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Resumo

Neste trabalho analisamos a expressdo dos genes relacionados a resposta ao déficit hidrido em tecido
foliar de duas cultivares brasileiras de arroz de terras altas, a cultivar tolerante Douraddo e a cultivar sensivel
BRS Primavera. Pela analise de RNA-seq foram identificados em Douradao 27.618 transcritos, sendo 24.090
(87,2%) homologos ao banco de dados de arroz, enquanto que para BRS Primavera dos 27.221 transcritos
23.663 (86,9%) apresentaram homologia no banco de dados. A analise dos genes diferencialmente expressos
entre as plantas das duas cultivares, em condi¢des de déficit hidrico, revelou que 2.314 genes tiveram expressao
diferenciada (978 induzidos e 1.336 reprimidos em Douraddo), desconsiderando os genes comuns. Entre os
978 induzidos em Douraddo 324 foram expressos somente nessa cultivar sob déficit hidrico com predominio
dos genes agrupados nas subcategorias enriquecidas response to stress (46 genes) e kinase activity (34 genes).
Através do sequenciamento do transcriptoma de plantas de arroz de terras altas submetidas as condi¢des de
déficit hidrico esse estudo possibilitou identificar e caracterizar genes em genotipos contrastantes quanto a
tolerancia a seca. O grande conjunto de genes identificados sdo alvos potenciais para serem detalhadamente
explorados e validados quanto ao envolvimento na resposta da planta em condi¢des de cultivo com restri¢ao
de agua.

Introducio

O arroz (Oryza sativa L.) € dos principais alimentos consumidos em todo mundo, principalmente nos
paises em desenvolvimento, sendo o alimento basico para mais da metade da populagdo mundial (Huang et
al., 2010). O arroz ¢ cultivado sob dois tipos de sistemas, o de varzeas, irrigado por inundagdo controlada,
e o de terras altas cultivado em condi¢des de sequeiro em regime de irrigacdo (Guimarées et al., 20006).
Atualmente, apesar do arroz de terras altas ocupar 55% da area total cultivada, sua producdo corresponde a
apenas a 25% da producio total brasileira, enquanto em 45% da area total de varzea cultivada sdo obtidos
75% da produgdo nacional (Santos and Rabello, 2008). O arroz ¢ sensivel a condