of different parts of the plant under stress, helping the molecular characterization of 

the genes and pathways related to drought tolerance. Approximately 85% of the total number of 

sequenced reads was aligned with the publicly available rice reference genome (Oryza sativa ssp. 

japonica, Nipponbare- MSU Rice Genome version 7.0), enabling the identification of differentially 

expressed transcripts between drought and control treatments and between Douradão and Primavera 

cultivars. The percentage of annotated reads was greater than those found by Gao et al. (2013), who 

observed that 72.3-75.6% of the reads originating from libraries of rice endosperms were perfectly 

aligned to sequences deposited in Gramene (http://www.gramene.org/). In addition, 87.2% of 

transcripts for Douradão were similar to the Nipponbare reference genome, while for Primavera the 

similarity was observed for 86.9% of transcripts. Although less differentially expressed genes had 

been identified in Douradão in comparison to the susceptible Primavera, this set of genes were 

sufficient to keep the yield in acceptable levels under drought, and this is an important characteristic 

that can be explored in rice breeding programs. 

 

4.5.1. Transcripts related to drought stress response in the tolerant cultivar 

The RNA-seq data identified genes exclusively expressed in the tolerant cultivar Douradão 

under drought (30% of FC). Among these are the genes LOC_Os02g57720.1 and 

LOC_Os07g26630.1, coding for aquaporin proteins. These proteins are important water-specific 

channels for ions or solutes, facilitating water flux along the existing osmotic gradient and increasing 

water retention in locations with a high density of osmotic agents (Bray, 1997). Plant aquaporins are 

divided into five subfamilies that comprise plasma membrane intrinsic protein (PIP), tonoplast 

intrinsic protein (TIP), nodulin 26-like intrinsic protein (NIP), small basic intrinsic protein (SIP) and 

uncategorized X intrinsic protein (XIP), as described by Kaldenhoff and Fischer (2006) and Sakurai-

Ishikawa et al. (2011). Yooyongwech et al. (2013) related the increase in expression of proteins 

OsPIP1.2 and OsPIP2.1 with the stability of effective water usage in rice plants of the subspecies 

Indica. Additionally, the genes LOC_Os07g08160.1 and LOC_Os07g08150.1 showed high 

expression, and encode the protein of the early light-induced protein (ELIP) type, associated with 

light-related stress. Members of this protein family accumulate within chloroplasts, more specifically 

in the thylakoid membranes, and are described as being involved in plant development under water-

deficit conditions as well as in the photoprotection of leaves (Hutin et al., 2003; Rizza et al., 2011). 

Another upregulated gene in Douradão under drought was the LOC_Os03g01300.1, a LTPL40 – 

Protease inhibitor/seed storage/LTP family protein precursor. Plant non-specific lipid-transfer 

http://www.gramene.org/
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proteins (LTPs) are induced by drought stress (Colmenero-Flores et al., 1997; Jang et al., 2004), and 

some are upregulated when exposed to both pathogens and dehydration stresses (Jung et al., 2003). 

Guo et al. (2013) showed that the overexpression of the LTP3 in Arabidopsis leaves increased the 

drought tolerance.  

The cultivar Douradão also overexpressed the gene LOC_Os05g01140.1, which encodes a 

jasmonate O-methyltransferase. This enzyme is also called S-adenosyl-L-methionine: jasmonic acid 

carboxyl methyltransferase (JMT), and belongs to the family of transferases, which convert jasmonic 

acid (JA) in methyl jasmonate (Seo et al., 2001). JA is a hormone involved in plant responses to 

insect wounding, infection of various pathogens, and various abiotic stresses (Pauwels et al., 2009). 

Previous studies showed that both drought and high salinity increased the JA levels in the leaves and 

roots of rice (Moons et al., 1997; Kiribuchi et al., 2005).  

Two genes enconding HSP20/alpha crystallin family protein (LOC_Os01g04350.1 and 

LOC_Os07g33350.2) were also identified among the most expressed genes in Douradão under 

drought treatment. The HSP20 proteins are ATP-independent molecular chaperones that usually 

form oligomeric protein complexes ranging from 9 to 50 subunits (200–800 kDa) and act by 

avoiding protein denaturation, playing an important role in plant adaptation to various environmental 

stress conditions (Cashikar et al., 2005; Lee and Vierling, 2000).  

Douradão overexpressed genes under drought that were also associated with the functional 

subcategory protein kinase, the second largest among differentially expressed genes between 

Douradão and Primavera. Protein kinases regulate many cellular processes, including responses to 

environmental stimuli, such as water deficiency. Among the identified protein kinase genes, two 

were Ser/Thr kinases (LOC_Os01g04570.2 and LOC_Os04g54120.1). In Arabidopsis, genes of the 

CIPK3 Ser/Thr protein kinase were associated with calcium sensing (calcineurin B–like), which 

regulates the response mediated by ABA during germination and induces the expression of genes 

during the stress responses (Kim et al., 2003). 

 

4.5.2. Transcription factors  

In this study, it were identified genes of the ABA-dependent TF families bHLH, MYB, NAC 

and WRKY. ABA-independent TFs, such as DREB1 and DREB2, were not identified because are 

induced immediately after the occurrence of drought, cold or salt abiotic stresses (Dubouzet et al. 

2003; Kumar et al. 2013). Since the rice leaf tissues for RNA extraction were collected some days 

after the beginning of the drought stress, ABA-independent TFs would not be identified in this work. 

Basic helix-loop-helix (bHLH) proteins constitute one of the largest families of eukaryotic 

transcription factors and are involved in numerous regulatory processes, such as involvement in plant 

developmental processes (Szécsi et al., 2006; Menand et al., 2007), light perception (Liu et al., 
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2008), phosphate and iron homeostasis (Yi et al., 2005; Zheng et al., 2010) and phytohormone 

synthesis pathways (Friedrichsen et al. 2002; Hiruma et al. 2011). Seo et al. (2011) demonstrated that 

the rice gene OsbHLH148 is responsible for drought tolerance as a signaling component that is 

modulated by jasmonic acid.  

The genes coding for MYB-type proteins (LOC_Os07g48870.1 and LOC_Os08g15020.1) 

were upregulated in Douradão under drought treatment. The transcription factors MYC/MYB are 

proteins synthesized only after significant accumulation of endogenous ABA as a result of stress 

responses (Abe et al., 1997). The NAC transcription factors family (LOC_Os06g33940.1 and 

LOC_Os10g42130.1) was upregulated in Douradão under drought treatment and has been 

functionally associated with a wide variety of stresses, such as drought, high salinity, pathological 

bacterial agents, fungi and senescence (Fujita et al., 2004; Hu et al., 2006; Guo and Gan, 2006; 

Balazadeh et al., 2008). One gene of the transcription-factor family WRKY (LOC_Os08g29660.1) 

also was upregulated in Douradão under drought treatment. This TF family is known to play a 

crucial role in the regulation of many stress reactions in plants, such as the protein WRKY40, which 

is modulated by the phytohormones ABA and jasmonic acid (Galletti et al., 2008; Chen et al., 2010).  

 

4.5.3. RT-qPCR gene expression validation 

Seven out 10 genes analyzed by RT-qPCR were identified as overexpressed in Douradão under 

drought in comparison to the control treatment, and confirmed the expected result obtained from 

RNA-seq. The gene LOC_Os06g51060.1 encodes a CHIT8 – Chitinase family protein precursor. 

Chitinases catalyze the hydrolytic cleavage of the glycosidic β-1,4 bonds present in biopolymers of 

N-acetylglycosamine, predominantly chitin, and have previously been related to drought response in 

strawberry (Raeini-Sarjaz and Chalavi, 2011). The gene LOC_Os01g71350.1 encodes a glycosyl 

hydrolase family 17 protein, and it was identified as homologous of the Arabidopsis gene 

AT3G57260.1 (beta-1,3-glucanase 2, a Pathogenesis-Related protein – PR). In A. thaliana three 

protein of this type (PR1, PR2 and PR5) were associated to the increase of drought tolerance, 

probably by regulating the stomatal movements (Liu et al. 2013). Cal et al. (2013) identified several 

glycosyl hydrolases differentially expressed under drought, including two xyloglucan 

endotransglucosylase/hydrolases (XTHs). The gene LOC_Os01g73200.1, a peroxidase precursor, is 

an ortholog of the AT1G71695.1 from A. thaliana, which is associated with the removal of H2O2, 

oxidation of toxic reductants, biosynthesis and degradation of lignin, suberization, auxin catabolism, 

response to environmental stresses such as wounding, pathogen attack and oxidative stress (Ibáñez et 

al., 2008; Andersson-Gunnerås et al., 2006). This enzyme acts in the phenylpropanoid biosynthesis, 

pathway associated to drought tolerance mechanisms. The absence of this protein could reduce the 

level of flavonoids, secondary metabolites involved in the response to different types of stress, which 
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are synthesized from phenylpropanoids (Rasmussen et al., 2012). The gene LOC_Os01g74470.1 

encodes a protein of the ABC (ATP-binding cassette) family, which is related to membrane 

transport, and are involved in secreting pheromones, regulating mitochondrial function, vacuolar 

detoxification, drug resistance, and stress adaptation (Jungwirth and Kuchler, 2006; Rea, 2007; 

Martinoia et al., 2002). Kang et al. (2010) showed evidence for ABC transporter-mediated 

phytohormone abscisic acid (ABA) uptake and its importance for rapid responses to environmental 

stress in A. thaliana. The gene LOC_Os01g07530.1, a glycosyltransferase, is ortholog of the gene 

AT5G40390 from Arabidopsis. This protein family catalyzes glycoside formation using sucrose as a 

substrate to produce fructose and glucan (Lairson et al., 2008). In the stachyose biosynthesis 

pathway, this protein is involved in the production of the raffinose, trisaccharide composed of 

galactose, fructose, and glucose. In rice, accumulation of raffinose is associated to the heat shock and 

drought stress responses (Wu et al., 2009). The gene LOC_Os06g13720.1, which encodes the 

enzyme dehydrogenase E1, is homologous of the pyruvate dehydrogenase gene AT1G24180 from 

Arabidopsis. This enzyme acts in four different pathways (pyruvate metabolism, citrate cycle/TCA 

cycle, glycolysis/gluconeogenesis and butanoate metabolism), and is responsible for the production 

of chemical energy (ATP) from the degradation of sugars. Two genes were identified in the Purine 

metabolism pathway, LOC_Os01g42380.1, which encodes a pleiotropic drug-resistance protein 

(PDR) and LOC_Os03g04970.1, which encondes a T-complex protein. The gene 

LOC_Os01g42380.1 has an ortholog in A. thaliana, AT1G02520.1, which is part of the ABC family 

(TAIR, 2013). The expression of the gene Ospdr9, which encodes a PDR-type ABC protein, has 

been associated in rice with responses to various types of environmental stresses (Moons, 2003). The 

gene LOC_Os03g04970.1 – similar to Arabidopsis mitochondrial chaperonin 60 (AT3G23990.1), 

have essential function in protein homeostasis under normal condition and are highly responsive to 

various stresses (Demirevska et al., 2008ab).  
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4.6. FINAL CONSIDERATIONS 

This work identified in tropical rice varieties a series of transcripts previously related to 

drought tolerance in temperate rice varieties. As drought is a complex trait, the identified transcripts 

individually show limited effects in phenotype, and for this reason, must be analysed as a group of 

useful genes, with the contributions of the interacting alleles from these loci. The transcripts 

indentified in the present work will derive molecular markers in order to position in the rice 

structural genome. With this approach will be possible to identify, for example, Cis-acting elements, 

in order to better explain the expression variation found in protein or metabolite levels after the 

occurrence of drought in rice, accumulating experimentally supported knowledge to be applied in 

important pathways related to this stress. These transcripts will also be used to search for allelic 

variants of these genes through analysis of polymorphic SNPs in genebank accessions of upland rice, 

aiming the development of cultivars with the best combination of these alleles, and that will result in 

materials with high yield potential upon the occurrence of drought in the reproductive phase. Most of 

the genes identified in the tolerant cultivar Douradão in response to drought stress acts in the 

detoxification, water transportation and metabolism maintenance during the stress. In addition, it was 

found genes from photosynthesis and sugar degradation pathways in both tolerant and susceptible 

cultivars. The identification of transcripts belonging to different metabolic pathways associated with 

responses to water deficit strengthens the idea of great complexity of the genetic control of drought 

tolerance, and are candidates to marker assisted selection of upland rice breeding populations or to be 

overexpressed in genetically modified rice as strategies to develop cultivars with superior 

performance to drought tolerance.  
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Supplementary file 1: 

Table S1. Primers sequences of genes validated by RT-qPCR. 

  

Primer Sequence 

LOC_Os01g71350.1 F  GCAGCGGTTCAGTCCATT 

LOC_Os01g71350.1 R  GAGTCGATCCCCTTGGACTT 

LOC_Os01g07530.1 F GTCGACGTCATCCATCTGC 

LOC_Os01g07530.1 R CAGCATGAAGTCGTTGCAGT 

LOC_Os01g42380.1 F CCGCAGGATGACTCTGCT 

LOC_Os01g42380.1 R GTGCCCGTTGTAGGTCACTT 

LOC_Os01g73200.1 F GGGTTGTCGTTGGGCTACTA 

LOC_Os01g73200.1 R CCAACTTCTCGCTCTTCTCG 

LOC_Os01g74470.1 F TTTTCCACCACATCAACCAG 

LOC_Os01g74470.1 R TCTGCCTTTCCCCAGTAAGA 

LOC_Os03g04060.1 F CCCACGAAACTACAGGTGGA 

LOC_Os03g04060.1 R GGTCCTCGGCCGTAGTAGG 

LOC_Os03g04970.1 F TCGTCAGATTGGGAGTAGGC 

LOC_Os03g04970.1 R CTCAACACCCCTCAACATCA 

LOC_Os06g13720.1 F AAAAGCCCCGCATACTACAA 

LOC_Os06g13720.1 R CCATTTTCAAGAGCATGTTGC 

LOC_Os06g51060.1 F AACGTTGGGTCCGACTACTG 

LOC_Os06g51060.1 R CGGGCCGTAGTTGTAGTTGT 

LOC_Os12g02060.1 F CGAATAGCCGGTTGTGATG 

LOC_Os12g02060.1 R CATCAAATCCACGCAGAGAG 

Actin (ACTX3) F TGCGATAATGGAACTGGTATGG 

Actin (ACTX3) R ACAGCCCTGGGCGCAT 

Eukaryote Elongation factor (EEFα) F TTTCACTCTTGGTGTGAAGCAGAT 

Eukaryote Elongation factor (EEFα) R GACTTCCTTCACGATTTCATCGTAA 

Glyceraldeide-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) F GGGCTGCTAGCTTCAACATC 

Glyceraldeide-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) R TTGATTGCAGCCTTGATCTG 
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Supplementary file 2: 

Table S2. Volumes of the RT-qPCR components reactions. The volume of primer is variable because of the primer 

concentration. 

 

Table S3. Primers concentration for reaction. 

 

 

  

Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG with ROX 

  15F+15R (nM) 25F+25R (nM) 30F+30R (nM) 40F+40R (nM) 50F+50R (nM) 

Rox + Sybr 10 10 10 10 10 

Primer F 0,6 1 1,2 1,6 2 

Primer R 0,6 1 1,2 1,6 2 

Template (10ng) 5 5 5 5 5 

DEPC water 3,8 3 2,6 1,8 1 

Total 20 20 20 20 20 

Primer Concentration 

LOC_Os01g71350.1 15nM 

LOC_Os01g74470.1 15nM 

LOC_Os06g51060.1 25nM 

LOC_Os12g02060.1 25nM 

LOC_Os01g42380.1 25nM 

LOC_Os06g13720.1 30nM 

LOC_Os01g73200.1 40nM 

LOC_Os03g04970.1 40nM 

LOC_Os01g07530.1 50nM 

LOC_Os01g74470.1 50nM 

GAPDH 25nM 

ACTX3 25nM 

EEF-1A 50nM 
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5.1. RESUMO 

O arroz de terras altas é sensível à seca principalmente durante a fase reprodutiva, quando até mesmo 

o estresse moderado pode resultar na redução drástica de produtividade. Diante do estresse, uma 

série de genes é induzida nas plantas, desencadeando uma complexa rede de respostas que se estende 

desde a percepção e reconhecimento do sinal de estresse, passando pela ativação de genes de 

resposta adaptativa. O objetivo desse trabalho foi identificar genes diferencialmente expressos 

(GDEs) relacionados à resposta à seca em folhas e raízes de duas cultivares brasileiras de arroz de 

terras altas, a cultivar tolerante Douradão e a cultivar sensível Primavera. O sequenciamento pelo 

RNA-seq identificou 44.978 transcritos no tecido foliar e 37.898 transcritos no tecido radicular. 

Douradão apresentou 3.554 GDEs no tecido foliar e 840 GDEs, no tecido radicular, enquanto que 

Primavera apresentou 1.141 e 1.975 GDEs, respectivamente. Vários genes atuantes em rotas 

metabólicas atuantes em diferentes mecanismos de tolerância ao estresse foram identificados em 

folhas e raízes de Douradão, como genes relacionados à sinalização celular, fatores de transcrição, 

proteínas protetoras funcionais da célula e enzimas de detoxificação celular. Um conjunto de seis 

genes expressos em ambos os tecidos foram validados via RT-qPCR e a cinco deles tiveram 

resultados similares aos resultados de RNA-seq, indicando uma boa concordância entre os resultados 

de expressão gênica entre as duas técnicas. Foi realizada uma análise de homologia envolvendo os 

transcritos não anotados em arroz contra o banco de dados de Arabidopsis thaliana, a qual revelou 

um gene relacionado ao crescimento celular de raízes na cultivar Douradão. Os seis genes 

relacionados a tolerância à seca serão utilizados como marcadores moleculares em seleção assistida 

no programa de melhoramento de arroz de terras altas e são genes candidatos a serem utilizados na 

transformação de genótipos sensíveis à seca. 
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5.2. INTRODUÇÃO 

Atualmente, um dos principais desafios que a agricultura enfrenta é a escassez global de água 

causada pelo aumento da população mundial e as mudanças climáticas (Yang et al., 2010). Esses 

fatores associados tornam cada vez mais desafiadores os objetivos dos programas de melhoramento 

de plantas. Explorar o potencial de rendimento e manter a estabilidade de rendimento de culturas em 

ambientes limitados em água são tarefas urgentes que devem ser resolvidas para garantir o 

abastecimento de alimentos para a crescente população mundial. 

Dentre as culturas ameaçadas por esse cenário de escassez de água encontra-se o arroz (Oryza 

sativa L.), um dos alimentos mais importantes do mundo, o qual é muito sensível ao estresse hídrico 

devido à sua adaptação limitada a uma situação de déficit hídrico. Em contrapartida o arroz possui 

características únicas de tolerância e sensibilidade a estresses abióticos quando comparado a outras 

culturas, sendo capaz de tolerar solos encharcados e submersão em níveis que seriam críticos a outras 

culturas, apresentando moderada tolerância à salinidade e à acidez do solo, sendo altamente sensível 

à seca e frio (Lafitte et al., 2004). O cultivo de arroz de terras altas (produzido sem irrigação 

constante) é caracterizado pela condição aeróbica de desenvolvimento das raízes da planta. Este tipo 

de cultivo é encontrado predominantemente na região do Cerrado no Brasil e, em menor quantidade, 

na África (Guimarães, 2006). Portanto, é importante para o desenvolvimento de tecnologias para 

aumentar a produtividade neste sistema, uma vez que beneficia pequenos, médios e grandes 

agricultores em todo nesses países produtores (Gitti et al., 2013).  

Estresses como a seca afetam diretamente a produtividade da maioria das culturas em graus 

variáveis, a qual interfere no crescimento e no rendimento das plantas (Guo et al., 2011), alterando 

vários aspectos fisiológicos, tais como, taxa de crescimento, transpiração, taxa fotossintética, as 

relações hídricas, o conteúdo de ácido abscísico, entre outros (Siemens and Zwiazek, 2004; 

Vandeleur et al., 2005). Adicionalmente, promove alterações no comportamento vegetal, cuja 

irreversibilidade vai depender do genótipo, da duração, da severidade e do estádio de 

desenvolvimento da planta. Porém, durante a evolução, as plantas desenvolveram sofisticados 

mecanismos para percepção de mudanças sutis nas condições de crescimento e desencadeando 

respostas necessárias para sua adaptação às diversas condições ambientais (Gao et al., 2007). 

A tolerância ou sensibilidade de uma planta a estresses abióticos é um fenômeno muito 

complexo, envolvendo a expressão coordenada de vários genes relacionados aos mecanismos de 

tolerância, os quais podem ser classificados em dois grupos (Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 

2006). O primeiro grupo se refere a genes que codificam proteínas regulatórias, as quais estão 

envolvidas em vias de transdução de sinais, tais como fatores de transcrição; e o segundo grupo 

codifica proteínas funcionais, tais como as enzimas que atuam em várias vias metabólicas, dentre as 

quais estão as receptoras de moléculas oxidantes, síntese de biomoléculas e produção de energia. O 
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estímulo ambiental, incluindo estresse salino e de seca, é inicialmente detectado pelas proteínas 

receptoras, as quais estão presumivelmente localizadas na superfície celular, e então, transduzido ao 

núcleo, para induzir a expressão de genes relacionados e, consequentemente, aliviar a citotoxicidade. 

Portanto, a percepção do estresse abiótico e a transdução de sinais são passos críticos para o 

desenvolvimento de mecanismos de respostas adaptativas, assegurando a sobrevivência e a 

reprodução das plantas expostas a ambientes adversos (Chinnusamy et al., 2004).  

Diversos genes já foram identificados e validados cuja expressão foi relacionada a resposta ao 

déficit hídrico, como MAP kinases (Agrawal et al., 2003; Rodriguez et al., 2010), genes DREB 

(Dubouzet et al., 2003; Gao et al., 2011; Ravikumar et al., 2014), proteína-kinase dependente de 

cálcio (Saijo et al., 2001), uma endo-1,3-beta-glucanase (Akiyama and Pillai, 2001), um fator de 

elongação da tradução (Li and Chen, 1999) e glutathiona redutase (Kaminaka et al., 1998). Genes 

responsáveis por funções celulares distintas, tais como absorção de água (aquaporinas) (Martre et al., 

2002), sinalização (kinases) (Saijo et al., 2001; Liu et al., 2003), integridade da membrana (proteínas 

LEA) (Xu et al., 1996; Rohila et al., 2002; Babu et al., 2004), e metabolismo de carboidrato (TPS) 

(Jang et al., 2003), também foram associados à respostas ao déficit hídrico em arroz. Recentemente, 

foi relatado que tecidos foliar e radicular compartilham um número mínimo de genes e que cada 

tecido atua de modo diferente em resposta à níveis diferentes de desidratação (Minh-Thu et al., 

2013). 

A técnica de RNA-seq tem sido muito utilizada na descoberta e na quantificação de expressão 

de genes. Essa técnica apresenta vantagens sobre outras tecnologias pela maior sensibilidade e pela 

alta capacidade de quantificar a expressão gênica, mesmo em transcritos que possuem baixos níveis 

de expressão (Wang et al., 2009). Estudos de RNA-seq têm possibilitado grandes avanços no 

entendimento da expressão de genes de arroz nos últimos anos (Zhai et al., 2013, Kyndt et al., 2012, 

Oono et al., 2011, Mizuno et al., 2010). A análise de transcriptoma de raízes de arroz revelou que o 

tecido radicular responde a estímulos externos, mostrando uma expressão mais elevada de, por 

exemplo, genes sensíveis à auxina e de respostas ao ácido abscísico, bem como da via 

fenilpropanóide e fotossíntese (Kyndt et al., 2012). 

Os objetivos desse trabalho foram: (i) identificar genes diferencialmente expressos em duas 

cultivares de arroz de terras altas com características constrastantes para a tolerância à seca ; (ii) 

validar alguns genes candidatos relacionados a tolerância à seca via RT-qPCR; (iii) Determinar a 

provável função de transcritos de arroz não anotados por meio da análise de homologia em banco de 

dados de Arabidopsis thaliana.  
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5.3. MATERIAL E MÉTODOS 

5.3.1. Material vegetal 

As cultivares selecionadas para ensaio de tolerância à deficiência hídrica, Douradão e 

Primavera, fazem parte do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Arroz e Feijão, as quais são 

ulitizadas no programa de melhoramento de arroz da Embrapa. Essas cultivares são da subespécie 

japonica e foram escolhidas devido as suas diferenças fisiológicas. A cultivar Douradão foi lançada 

em 1988 e originária do cruzamento entre a cultivar ‘IAC-25’ e a linhagem Africana ’63-83’ (Soares 

et al., 1989). Essa cultivar possui como principais características o ciclo curto; robustez inicial de 

plântulas, porte de planta, adaptabilidade ambiental e tolerância a estresses bióticos e abióticos. A 

cultivar Primavera foi lançada comercialmente em 1987, e desenvolvida a partir do cruzamento entre 

as linhagens IRAT 10 e LS 85-158 (Soares et al., 2001), e possui como principais características a 

alta produtividade e o excelente tipo de grão (Fonseca et al., 2007). 

 

5.3.2. Experimento de tolerância à seca 

O experimento de deficiência hídrica foi conduzido no ano de 2011, entre os meses de 

novembro e março, em casa de vegetação da Embrapa Arroz e Feijão, Santo Antônio de Goiás, GO. 

Para instalação dos experimentos, cerca de 10 plantas foram semeadas em cada vaso (repetição), e 

após a germinação foram mantidas somente cinco plantas em cada vaso, escolhidas aleatoriamente. 

A restrição hídrica foi aplicada em dois ciclos durante o cultivo, conforme descrito por Counce et al 

(2000), sendo que o 1º ciclo o corte da irrigação ocorreu entre os estádios vegetativos V3 e V6; e no 

2º ciclo o corte de irrigação iniciou-se no estádio reprodutivo R3 (emissão da panícula) e estendeu-se 

até o estádio reprodutivo R6 (grão leitoso). Durante esses dois ciclos, quatro regimes de irrigação 

foram utilizados: Grupo A (grupo controle) – conjunto de plantas submetidas a 100 % da Capacidade 

de Campo (CC); Grupo B – conjunto de plantas submetidas a 70% da CC; Grupo C – conjunto de 

plantas submetidas a 50% da CC e Grupo D – conjunto de plantas submetidas a 30% da CC. Em 

ambos os anos de experimentação a irrigação foi realizada normalmente a partir da semeadura. 

Quando 50% das plantas de cada cultivar atingiram o estádio vegetativo V3 (início do 1º ciclo de 

deficiência hídrica), a irrigação foi interrompida para que os diferentes regimes hídricos fossem 

alcançados no solo até o estádio vegetativo V6. A irrigação continuou normalmente para o conjunto 

de plantas submetidas ao 2º ciclo de deficiência hídrica até o momento em que mais de 50% das 

plantas, desse conjunto de vasos, atingiram o estádio reprodutivo R3, quando foi aplicada a restrição 

hídrica, e que durou até o estádio R6. 

Para estabelecer a quantidade de água no vaso para cada regime hídrico, foi determinada a 

capacidade de campo (CC) do solo, definida como o máximo conteúdo de água retido pelo solo após 
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o excesso ter sido drenado (Mello et al. 2002). Para cada vaso, portanto, foi registrada a massa 

máxima (solo + água), bem como o volume de água correspondente a 100 % da CC. A massa foi 

obtida utilizando balança eletrônica (Marte, modelo LC20) e o volume foi medido utilizando proveta. 

A duração do estresse variou com a severidade do tratamento, ou seja, para as plantas submetidas a 

70% da CC a duração do estresse foi de 10 dias. Para as plantas submetidas a 50% da CC, a duração 

foi de seis dias. Para as plantas submetidas a 30% da CC, a duração foi de um dia. 

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, no qual foram utilizadas 

seis repetições, sendo três vasos utilizados para amostragem do material vegetal e três vasos 

mantidos até o final do ciclo do arroz para determinação de rendimento de grãos. As repetições 

foram feitas por regime hídrico e cultivar, totalizando 12 vasos por tratamento e considerou-se 

parcela o vaso contendo cinco plantas.  

 

5.3.3. Atributo agronômico 

Após os períodos de restrição hídrica a irrigação foi imediatamente retomada, e mantida até o 

final do ciclo da cultura para determinação da produtividade de cada tratamento (g grãos vaso-1). A 

produtividade foi utilizada como caráter aferidor da tolerância ao déficit hídrico, de acordo com 

Campos et al. (2004). Os dados de produtividade foram submetidos à análise de variância (ANOVA) 

utilizando o software Statistica 12 (StatSoft), e a comparação de médias foi realizada pelo teste 

Tukey, adotando-se o nível de 5 % de probabilidade de erro (p < 0,05). Isso permitiu definir qual 

ciclo de restrição hídrica afetou mais a produtividade. Após definição do estádio de desenvolvimento 

das plantas de arroz de terras altas e da quantidade de água a ser reduzida nos vasos, procedeu-se as 

avaliações dos atributos fisiológicos e moleculares de plantas cultivadas sob deficiência hídrica no 

ano de 2011.  

 

5.3.4. Atributos fisiológicos 

No último dia da aplicação da deficiência hídrica foram realizadas nas folhas apicais 

(completamente expandidas e expostas à radiação solar): (a) avaliação de trocas gasosas: taxa 

fotossintética (μmol CO2 m
-2

 s
-1

), taxa transpiratória (mmol H2O m
-2

 s
-1

) e condutância estomática 

(mol H2O m
-2

 s
-1

), determinadas por meio do medidor portátil de gás na região do infravermelho 

(LCpro+, ADC BioScientific), no período entre 08:00 e 10:00 horas da manhã e (b) avaliação do 

potencial hídrico - w (MPa), no período entre 05:30 e 6:00 horas da manhã. 

 

5.3.5. Atributos moleculares 

5.3.5.1. Extração de RNA 
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Para análise de transcriptoma, amostras de folhas e raízes de plantas controle e estressadas 

das cultivares Douradão e Primavera foram coletadas no último dia de restrição hídrica e 

imediatamente colocadas em nitrogênio líquido e armazenadas em ultrafreezer (– 80 °C). As folhas 

apicais (última folha completamente expandida do topo para a base do colmo principal) e um pool de 

raízes de três plantas foram utilizados com material vegetal para a extração do RNA total. A extração 

do RNA total foi obtida pelo PureLink® RNA Mini Kit (Ambion®) de acordo com as 

recomendações do fabricante. O RNA total foi ressuspenso em água livre de RNase e mantidos a – 

80 °C. A determinação da quantidade e qualidade do RNA total foi feita no aparelho NanoVueTM 

(GE Healthcare UK Ltd – England) e BioAnalyzer 2100 (Agilent Technologies CA, USA), 

respectivamente. 

5.3.5.2. RNA-seq e análise de bioinformática 

As amostras de RNA total do tecido foliar e radicular foram enviadas para Beijing Genomics 

Institute (BGI, Hong Kong, China), onde foram desenvolvidas oito bibliotecas de cDNA, sendo 

quatro bibliotecas de cada tecido (duas de plantas controle – folha e raiz, e duas de plantas 

estressadas – folha e raiz, de cada cultivar), seguido por sequenciamento na plataforma Illumina 

HiSeq™ 2000. Os dados coletados foram filtrados e submetidos ao alinhamento e mapeamento com 

o genoma de referência do arroz (Oryza sativa, Nipponbare- MSU Rice Genome versão 7.0) por 

meio do software TopHat versão 2.04 (Trapnell et al., 2012). O pacote de softwares Cufflinks 2.0.01 

(Trapnell et al., 2012) foi utilizado para construir os assemblies de cada biblioteca e identificar os 

genes diferencialmente expressos (GDEs). Os reads de cada uma das amostras referentes às quatro 

bibliotecas de cDNA foram normalizados considerando tamanho dos genes, tamanho da biblioteca 

(amostra) e quantidade de Reads expressos no gene em questão, considerando a abundância dos 

Reads por Kilobase de regiões expressas a cada milhão de Reads mapeados (RPKM - Reads Per 

Kilobase of exon model Per Million Mapped Reads; Mortazavi et al., 2008). Os transcritos dos 

prováveis genes foram identificados usando os seguintes critérios: (1) false discovery rate (FDR) ≤ 

0.001 e (2) log2 fold change (FC) ≥ 2. Usando esses critérios, os GDEs foram identificados no tecido 

foliar e radicular, nas duas cultivares. Na comparação dos GDEs entre as cultivares, foram subtraídos 

os GDEs comuns entre os tratamentos controles e o tratamento de deficiência hídrica. A visualização 

dos genes expressos comuns e exclusivos aos dois regimes hídricos impostos e as duas cultivares 

selecionados foi obtida por meio do diagrama de Venn, utilizando a ferramenta Venny (Oliveros, 

2007) disponível em http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html. 

Os transcritos foram anotados através do algoritmo BLASTx (Altschul et al., 1997) e 

confrontados à base de dados de proteínas de arroz não redundantes com as configurações padrões, 

através da ferramenta blast+ do pacote NCBI C++ Toolkit (NCBI). A fim de atribuir provável função 

http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html
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ao conjunto global de transcritos de cada tecido acessando os termos do Gene Ontology (GO) foi 

utilizada a ferramenta BLAST2GO, a partir dos hits do BLASTx (Conesa et al., 2005), o qual 

distribui os genes em três categorias funcionais principais: biological process, molecular function e 

cellular process. Os parâmetros adotados na anotação foram as configurações padrões do 

BLAST2GO (E-value < 1.0 E
-6

 e annotation cutoff = 20). 

Para identificar os termos funcionais enriquecidos pelos genes diferencialmente expressos 

utilizou-se a ferramenta Singular Enrichment Analysis (SEA) do software agriGO (Zhou et al., 

2010), que possui uma interface web (http://bioinfo.cau.edu.cn/agriGO) e está integrada a um banco 

de dados para a análise de Gene Ontology (GO) com ênfase em espécies vegetais. Com essa análise 

foi possível identificar os termos funcionais enriquecidos, determinando o valor-p para a anotação 

associada em uma lista de genes. Para isso foi utilizada a distribuição hipergeométrica e um valor-p 

corrigido foi calculado para corrigir o teste de múltiplas hipóteses. 

 

O valor-p calculado na distribuição hipergeométrica foi obtido pela seguinte fórmula: 
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Onde N é o número total de genes na distribuição de fundo (todos os genes de um 

determinado organismo), M é o número de genes naquela distribuição que são anotados, n número de 

genes da lista de interesse e k número de genes da lista de interesse anotados. Foi utilizada a correção 

de múltiplas hipóteses de Bonferroni, sendo considerado valor-p corrigido menor que 0,05 como 

significativo. 

Adicionalmente, os genes identificados em cada tecido vegetal avaliado (foliar e radicular) 

foram posicionados em rotas metabólicas utilizando Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 

(KEGG), disponível em: http://www.genome.jp/kegg/.  

 

5.3.6. Análise de homologia 

 Como Arabidopsis thaliana possui um genoma extensivamente anotado e manualmente 

verificado por curadores, além de estar amparado por vastos dados experimentais, então foi possível 

realizar a comparação genes homólogos dessa espécie com genes de arroz. Para isso, todos os 

transcritos identificados provenientes do RNA-seq foram alinhados e comparados as sequências de 

Arabidopsis por meio da análise  tBLASTx, derivadas da base de dados TAIR10, usando o e-value: 1 

http://bioinfo.cau.edu.cn/agriGO
http://www.genome.jp/kegg/
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x 10
-5

 como valor de corte. A partir da identificação de homólogos putativos entre Arabidopsis e 

arroz foi possível identificar e anotar genes diferencialmente expressos nas bibliotecas que não foram 

identificados pelo análise prévia de BLASTx com os dados do genoma de arroz. 

 

5.3.7. Validação dos dados de RNA-seq via RT-qPCR 

 A partir das comparações entre os GDEs foram selecionados alguns genes expressos tanto no 

tecido foliar quanto no tecido radicular (Tabela suplementar 1) para validação dos dados de RNA-

seq, na qual utilizou-se a técnica de RT-qPCR (real time quantitative PCR). Um primer de cada par 

de cada um dos genes selecionados foi desenhado na junção éxon-éxon pelo programa 

OligoPerfect™ Designer (http://tools.lifetechnologies.com/content.cfm?pageid=9716). O RNA total 

de cada uma das amostras analisadas (tecido foliar e radicular de Douradão e Primavera submetidos à 

100 e 50 % de CC) foi tratado com DNAse I (Invitrogen
TM

) para evitar a interferência de eventual 

molécula de DNA na PCR. A reação de transcrição reversa foi realizada com 1µg de RNA total 

usando random primer e o kit Superscript II reverse transcriptase (Invitrogen
TM

) de acordo com as 

recomendações do fabricante. Os experimentos de RT-qPCR foram conduzidos utilizando o kit 

Platinum
®
 SYBR

®
 Green qPCR SuperMix-UDG with ROX (Invitrogen

TM
) no aparelho 7500 Real-

Time PCR System (Applied Biosystems
®
). As condições das reações foram: 50°C por 2 minutos, 

95°C por 2 minutos seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 30 segundos. O 

volume total por reação foi de 20 µl, contendo 10 µl de SuperMix-UDG with ROX (Invitrogen
TM

), 

2µl de cDNA (12,5 ng/µl), o volume de água e primers forward e reverse foi variável para cada 

gene, de acordo com o ajuste feito para a concentração ideal de cada primer (Tabelas suplementares 

2 e 3). Todas as reações de RT-qPCR foram realizadas em triplicata, e as análises de expressão foram 

realizadas no DataAssist™ Software (Life Technologies), baseado no método de delta-delta Ct. Uma 

curva de dissociação (60°C – 95°C) foi realizada ao final do ciclo de PCR para conferir a 

especifidade do produto amplificado. A detecção do ciclo de quantificação por reação foi 

normalizado contra o nível de expressão dos genes de referências de arroz Actin (ACTX3), 

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) e Eukariote Elongation factor (EEFα) 

(Tabela suplementar 1). 

 

5.4. RESULTADOS 

5.4.1. Atributo agronômico 

A partir da média da produtividade foi possível definir em qual estádio (vegetativo ou 

reprodutivo) e qual tratamento de restrição hídrica reduziu a produtividade em pelo menos 50%. O 

ciclo de restrição hídrica selecionado foi o 2° ciclo, correspondente ao estádio reprodutivo, e o 

http://tools.lifetechnologies.com/content.cfm?pageid=9716
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regime hídrico de 50% da CC, os quais resultaram em uma redução de, no mínino, 50 % de 

produtividade (Tabela 1). 

Tabela 1. Índice de Produtividade (IP) de plantas de arroz de terras altas, cultivares Douradão e BRS Primavera, 

submetidas aos regimes hídrico de: 70%, 50% e 30% de capacidade de campo (CC) em relação ao tratamento controle 

(100% de CC), média de dois anos de experimentação, 2010 e 2011. 

 

  Estádio Vegetativo Estádio Reprodutivo 

Tratamento Douradão Primavera Douradão Primavera 

  (IP) (IP) (IP) (IP) 

100% de CC 1,00
 

1,00
 

1,00
 

1,00
 

70% de CC 0,97
 

0,66
 

1,00
 

0,72
 

50% de CC 0,86
 

0,50
 

0,76
 

0,42
 

30% de CC 0,49
 

0,11
 

0,51
 

0,14
 

 

5.4.2. Atributos fisiológicos 

 Para confirmar que a restrição hídrica resultou em deficiência hídrica nas plantas avaliadas no 

experimento foi realizada a avaliação do potencial hídrico (Ψw) foliar, o qual apresentou redução 

significativa em função da deficiência hídrica imposta (Figura 1 A). As cultivares Douradão e 

Primavera apresentaram valores de Ψw foliar de - 1,2 MPa e - 0,47 MPa, respectivamente, no 

tratamento sem restrição hídrica. Entretanto, quando as plantas foram submetidas a um regime 

hídrico de 50% de CC, plantas de Douradão apresentaram valor de Ψw igual a - 2,4 Mpa (redução de 

100% na energia livre da água em relação às plantas do tratamento-controle); enquanto que nas 

plantas de Primavera, o valor de Ψw foi igual a -1,0 Mpa (redução de 124% em relação às plantas do 

tratamento-controle). As medidas de trocas gasosas foram usadas para avaliar taxa fotossintética (A), 

taxa transpiratória (E) e condutância estomática (gs) em plantas de Douradão e Primavera, sob 

condição hídrica ótima e não ótima (Figura 1 B). Sob irrigação adequada a taxa fotossintética das 

plantas de Douradão e Primavera foi igual a 16,3 μmol CO2 m
-2

 s
-1

 e 13,2 μmol CO2 m
-2

 s
-1

, 

respectivamente; enquanto, sob baixa disponibilidade hídrica, os valores foram de 6,4 μmol CO2 m
-2

 

s
-1

 (redução de 61 %) e 9,5 μmol CO2 m
-2

 s
-1

 (redução de 28 %), respectivamente. A taxa 

transpiratória de plantas de Douradão e Primavera no tratamento controle foi, para ambas, de 5,1 

mmol H2O m
-2

 s
-1

, enquanto que no tratamento de 50 % de CC foi de 2,4 5,1 mmol H2O m
-2

 s
-1 

para 

Douradão (redução de 52 %) e 4,1 mmol H2O m
-2

 s
-1

 para Primavera (redução de 20 %)(Figura 1 C). 

Quanto à condutância estomática (dependente do número e atividade dos estômatos), observou-se 

que plantas de Douradão e Primavera apresentaram valores médios de 1,9 mol H2O m
-2

 s
-1 

e 1,1 mol 

H2O m
-2

 s
-1

, respectivamente, quando submetidas ao cultivo sob condição adequada de água. Já em 

condições de deficiência hídrica, a redução foi de 79 % e 60 % para plantas de Douradão e 

Primavera, respectivamente. 
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Figura 1. Atributos fisiólogicos avaliados plantas de arroz de terras altas, Douradão e Primavera durante o 2º ciclo de 

deficiência hídrica do segundo ano de experimentação (2011). A. Potencial hídrico foliar Ψw (MPa) em função do 

regime hídrico imposto. B. Taxa fotossintética (A – μmol CO2 m
-2

 s
-1

) em função do regime hídrico imposto. C. Taxa 

transpiratória (E – mmol H2O m
-2

 s
-1

) em função do regime hídrico imposto. D. Condutância estomática (gs – mol H2O 

m
-2

 s
-1

) em função do regime hídrico imposto. 

 

 

5.4.3. Bibliotecas de RNA-seq 

Foram gerados, a partir do RNA-seq das 8 bibliotecas, um total de 206.456.674 reads paired-

ends (PE) de 100 pb. A cobertura total dos reads no genoma do arroz foi de aproximadamente 39 

vezes, e a cobertura em relação às regiões codantes do DNA (CDS) foi de aproximadamente 166 

vezes (Tabela 2). 

 Os reads mapeados e alinhados pelo programa TopHat totalizaram 73,6 % do número total 

sequenciado a partir do alinhamento das sequências de cada biblioteca. Em Douradão foram 

sequenciados 27.618 transcritos, sendo 24.090 (87,2 %) similares às sequências do genoma de 

referência Nipponbare (MSU Rice Genome version 7.0), enquanto que para Primavera foram 

sequenciados 27.230 transcritos, dos quais 23.663 transcritos (86,9%) apresentaram homologia ao 

Nipponbare. 
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Tabela 2. Descrição das bibliotecas sequenciadas (RNA-seq) do tecido foliar e radicular de plantas de arroz de terras 

altas, cultivadas sob condição normal de irrigação e sob condição de 50 % da CC, na fase reprodutiva durante seis dias.  

 

Bibliotecas Número de 

reads 

Número de 

reads mapeados 

~ Cobertura em 

região CDS (91MB) 

~ Cobertura no 

genoma (389MB) 

Folha – Douradão 100% de CC 26,378,165 22,063,082 24.25 5.67 

Folha – Douradão 50% de CC 24,453,366 20,758,339 14.02 3.28 

Folha – Primavera 100% de CC 26,194,781 21,806,511 23.97 5.60 

Folha – Primavera 50% de CC 26,598,822 21,944,543 24.11 5.64 

Raiz – Douradão 100% de CC 24,598,210 17,565,743 19.30 4.51 

Raiz – Douradão 50% de CC 26,127,510 18,937,302 20.81 4.86 

Raiz – Primavera 100% de CC 25,598,394 18,577,201 20.41 4.77 

Raiz – Primavera 50% de CC 26,507,426 18,247,792 20.05 4.69 

Total 206,456,674 161,900,513 166.92 39.02 

Média 25,807,084 20,237,564 20.865 4.88 

 

5.4.4. Anotação global dos genes identificados em folhas e em raízes de plantas de 

Douradão e de Primavera submetidas a diferentes regimes hídricos 

 Para acessar a informação completa das categorias funcionais dos genes encontrados nas 

bibliotecas de cada tecido realizou-se uma anotação global dos genes. Todos os transcritos 

identificados, em cada tecido vegetal, foram analisados em conjunto pelo BLAST2GO, considerando 

tanto o total de transcritos por cultivar (Douradão e Primavera) quanto o total de transcritos por 

tratamento (regime hídrico). 

 No tecido foliar 44.978 transcritos (39.440 identificados no genoma de referência do arroz) 

foram distribuídos em três categorias funcionais principais: biological process (com 17 

subcategorias), molecular function (com 11 subcategorias) e cellular component (com 6 

subcategorias). No tecido radicular 37.898 transcritos (33.642 identificados no genoma de referência 

do arroz) foram distribuídos em três categorias funcionais principais: biological process (com 17 

subcategorias), molecular function (com 8 subcategorias) e cellular component com (7 

subcategorias) (Figura 2). 

 Por meio da análise de posicionamento dos genes em rotas metabólicas verificou-se que do 

conjunto total de genes identificados no tecido foliar (44.978), 6.804 genes expressam 545 enzimas 

que estão envolvidas em 124 rotas metabólicas, enquanto que do conjunto total de genes 

identificados no tecido radicular (37.898), 6.578 genes expressam 513 enzimas que estão envolvidas 

em 124 rotas metabólicas diferentes (Tabela 3). 



 

82 
 

 

Figura 2. Classificação pelo GO dos genes identificados no tecido foliar e radicular das cultivares Douradão e Primavera 

submetidas ao cultivo sob condição hídrica normal (tratamento 100% de CC) e sob condição de deficiência hídrica (50 % 

de CC). 

 

Tabela 3. Rotas metabólicas, anotadas pelo KEGG, com maior número de sequências obtidas de amostras detecido foliar 

e radicular das cultivares  Douradão e Primavera. 

 

Rota Metabólica Transcritos obtidos do 

tecido foliar 

Transcritos obtidos do 

tecido radicular 

Código da 

rota 

Purine metabolism 457 381 ko00230  

Starch and sucrose metabolism 313 298 ko00500  

Methane metabolism 209 207 ko00680 

Amino sugar and nucleotide sugar metabolism 182 119 ko00520  

Thiamine metabolism 168 135 ko00730 

Pyrimidine metabolism 166 123 ko00240  

Phenylalanine metabolism 152 150 ko00360 

Galactose metabolism 139 133 ko00052  

Glycolysis / Gluconeogenesis 139 123 ko00010 

Phenylpropanoid biosynthesis 126 135 ko00940 

Glycerolipid metabolism 119 93 ko00561 

Glutathione metabolism 118 111 ko00799  

Carbon fixation in photosynthetic organisms 114 96 ko00710  

Cysteine and methionine metabolism 110 97 ko00270 

Pentose phosphate pathway 102 67 ko00030  
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Glycerophospholipid metabolism 99 83 ko00564  

alpha-Linolenic acid metabolism 91 81 ko00592 

Pyruvate metabolism 88 78 ko00620 

Nitrogen metabolism 86 53 ko00910  

Oxidative phosphorylation 86 61 ko00190  

 

5.4.5. Identificação dos Genes Diferencialmente Expressos (GDEs) 

 Considerando o tecido foliar de Douradão, a comparação das plantas do tratamento controle e 

das submetidas à deficiência hídrica resultou na identificação de 3.554 GDEs (2.382 upregulated e 

1.172 downregulated), sendo 2.988 identificados no genoma de referência do arroz. Em Primavera 

foram identificados 1.908 GDEs (1.519 upregulated e 389 downregulated), sendo 1.710 

identificados no genoma de referência do arroz. Portanto o número de GDEs em folhas foi superior 

em Douradão, sendo 1.141 GDEs comuns entre as cultivares (Figura 3A).  

Considerando o tecido radicular foram identificados em Douradão 840 GDEs (419 

upregulated e 421 downregulated), dos quais 697 identificados no genoma de referência do arroz. 

Para Primavera foram identificados 1.975 GDEs (591 upregulated e 1.384 downregulated), sendo 

1.709 identificados no genoma de referência do arroz. Observou-se que o número de GDEs (840) em 

raízes de Douradão foi inferior ao número de GDEs (1.975) em raízes de Primavera, e que 299 GDEs 

foram comuns entre as cultivares (Figura 3B). O número de GDEs em folhas de Primavera 

representou 53,7 % do total de GDEs em folhas de Douradão, enquanto que na raiz o número de 

GDEs em Douradão representou 42,5 % do total de GDEs de Primavera. 

 Considerando o número de GDEs em tecido foliar entre Douradão e Primavera na condição 

de cultivo sob restrição hídrica (50% CC) foram identificados 1.299 GDEs (808 upregulated e 491 

downregulated em Douradão), sendo 1.184 identificados no genoma de referência do arroz. No 

tecido radicular foram identificados 1.263 GDEs (628 upregulated e 635 downregulated em 

Douradão), sendo 1.208 identificados no genoma de referência do arroz. O número de GDEs, entre 

as cultivares, nas folhas foi similar ao número de GDEs em raiz, e somente 115 GDEs foram comuns 

entre os tecidos (Figura 3C). 
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A  B  

C  

Figura 3. Diagramas de Venn representando os genes diferencialmente expressos (GDEs). A: GDEs nas folhas das 

plantas de Douradão e de Primavera, cultivadas sob condição hídrica normal (100% de CC) e sob condição de deficiência 

hídrica (50% de CC). B:GDEs nas raízes das plantas de Douradão e de Primavera, cultivadas sob condição hídrica 

normal (100% de CC) e sob condição de deficiência hídrica (50% de CC). C: GDEs identificados nas folhas e nas raízes 

de plantas de Douradão e Primavera, cultivadas sob deficiência hídrica (50% de CC). As letras “D”e “P” indicam, 

respectivamente, Douradão e Primavera. 

 

 

5.4.6. Anotação funcional dos GDEs em folhas de plantas de Douradão e de Primavera 

submetidas a diferentes regimes hídricos 

 No tecido foliar de Douradão, dos 2.988 GDEs identificados, 2.057 foram anotados pelo GO 

com 13 subcategorias enriquecidas (Figura 4), dentre as quais se destacam metabolic process 

(1.247), catalytic activity (921) e response to stimulus (543). No tecido foliar de Primavera, dos 

1.710 GDEs identitificados, 1.203 foram anotados pelo GO com 11 subcategorias enriquecidas, 

dentre as quais se destacam catalytic activity (535), response to stimulus (360) e response to stress 

(265). 
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 Em folhas de Douradão, dentre os genes da subcategoria metabolic process, 757 foram 

upregulated e 489 foram downregulated quando as plantas foram cultivadas sob deficiência hídrica. 

Dentre os genes upregulated, a maioria está envolvida em primary metabolic process (488), 

nucleotide and nucleic acid metabolic process (205) e protein modification process (125). Dentre os 

genes downregulated, 12 estão envolvidos no processo fotossintético: chlorophyll A-B binding 

protein (LOC_Os01g41710.1, LOC_Os01g52240.1 e LOC_Os02g52650.1 – Figura 5), 2Fe-2S iron-

sulfur cluster binding domain containing protein (LOC_Os07g30670.1), ATP synthase F1, delta 

subunit family protein (LOC_Os02g51470.3), NADPH-dependent oxidoreductase 

(LOC_Os10g38206.1), pyrophosphate--fructose 6-phosphate 1-phosphotransferase subunit alpha 

(LOC_Os02g48360.1), ribose-5-phosphate isomerase A (LOC_Os07g08030.1), thylakoid lumen 

protein (LOC_Os05g33280.1) e expressed protein não caracterizadas (LOC_Os02g51020.1, 

LOC_Os07g28610.1 e LOC_Os08g17390.1). Entre os 12 genes downregulated destacam-se três 

envolvidos em rotas metabólicas: (a) chlorophyll A-B binding protein, localizados na rota 

Photosynthesis – antenna proteins; (b) ATP synthase F1, delta subunit family protein, na Oxidative 

phosphorylation e na Photosynthesis; e (c) Ribose-5-phosphate isomerase precursor, na Pentose 

phosphate pathway, Biosynthesis of amino acids, Carbon metabolism e Carbon fixation in 

photosynthetic organisms. 

 Em Douradão e Primavera a subcategoria catalytic activity foi representada por 921 genes 

(546 upregulated e 374 downregulated) e 535 genes (441 upregulated e 93 downregulated), 

respectivamente. Grande parte dos genes dessa subcategoria, para ambas as cultivares, são 

relacionados às proteínas kinase, dos quais 80 genes foram upregulated e 106 downregulated sob 

condição de deficiência hídrica em Douradão, e 56 genes foram upregulated e 21 downregulated sob 

condição de deficiência hídrica em Primavera. Porém, somente entre os genes upregulated de 

Douradão foram observados genes de serine/threonine-protein kinase (LOC_Os01g04580.1, 

LOC_Os01g04460.1, LOC_Os09g12240.1, LOC_Os08g25380.1 e LOC_Os05g42210.1). 

 Dentre os 543 genes de Douradão e os 360 genes de Primavera associados a subcategoria 

response to stimulus, 264 genes (179 upregulated e 85 downregulated) de Douradão e 186 genes 

(169 upregulated e 17 downregulated) de Primavera, foram classificados em response to abiotic 

stress. Dentre os genes upregulated em response to abiotic stress, destacam-se aqueles que 

expressam as proteínas: glycosyl hydrolase, hsp20/alpha crystallin family protein, glycosyl 

hydrolases family 17, protein phosphatase 2C, late embryogenesis abundant protein – LEA e 

HVA22. Nenhum desses genes está envolvido em rotas metabólicas descritas pelo KEGG. 
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Figura 4. Classificação dos genes diferencialmente expressos no tecido foliar de Douradão e Primavera enriquecidos 

pelos termos do Gene Ontology. Os genes estão distribuídos em diferentes subcategorias dentro das três categorias 

funcionais principais: Biological Process, Cellular Component e Molecular Function. 

 

 
 

Figura 5. Genes diferencialmente expressos, identificados como chlorophyll A-B binding protein atuantes na 

Photosynthesis – Antenna Proteins, em folhas de plantas de Douradão e Primavera, a diferentes regimes hídricos. As 

caixas azuis indicam os genes identificados na rota metabólica Photosynthesis – Antenna Proteins. A proteína Lhcb1 é 

relacionada aos genes  LOC_Os01g41710.1 e LOC_Os02g52650.1, os quais expressam a light-harvesting complex II 

chlorophyll a/b binding protein 1. A proteína Lhcb5 é relacionada ao gene LOC_Os01g52240.1, que expressa a light-

harvesting complex II chlorophyll a/b binding protein 5. 
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5.4.7. Anotação funcional dos GDEs identificados em raízes de plantas de Douradão e 

de Primavera submetidas a diferentes regimes hídricos 

A anotação funcional dos genes diferencialmente expressos no tecido radicular de cada 

cultivar procedeu-se de maneira similar à anotação dos genes identificados no tecido foliar. Dos 697 

GDEs identificados no tecido radicular de plantas de Douradão, considerando o tratamento-controle 

e o de restrição hídrica, 514 foram anotados pelo GO com cinco subcategorias enriquecidas (Figura 

6), dentre as quais se destacaram as mais significantes: response to stimulus (150), response to stress 

(101) e response to abiotic stimulus (70). Em Primavera, dos 1.709 GDEs identificados no tecido 

radicular, 1.186 foram anotados pelo GO com 15 subcategorias enriquecidas, dentre as quais se 

destacaram: metabolic process (739), catalytic activity (565) e response to stimulus (378).  

Em Douradão, dos 150 GDEs observados em response to stimulus, 70 foram anotados em 

response to abiotic stimulus (38 upregulated e 32 downregulated). Dentre os genes upregulated 

identificados, quatro genes expressam proteínas da família hsp20/alpha crystallin 

(LOC_Os01g04360.1, LOC_Os01g04370.1, LOC_Os02g03570.1 e LOC_Os02g54140.1) e quatro 

genes expressam proteínas do tipo late embryogenesis (LEA) (LOC_Os04g49980.1, 

LOC_Os08g23870.1 e LOC_Os01g12580.1). Entre os downregulated, três genes expressam 

cysteine-rich repeat secretory protein 55 precursor (LOC_Os08g04210.1, LOC_Os08g04240.1 e 

LOC_Os08g04250.1). Para Primavera, considerando a mesma subcategoria, dos 378 GDEs 87 foram 

upregulated e 291 foram downregulated nas plantas cultivadas sob baixa disponibilidade hídrica. 

Dentre os downregulated destacaram-se 32 genes que expressam peroxidase precursor protein. 

 Dos 150 genes relacionados à response to stimulus, quatro genes de hsp20/alpha crystallin 

foram upregulated, identificados em raízes de plantas de Douradão, foram anotados na rota 

metabólica de Protein processing in endoplasmic reticulum (Figura 7). Dos 32 genes downregulated 

da peroxidase precursor protein identificados no tecido radicular de Primavera, 11 foram anotados 

em três rotas metabólicas: Biosynthesis of secondary metabolites, Phenylalanine metabolism e 

Phenylpropanoid biosynthesis. 

 Adicionalmente, em raízes de plantas de Primavera foram encontrados 739 genes associados 

a subcategoria funcional metabolic process, dos quais 167 foram upregulated e 572 downregulated. 

Pode-se destacar quatro genes upregulated e 34 genes downregulated da cytochrome P450. 

Adicionalmente foi identificado um grande número de genes downregulated na subcategoria 

enriquecida catalytic activity, dos quais 83 genes foram associados às proteínas kinases, sendo 16 

genes upregulated e 67 genes downregulated. 
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Figura 6. Classificação dos genes diferencialmente expressos no tecido radicular de Douradão e Primavera enriquecidos 

pelos termos do Gene Ontology. Os genes estão distribuídos em diferentes subcategorias dentro das três categorias 

funcionais principais: Biological Process, Cellular Component e Molecular Function. 

 

 
Figura 7. Genes de hsp20/alpha crystallin upregulated no tecido radicular de Douradão sob condição de seca atuantes 

Protein processing in endoplasmic reticulum. A caixa em azul indica a posição dos genes LOC_Os01g04360.1, 

LOC_Os01g04370.1, LOC_Os02g03570.1 e LOC_Os02g54140.1 na rota metabólica. 
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5.4.8. Fatores de Transcrição identificados em folhas e em raízes de plantas de 

Douradão e de Primavera submetidas a diferentes regimes hídricos 

Nas folhas de plantas de Douradão, entre os genes upregulated se destacaram as famílias de 

fatores de transcrição com maior número de genes: MYB family transcription factor (16 

ocorrências), WRKY family transcription factor (10), AP2 domain containing protein (9), ethylene-

responsive transcription factor – ERFs (5), bZIP transcription factor domain containing protein (4) 

e bZIP transcription factor (3). Em folhas de plantas de Primavera cultivadas sob baixa 

disponibilidade hídrica destacaram-se 106 genes upregulated, sendo as famílias AP2 domain 

containing protein (13), MYB family transcription factor (8), WRKY (8) e C2H2 zinc finger (8) com 

maior número de genes. Nenhum desses genes estão envolvido em rotas metabólicas descritas pelo 

KEGG. 

Nas raízes de Douradão, entre os genes upregulated identificados estão os fatores de 

transcrição bZIP transcription factor domain containing protein (LOC_Os11g05640.1), dehydration-

responsive element-binding protein – DREB (LOC_Os10g38000.1) e MYB family transcription 

factor (LOC_Os03g04900.1). Em raízes de plantas de Primavera, entre os genes upregulated estão as 

famílias de fatores de transcrição MYB (5 ocorrências) e WRKY (2). 

 

5.4.9. Anotação funcional dos GDEs entre plantas de Douradão e de Primavera 

cultivadas sob deficiência hídrica 

No tecido foliar, dos 1.184 GDEs identificados entre as duas cultivares, 1.007 foram anotados 

pelo GO com 10 subcategorias enriquecidas (Figura 8), dentre as quais se destacaram metabolic 

process (619), response to stimulus (274) e response to stress (178). Em raiz, dos 1.148 GDEs 

identificados entre as duas cultivares, 799 foram anotados pelo GO com 12 subcategorias 

enriquecidas, dentre as quais se destacaram metabolic process (517), catalytic activity (426) e 

response to stimulus (239).  

No tecido foliar, 619 GDEs entre as duas cultivares que foram anotados na subcategoria 

metabolic process, 364 foram upregulated e 255 downregulated em Douradão. Entre os genes dessa 

subcategoria 228 genes upregulated e 168 genes downregulated foram relacionados ao metabolismo 

de nucleotídeos e ácidos nucléicos.. Ainda com relação à na subcategoria metabolic process, no 

tecido radicular, dos 517 GDEs anotados, 357 foram upregulated e 160 downregulated em 

Douradão. Entre os genes dessa subcategoria foram envolvidos no metabolismo de proteínas 194 

genes upregulated e 168 genes downregulated. 
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No tecido foliar, dos 119 GDEs identificados entre as duas cultivares, 65 foram upregulated e 

54 downregulated em plantas de Douradão, e anotados na subcategoria response to stimulus. Dentre 

os genes upregulated, àqueles identificados em rotas metabólicas, descritas pelo KEGG, foram: (a) 

asparagine synthetase (LOC_Os03g18130.1) em asparagine biosynthesis I e asparagine 

biosynthesisIII ; (b) phenylalanine ammonia-lyase (LOC_Os02g41680.1) em suberin biosynthesis, 

phenylpropanoid biosynthesis e salicylate biosynthesis; (c) enolase (LOC_Os03g14450.1) em 

sucrose degradation to ethanol and lactate (anaerobic), glycolysis I, gluconeogenesis e glycolysis IV 

(plant cytosol); (d) superoxide dismutase (LOC_Os06g02500.1) em removal of superoxide radicals; 

e (e) beta-amylase (LOC_Os10g41550.1) em starch degradation. 

Em raiz, dos 1.148 GDEs identificados entre as duas cultivares, na subcategoria response to 

abiotic stimulus foram identificados 60 genes, sendo 44 upregulated e 16 downregulated em plantas 

de Douradão (Tabela 3). Dentre os genes upregulated, cinco foram identificados em rotas 

metabólicas descritas pelo KEGG.: (a) 3-ketoacyl-CoA synthase (LOC_Os02g49920.1), 

lactate/malate dehydrogenase (LOC_Os06g01590.1), inositol-3-phosphate synthase 

(LOC_Os10g22450.1) e chalcone synthase (LOC_Os11g32650.1), envolvidos na Biosynthesis of 

secondary metabolites; (b) lactate/malate dehydrogenase em Propanoate metabolism, Cysteine and 

methionine metabolism, Glycolysis/Gluconeogenesis e Pyruvate metabolism; (c) chalcone synthase 

em Flavonoid biosynthesis e Circadian rhythm – plant; (d) lipoxygenase, chloroplast precursor 

(LOC_Os08g39840.1) em linolenic acid metabolism e linoleic acid metabolism; (e) 3-ketoacyl-CoA 

synthase em Fatty acid elongation; e (f) inositol-3-phosphate synthase em inositol phosphate 

metabolism. 
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Figura 8. Classificação dos genes diferencialmente expressos entre Douradão e Primavera no tecido foliar e radicular 

enriquecidos pelos termos do Gene Ontology. Os genes estão distribuídos em diferentes subcategorias dentro das três 

categorias funcionais principais: Biological Process, Cellular Component e Molecular Function. 

 

Entre os tecidos foliar e radicular foram compartilhados 115 GDEs, dos quais nove foram 

identificados em rotas metabólicas descritas pelo KEGG (Tabela 4). Dentre esses, seis foram 

upregulated tanto em folhas quanto em raízes: lipoxygenase (LOC_Os03g52860.1), uncharacterized 

glycosyltransferase (LOC_Os07g10840.1), glutathione S-transferase (LOC_Os10g38160.1), 

haloacid dehalogenase-like hydrolase domain-containing protein 3 (LOC_Os02g07730.1), 

cytochrome P450 (LOC_Os06g30640.1) e beta-expansin precursor (LOC_Os09g29710.1). Os dois 

últimos genes atuam na Phenylpropanoid biosynthesis, única rota com mais de um gene upregulated 

(Figura 9). 
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Tabela 4. Genes diferencialmente expressos comuns entre os tecidos foliar e radicular de Douradão e Primavera, e relacionados a rotas metabólicas descritas pelo KEGG. 

Gene model Protein name Leaf Root Pathway 1 Pathway 2 Pathway 3 

LOC_Os01g45110.1 anthocyanin 3-O-beta-glucosyltransferase Up Up Zeatin biosynthesis   

LOC_Os01g45140.1 anthocyanin 3-O-beta-glucosyltransferase Up Down Zeatin biosynthesis   

LOC_Os02g07730.1 haloacid dehalogenase-like hydrolase 

domain-containing protein 3 

Up Up Biosynthesis of 

secondary metabolites 

Glyoxylate and dicarboxylate 

metabolism 

 

LOC_Os03g52860.1 lipoxygenase Up Up Linoleic acid 

metabolism 

  

LOC_Os06g30640.1 cytochrome P450 Up Up Phenylpropanoid 

biosynthesis 

Phenylalanine metabolism  

LOC_Os07g10840.1 uncharacterized glycosyltransferase Up Up Galactose metabolism   

LOC_Os09g29710.1 beta-expansin precursor Up Up Phenylpropanoid 

biosynthesis 

  

LOC_Os10g38160.1 glutathione S-transferase Up Up Glutathione metabolism Metabolism of xenobiotics 

by cytochrome P450 

Drug metabolism - 

cytochrome P450 

LOC_Os12g19381.1 ribulose bisphosphate carboxylase small 

chain (chloroplast precursor) 

Up Down Carbon fixation in 

photosynthetic 

organisms 

Carbon metabolism  
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Figura 9. Genes upregulated no tecido foliar e radicular de plantas de Douradão, cultivadas sob condição de 

deficiência hídrica, atuantes na Phenylpropanoid biosynthesis. As caixas em azul indicam a posição dos genes 

cytochrome P450 (1.11.1.7) e beta-expansin precursor (2.1.1.-) na rota metabólica. 

 

 

5.4.10. Anotação funcional dos GDEs no genoma de Arabidopsis thaliana 

 

 A partir da informação do banco de dados de Arabidopsis (www.arabidopsis.org) foi 

possível identificar genes ortólogos em A. thaliana dos transcritos identificados em folhas e 

raízes de arroz de terras altas, sequenciados via RNA-seq. Em folhas de plantas de Douradão, 

foram identificados 2.215 genes ortólogos de A. thaliana, dos quais 25 genes não foram ainda 

anotados para o genoma de arroz. Desses, cinco genes (EMB3012 – embryo defective 3012 

(AT5G40480.1), TOR – target of rapamycin (AT1G50030.2), debranching enzyme 1 

(AT4G31770.1), EE22 – maternal effect embryo arrest 22 (AT2G34780.1) e PIE1 – 

photoperiod-independent early flowering 1 (AT3G12810.1) foram anotados, pelo GO, nas 

subcategorias developmental process e multicellular organismal development, mas não tiveram 

anotação em rotas metabólicas. Em folhas de Primavera foram identificados 1.265 genes 

http://www.arabidopsis.org/
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ortólogos de A. thaliana, sendo oito genes ainda não anotados para o genoma de arroz. Desses, 

quatro genes (P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases superfamily protein 

(AT1G21730.1), Chitinase family protein (AT2G43590.1), debranching enzyme 1 

(AT4G31770.1) e PETD – photosynthetic electron transfer D (ATCG00730.1) foram anotados, 

pelo GO, na subcategoria other cellular processes, mas não foram identificados em rotas 

metabólicas. 

 Em raízes de Douradão foram identificados 517 genes ortólogos de Arabidopsis thaliana, 

e apenas dois genes não foram ainda anotados para o genoma de arroz. Desses dois, o gene 

(ATMCM8 – minichromosome maintenance 8 (AT3G09660.1) foi anotado, pelo GO, na 

subcategoria pollen development e DNA replication initiation, mas não foi identificado em rota 

metabólica. Em raízes de Primavera foram identificados 1.231 genes ortólogos de Arabidopsis 

thaliana, dos quais cinco genes não foram ainda anotados para o genoma de arroz. Desses, dois 

genes, Arabinogalactan protein 23 (AT2G41905.1) e Protein of unknown function, DUF3414 

(AT4G38760.1), foram anotados pelo GO, na subcategoria other cellular processes, mas não 

foram posicionados em rota metabólica. 

 

5.4.11. RT-qPCR 

 Análises de RT-qPCR foram realizadas com seis genes identificados nos tecidos foliar e 

radicular para validar o padrão de expressão obtido pelo RNA-seq (Tabela suplementar 1). Dos 

seis genes avaliados, cinco foram upregulated no tecido foliar de Douradão submetidas à 

condição de seca, os quais tiveram padrões de expressão em RT-qPCR similares àqueles obtidos 

no RNA-seq (Figura 10). Apenas o gene da beta-expansin precursor (LOC_Os09g29710.1) foi 

downregulated (-5.64 vezes) em RT-qPCR, contrariamente ao que foi detectado no RNA-seq. 

Ao avaliar a expressão dos seis genes no tecido radicular de plantas de Douradão submetidas à 

condição de seca, por RT-qPCR, quatro genes foram upregulated (LOC_Os12g19381.1, 

LOC_Os07g10840.1, LOC_Os06g30640.1 e LOC_Os02g07730.1) e dois genes downregulated 

(LOC_Os01g45140.1 e LOC_Os09g29710.1). O gene da ribulose bisphosphate carboxylase 

small chain, chloroplast precursor (LOC_Os12g19381.1), anthocyanin 3-O-beta-

glucosyltransferase (LOC_Os01g45140.1) e beta-expansin precursor (LOC_Os09g29710.1) 

apresentaram padrão de expressão diferenciado entre as análises de RT-qPCR e RNA-seq. 
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Figura 10. Níveis de expressão dos seis genes validados por RT-qPCR. RNA-seq e RT-qPCR indicam a diferença 

de expressão do gene entre o tratamento de seca (50% de Capacidade de Campo) e o controle (100% de Capacidade 

de Campo) das cultivares Douradão e Primavera. Gene 1= LOC_Os12g19381.1, Gene 2= LOC_Os01g45140.1, 

Gene 3= LOC_Os07g10840.1, Gene 4= LOC_Os09g29710.1, Gene 5= LOC_Os06g30640.1 e Gene 6= 

LOC_Os02g07730.1. 
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5.5. DISCUSSÃO 

 

As plantas são capazes de responder e adaptar-se a diversas mudanças ambientais até 

mesmo com a manutenção de alto potencial produtivo (Ahuja et al., 2010). Esse fato se deve, à 

regulação da expressão gênica, em nível transcricional e pós-transcricional. O presente estudo 

viabilizou a identificação, via RNA-seq, de genes diferencialmente expressos em dois tecidos 

(foliar e radicular) na fase reprodutiva das cultivares Douradão (tolerante à seca) e Primavera 

(sensível). 

Os resultados fisilógicos indicaram que plantas de Douradão perceberam a baixa 

disponibilidade de água no solo mais acentuadamente do que plantas de Primavera, uma vez que 

foi observada uma redução mais significativa em suas taxas fotossintética e transpiratória seis 

dias após o corte da irrigação em Douradão. Isso sugere que eventos de percepção e sinalização 

são prováveis de ocorrerem mais lentamente em plantas de Primavera. Aliado a isso, o fato de 

plantas de Douradão terem apresentado redução mais acentuada na condutância estomática, 

comparativamente à cultivar Primavera, em condições de deficiência hídrica, apoia a hipótese de 

que aquela cultivar deva possuir mecanismos de otimização de utilização de CO2 fixado para 

produção de sementes (Cuellar-Ortiz et al., 2008), já que apresentou uma menor redução da 

produtividade mesmo sob condição de estresse de seca quando comparada à redução observada 

na cultivar suscetível Primavera. De acordo com Chaves and Oliveira (2004), o decréscimo na 

taxa fotossintética, em condições de campo, em resposta à deficiência hídrica atmosférica ou 

edáfica é, primariamente, devido ao fechamento estomático. Segundo Acosta et al. (2009), o 

fechamento estomático pode ocorrer anteriormente à alterações do status hídrico foliar, o que 

sugere a existência de uma comunicação antecipada entre parte aérea e o sistema radicular, 

quando da desidratação do solo, por mediadores como o fitormônio ácido abscísico (ABA), 

conhecido como o principal fator que controla a abertura e fechamento estomático (Lizana et al., 

2006). Fitormônios como ABA e etileno têm sido relacionados com a sinalização raiz-caule 

isoladamente ou simultaneamente, tornando-se importantes controladores do metabolismo de 

plantas sob condições adversas de crescimento, tais como baixa disponibilidade de água e 

aumento da concentração de ozônio na atmosfera (Wilkinson and Davies, 2010). 

O estudo de diferenças entre genótipos contrastantes quanto à tolerância ao déficit 

hídrico, nos níveis fisiólogicos, bioquímico, e de expressão gênica, pode produzir informações 



 

97 
 

valiosas sobre importantes mecanismos de tolerância a esse tipo de estresse. Com o objetivo de 

conhecer melhor o comportamento de duas cultivares de arroz de terras altas, o presente trabalho 

obteve um total de 206.456.674 reads paired-ends (PE) de 100 pb provenientes de 8 bibliotecas 

do tecido foliar e radicular de Douradão e Primavera, sendo detectados no total por cultivar, 

respectivamente, 39.440 e 33.642 transcritos homólogos à sequências do banco de dados do 

genoma de arroz. Além disso, 54 % dos transcritos do tecido foliar e 71 % dos transcritos do 

tecido radicular de arroz foram homólogos a sequências da espécie modelo Arabidopsis thaliana, 

o que permite inferir que essa espécie modelo pode auxiliar no entendimento da expressão gênica 

de arroz com relação aos genes ortólogos identificados entre essas espécies.  

A comparação da expressão gênica entre os dois tratamentos de disponibilidade hídrica 

revelou que Douradão apresentou uma quantidade de GDEs maior que Primavera no tecido 

foliar, sendo a maioria desses upregulated para as duas cultivares. Contrariamente, um número 

muito maior de genes foi identificado no tecido radicular de Primavera do que em Douradão, 

sendo a maioria desses downregulated em Primavera. As maiores diferenças entre Douradão e 

Primavera podem estar relacionadas a expressão de genes na raiz, principal local de percepção 

do sinal do estresse e de início de cascata de expressão gênica em resposta à seca (Périn et al., 

2004; Rabello et al., 2008). 

 

5.5.1. Genes identificados entre os tratamentos da cultivar tolerante à seca 

A anotação funcional dos GDEs do tecido foliar de Douradão identificou genes 

previamente envolvidos em rotas metabólicas importantes associadas a mecanismos de resposta 

à seca nas plantas. Porém, a maioria desses genes foram downregulated sob condição de 

deficiência hídrica. Dentre esses, três genes que expressam uma proteína de ligação à chlorophyll 

A-B foram associadas a rota de Photosynthesis – antenna proteins. Essas proteínas, também 

chamadas de chlorophyll a/b-binding protein (LHCP), são as mais abundantes no cloroplasto das 

plantas, cuja função é recolher e transferir a energia da luz para os centros de reação de 

fotossíntese (Bellafiore et al., 2005; Niyogi et al., 2005). Outros genes atuantes na fotossíntese 

foram downregulated em Douradão sob condição de seca, como os genes da proteína 2Fe-2S 

iron-sulfur cluster binding domain, as quais atuam como carreadoras de elétrons na cadeia de 

transporte de elétrons fotossintética; ATP synthase F1 – delta subunit family protein, enzima 

atuante na matriz mitocondrial que fornece energia para a síntese de ATP; ribose-5-phosphate 
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isomerase A, enzima que catalisa a conversão entre a ribose-5-fosfato (R5p) e 5-fosfato de 

ribulose (Ru5P) thylakoid lumen protein. Esses resultados, aliados aos atributos fisiólogicos 

avaliados nesse trabalho, sugerem que um dos mecanismos de tolerância à seca da cultivar 

Douradão pode estar relacionado a redução da expressão de genes relacionados à fotossíntese 

durante o estresse, e que pode ser resultante do fechamento estomático provocado pela seca 

(Benešová et al., 2012). A análise de expressão gênica por RNA-seq indicou que a maioria dos 

genes downregulated nas folhas de plantas do Douradão participam da fase fotoquímica da 

fotossíntese. Parte da inibição das taxas fotossintéticas pode ser atribuída a fatores não 

estomáticos, como problemas no transporte de elétrons e na fotofosforilação (Flexas et al., 2006). 

A redução na síntese de ATP – uma resposta inicial à deficiência hídrica – pode diminuir a 

capacidade de regeneração da ribulose bifosfato (RuBP), o que reduz a fotossíntese potencial 

(Lawlor and Tezara, 2009; Pinheiro and Chaves, 2011). Os resultados indicam também que  

Douradão pode ter reduzido a sua maquinaria fotossintética relacionada à cadeia de transporte de 

elétrons localizada na membrana tilacoidal, após a ocorrência de falta de água, com o objetivo de 

minimizar a produção de Espécies Reativas de Oxigênio (EROs), moléculas altamente 

prejudiciais, quando em excesso, para as células. 

Os mecanismos de controle molecular da tolerância a estresses abióticos são baseados na 

ativação e regulação de genes específicos (Wang et al., 2003), e são classificados em duas 

principais categorias: (1) genes envolvidos nas cascatas de sinalização, (2) genes que funcionam 

diretamente na proteção de membranas e proteínas, como proteínas heatshock (HSPs) e 

chaperonas, e proteínas LEA (late embryogenesis abundant) (Shinozaki and Yamaguchi-

Shinozaki, 2007). 

O primeiro grupo é composto por genes envolvido na transdução de sinais, como os 

fatores de transcrição que desempenham papel fundamental na resposta da planta ao estresse, e 

incluem ainda as proteínas kinases, fosfatases, enzimas envolvidas no metabolismo de 

fosfolipídeos, e outras moléculas sinalizadoras (Seki et al., 2003; Maruyama et al., 2004). Muitos 

fatores de transcrição são induzidos pelo estresse, sugerindo que diferentes mecanismos 

regulatórios trancricionais podem funcionar regulando a sinalização das vias de transdução ao 

estresse de seca, frio ou salinidade (Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki, 2007). Nesse estudo, 

vários genes relacionados à diferentes famílias de fatores transcrição foram upregulated nas 

folhas e nas raízes de Douradão. Dentre esses foram identificados alguns genes expressando 
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famílias de AP2, DREB, ERF, MYB, WRKY e bZIP, as quais desempenham papel importante 

nas plantas por regular a expressão de genes alvos de resposta à estresse (Ahuja et al. 2010). 

Essas famílas podem ser subdivididas em ABA dependente (MYB e bZIP) e independente (AP2, 

DREB e ERF). Vários genes pertencentes às famílias MYB e bZIP no tecido foliar de Douradão 

e apenas um de cada no tecido radicular, foram upregulated sob condição de déficit hídrico. A 

superexpressão de genes dessas famílias de fatores de transcrição em arroz tem sido associada ao 

aumento de tolerância à seca, ao congelamento e a altos níveis de salinidade (Dai et al., 2012; 

Xing et al., 2008). Os fatores de transcrição DREB (Dehydration Responsive Element Binding 

proteins) estão incluídos na superfamília AP2/ERF, a qual é caracterizada pela presença do 

domínio de ligação ao DNA AP2/ERF, exclusivo dos vegetais (Riechmann et al., 2000; Hake, 

2004). A superexpressão de alguns DREBs tem sido relacionada à regulação de alguns genes 

alvos na tolerância à diversos estresses abióticos, principalmente proteínas protetoras de 

membranas e chaperonas (Wang et al., 2008; Matsukura et al., 2010).  

Diversos genes relacionados à síntese de proteínas kinase foram identificadas nas folhas 

de Douradão sob deficiência hídrica, sendo a maioria relacionada a genes downregulated. 

Todavia, os genes de serine/threonine-protein kinase foram exclusivamente identificados como 

upregulated. Essas são proteínas kinase dependente de Ca
2+

 (Ca
2+

 dependent protein kinases – 

CDPKs), reconhecidamente envolvidas na sinalização induzida por estresse abiótico (Saijo et al., 

2000; Romeis et al., 2001; Taiz and Zeiger, 2002). Estudos têm mostrado que as CDPKs atuam 

na linha de frente da percepção do estresse e sinalizam para a expressão de genes de resposta à 

seca em diversas espécies de plantas (Boudsocq, 2012; Chen et al., 2013). A superexpressão de 

genes que codificam proteínas regulatórias, como as CDPKs, em genótipos sensíveis ao déficit 

hídrico, pode ser uma estratégia promissora para obter cultivares de arroz de terras altas 

tolerantes à seca.  

O segundo grupo de genes atuantes em resposta à seca é constituído por aqueles que 

codificam proteínas protetoras das células dos danos causados pelo déficit hídrico. Nesse grupo 

foram identificados os seguintes genes upregulated no tecido foliar e radicular de Douradão: 

hsp20/alpha crystallin family protein, protein phosphatase 2C, late embryogenesis abundant 

protein – LEA e HVA22. As hsp20/alpha crystallin family protein são consideradas proteínas 

funcionais após a percepção do estresse nas plantas, e seu papel na rota Protein processing in 

endoplasmic reticulum pode estar associada à proteção, modificação conformacional, 
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endereçamento, degradação e estabilização de várias proteínas sob condições de estresse 

(Rowley and Mockler, 2011). A expressão de grande parte das proteínas funcionais pode ser 

associada à presença de ABA, a qual atua na regulação de processos fisiólogicos e na expressão 

de diversos genes em resposta ao déficit hídrico (Chandler and Robertson, 1994; Bray, 2002). A 

regulação positiva da expressão de alguns tipos de phosphatase 2C tem sido associada ao 

aumento da concentração de ABA no tecido foliar de plantas arroz (Xue et al., 2008). As 

proteínas HVA22 fazem parte de uma classe de LEA, também induzidas por ABA no momento 

do estresse, as quais protegem a célula contra a apoptose (Shen et al., 2001; Brands and Ho, 

2002; Guo and Ho, 2008). 

 

5.5.2. Genes identificados entre os tratamentos da cultivar sensível à seca 

A maioria dos genes identificados na cultivar Primavera, sensível à seca, foram 

downregulated tanto no tecido foliar quanto no tecido radicular. Dentre os genes identificados 

estão 32 genes de peroxidase precursor protein, enzimas atuantes em Biosynthesis of secondary 

metabolites, Phenylalanine metabolism e Phenylpropanoid biosynthesis. A redução da expressão 

desses genes pode afetar processos importantes como a remoção de H2O2, oxidação de redutores 

tóxicos, biossíntese e degradação de lignina, suberificação, catabolismo de auxina, resposta à 

estresses ambientais, tais como ferimentos, ataque de patógenos e estresse oxidativo (Ibáñez et 

al., 2008; Andersson-Gunnerås et al., 2006). Além disso, vários genes da proteína cytochrome 

P450 e de proteínas kinases foram downregulated nas raízes de Primavera sob deficiência 

hídrica. As proteínas cytochrome P450 são associadas às reações de detoxificação de compostos 

xenobióticos (compostos químicos estranhos a um determinado organismo) em vários 

organismos (Werk-Reichhart and Feyereisen, 2000). As proteínas kinases atuam principalmente 

na transdução de sinal de estresses bióticos e abióticos (Ichimura et al., 2000). Isso sugere que a 

cultivar Primavera pode ser mais sensível à seca devido a falta de sinalização imediata desse 

estresse e por não apresentarem mecanismos de defesa antioxidante enzimático eficientes.  

As famílias AP2 e C2H2 foram exclusivamente identificadas no tecido foliar de 

Primavera, enquanto que as famílias MYB e WRKY foram identificadas tanto no tecido foliar 

quanto no tecido radicular dessa cultivar. A maioria dos genes encontrados nessas famílias foram 

downregulated sob condição de seca, o que também pode ser relacionado à maior suscetibilidade 

à seca de Primavera.  
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5.5.3. Genes diferencialmente expressos entre os tecidos vegetais das cultivares 

 A análise de expressão entre os genes do tecido foliar das duas cultivares revelou genes 

upregulated na cultivar tolerante, relacionados de resposta à seca e anotados em rotas 

metabólicas descritas pelo KEGG. O aumento da expressão de genes da asparagine synthetase, 

enzima atuante em duas rotas relacionadas à biossíntese do aminoácido asparagina, pode 

provocar o acúmulo de asparagina para a manutenção da pressão osmótica durante o momento de 

estresse abiótico nas plantas (Lea et al., 2006). Da mesma maneira, em Douradão foi identificada 

a superexpressão de genes da phenylalanine ammonia-lyase, principal enzima relacionada a 

síntese dos fenilpropanóides, os quais têm papel de captação de radicais livres e, 

consequentemente, agem como antioxidantes, protegendo as plantas de vários estresses bióticos 

e abióticos (Herrig et al., 2002). A atividade da enzima superoxide dismutase (SOD), a qual teve 

um gene upregulated no tecido foliar de Douradão, na rota de removal of superoxide radicals, já 

foi relacionada com o processo de detoxificação das células sob estresse oxidativo provocado 

pela seca (Fridovich, 1995; Nath et al., 2013). Outro gene upregulated identificado nas folhas de 

Douradão foi o da enolase, uma proteína de choque térmico previamente identificada como 

induzida por diferentes estresses abióticos (Riccardi et al. 1998). Além desses genes, um gene da 

beta-amylase, atuando na rota de starch degradation, foi upregulated no tecido foliar de 

Douradão. A superexpressão de genes codificantes dessa enzima, que tem papel catalítico no 

processo de degradação do amido, foi previamente  relacionada ao aumento de tolerância à seca 

em plantas (Perrone et al., 2012). Esses resultados indicam que sob condição de seca a cultivar 

Douradão induziu a expressão de enzimas do sistema antioxidante e enzimas atuantes na 

regulação de ajustamento osmótico, promovendo o acúmulo de solutos no interior das células, no 

tecido foliar. 

Por ser o principal órgao na detecção de alterações nas condições do solo, a raiz 

desempenha papel importante na resposta à seca. No tecido radicular de Douradão foram 

encontrados cinco genes associados à response to abiotic stimulus, os quais expressam 3-

ketoacyl-CoA synthase (KCS), lactate/malate dehydrogenase, inositol-3-phosphate synthase, 

chalcone synthase e lipoxygenase, chloroplast precursor. A enzima KCS atua nas rotas 

Biosynthesis of secondary metabolites e Fatty acid elongation, catalizando a síntese de ácidos 

fáticos de cadeia longa, participando da biossíntese de suberina e/ou cera de suberina em raízes 
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de plantas (Todd, 1999). A presença das enzimas lactate/malate dehydrogenase, atuantes na 

Biosynthesis of secondary metabolites, Propanoate metabolism, Cysteine and methionine 

metabolism, Glycolysis/Gluconeogenesis e Pyruvate metabolism, tem sido associada ao aumento 

de disponibilidade de malato nas raízes provocando tolerância à toxidez causada pelo alumínio 

(Deng et al., 2009). A atuação da enzima inositol-3-phosphate synthase na rota inositol 

phosphate metabolism, produz o mio-inositol, resultando em maior  crescimento celular, e pode 

estar relacionada com o crescimento das raízes para a busca de água, como resposta ao  déficit 

hídrico. A chalcone synthase é uma enzima chave na formação de flavonóides e isoflavonóides, 

e a superexpressão de vários genes associados a essa enzima já foram identificados como 

resposta a estresses bióticos e abióticos (Dao et al., 2011). A identificação da expressão desses 

genes no tecido radicular é diretamente relacionada à capacidade de resposta e tolerância ao 

estresse causado pela seca na cultivar Douradão. Provalmente essa cultivar apresenta um 

crescimento radicular mais eficiente do que Primavera por terem sido encontrados genes 

relacionados ao aumento do crescimento celular. A abordagem direta desses genes é uma 

estratégia inédita na busca por cultivares de arroz mais tolerantes à seca, representando uma 

hipótese que pode ser avaliada em estudos posteriores. 

Apenas 115 genes diferencialmente expressos foram comuns entre o tecido foliar e 

radicular nas duas cultivares. Desse total,  seis foram estudados para validação via RT-qPCR. Os 

resultados de validação indicam que cinco genes apresentaram o mesmo padrão de expressão no 

tecido foliar e apenas metade dos genes avaliados no tecido radicular apresentaram o mesmo 

padrão de expressão dos resultados de RNA-seq. Por esse motivo, todos os genes candidatos ao 

aumento da tolerância à seca identificados por esse trabalho serão validados antes de serem 

utilizados como produto tecnológico.  

 

5.5.4. Genes homólogos de Arabidopsis thaliana 

 A análise de homologia, baseada na comparação dos transcritos de arroz da análise de 

RNA-seq comparados com banco de dados de sequências de A. thaliana, revelou que a maioria 

dos genes descritos em arroz foram previamente anotados em Arabidopsis. Uma quantidade 

pequena de genes identificados não tiveram anotação a partir dos dados de genoma funcional de 

arroz. Genes relacionados a developmental process e multicellular organismal development e a 

pollen development e DNA replication initiation foram identificados, respectivamente, nas folhas 
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e raízes de Douradão. No tecido foliar de Douradão identificou-se um gene da TOR – target of 

rapamycin, considerada uma proteína kinase altamente conservada em organismos procariotos e 

eucariotos, sendo a maioria dos membros pertencentes à família phosphoinositide (PI) 3-kinase 

related kinase (PIKK) (Tibbetts and Abraham, 2000). Essas proteínas podem regular: (i) a 

síntese de proteínas; (ii) biossíntese de ribossomos; (iii) captura de aminoácidos; (iv) transcrição 

de vários genes de enzimas envolvidas em múltiplas rotas metabólicas; (v) autofagia, e (vi) 

expressão de fator induzido por hipoxia (HIF)-1 em falta de oxigênio nas células (Raught et al., 

2000; Hudson et al., 2002). Um gene de debranching enzyme 1 foi identificado nos tecidos 

foliares de Douradão e Primavera, e essa enzima desempenha um papel importante na biossíntese 

de amido (Kubo et al., 1999). Alguns genes de enzimas debranching em arroz têm sido 

downregulated tanto em genótipo tolerante quanto em genótipo sensível à altas temperaturas, 

porém com uma magnitude de redução maior no genótipo sensível (Liao et al., 2014). Dois genes 

relacionados à embriogêneses foram identificados nas folhas de Douradão, o gene da EMB3012 

– embryo defective 3012 e o gene da EE22 – maternal effect embryo arrest 22, ambos sem 

função conhecida, mas que são essenciais para o desenvolvimento embrionário (TAIR, 2014). O 

gene ortólogo da PIE1 – photoperiod-independent early flowering 1, foi associado à diversas 

rotas metabólicas de florescimento e à diversos outros processos de desenvolvimento de plantas 

monocotiledôneas, incluindo a morfologia foliar (Xu et al., 2010). A presença desses genes nas 

folhas de Douradão indica que mesmo sob condições restritas de sobrevivência devido a falta de 

água, o florescimento e o desenvolvimento do embrião são normais, e podem estar associados a 

maior produtividade de Douradão em relação à Primavera quando cultivadas sob estresse de 

seca.  

 Nas raízes de Douradão o gene da ATMCM8 – minichromosome maintenance 8 foi 

anotado em pollen development e DNA replication initiation, proteína ATP-dependente essencial 

para o processo de replicação do DNA, atuando como uma helicase (Chong et al., 2000). Nas 

raízes de Primavera foram identificados o gene de arabinogalactan protein 23, proteína 

relacionada ao crescimento e desenvolvimento (Ma and Zhao, 2010), e o gene DUF3414, o qual 

expressa uma proteína sem função conhecida. 
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5.6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O presente trabalho identificou uma série de genes diferencialmente expressos 

relacionados à diferentes respostas e mecanismos associados ao processo de tolerância à seca em 

folhas e raízes de cultivares de arroz de terras altas do Brasil. A cultivar tolerante Douradão 

reduziu as taxas fotossintética e transpiratória como mecanismos de resposta imediata após a 

percepção do estresse, reduzindo significativamente a expressão de genes relacionados à 

fotossíntese no tecido foliar. Os dados de RNA-seq da cultivar Douradão indicam, nos tecidos 

foliar e radicular, uma sinalização celular mais eficiente do que Primavera, por meio da indução 

de genes relacionados à proteínas kinase sinalizadoras de estresse. Além disso, Douradão 

apresentou vários fatores de transcrição ativadores de genes de resposta à seca, genes 

relacionados a proteínas protetoras das células, genes relacionados à detoxificação causado pelas 

EROs durante o momento do déficit hídrico, e alguns genes relacionados ao crescimento do 

tecido radicular, estimulado pela falta de água. Alguns dos genes encontrados em ambos os 

tecidos foram validados via RT-qPCR e mostraram um perfil de expressão diferenciado entre os 

tecidos. Por último, alguns genes que não tiveram anotação no genoma de arroz foram anotados 

como ortólogos de Arabidopsis thaliana, sendo encontrados, principalmente, genes relacionados 

ao desenvolvimento e crescimento celular. As informações obtidas nesse trabalho através da 

expressão de genes relacionados a mecanismos de resposta à seca e a descoberta de novos genes 

relacionados a esse caráter, mesmo que putativamente, abrem novas perspectivas para a pesquisa 

do arroz. Os genes que tiverem sua expressão validada poderão tanto dar origem a marcadores 

moleculares para seleção assistida para o programa de melhoramento genético do arroz, quanto 

para a geração de plantas de arroz geneticamente modificados para estudar o efeito da 

superexpressão ou supressão desses genes. 
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Tabela suplementar 1. Sequência dos primers desenhado para os genes validados via RT-qPCR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela suplementar 2. Volumes dos reagentes das reações de RT-qPCR. O volume dos primers é variável devido a 

concentração otimizada para cada par de primers. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Primer Sequência 

LOC_Os12g19381.1  F CACAGGTCTCCCGGGTACTA 

LOC_Os12g19381.1  R ATATGCCTTCTTGGCCTCCT 

LOC_Os01g45140.1  F CCGTTGCACATCCTCTTCTT 

LOC_Os01g45140.1  R GGGTGGTGAGGATGGTACAC 

LOC_Os07g10840.1  F CTTCGACACGATCACCCAAG 

LOC_Os07g10840.1  R CGAACCAATCCAAGAAGGAC 

LOC_Os09g29710.1  F GTAGCGCTTGCAATGGTGT 

LOC_Os09g29710.1  R CTGGTCCTCGAACCCGTAG 

LOC_Os06g30640.1  F GATCGAGTCCATAGCCAAGC 

LOC_Os06g30640.1  R TGTCGTCCAGGACCTTGTAG 

LOC_Os02g07730.1  F CCTACCTGCACTTGGTCTCA 

LOC_Os02g07730.1  R CGCCTCGTACATCCTCCT 

Actin (ACTX3) F TGCGATAATGGAACTGGTATGG 

Actin (ACTX3) R ACAGCCCTGGGCGCAT 

Eukaryote Elongation factor (EEFα) F TTTCACTCTTGGTGTGAAGCAGAT 

Eukaryote Elongation factor (EEFα) R GACTTCCTTCACGATTTCATCGTAA 

Glyceraldeide-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) F GGGCTGCTAGCTTCAACATC 

Glyceraldeide-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) R TTGATTGCAGCCTTGATCTG 

Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG with ROX 

  30F+30R (nM) 40F+40R (nM) 50F+50R (nM) 

Rox + Sybr 10 10 10 

Primer F 1,2 1,6 2 

Primer R 1,2 1,6 2 

Template (10ng) 5 5 5 

H20 DEPC 2,6 1,8 1 

Total 20 20 20 
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Tabela suplementar 3. Concentração dos primers na reação de RT-qPCR. 

 

 

 

 

 

 

  

Primer Concentração 

LOC_Os12g19381.1   30 nM 

LOC_Os01g45140.1   5nM 

LOC_Os07g10840.1   30 nM 

LOC_Os09g29710.1   30 nM 

LOC_Os06g30640.1   40 nM 

LOC_Os02g07730.1   50 nM 

GAPDH 25 nM 

ACTX3 25 nM 

EEF-1A 50 nM 
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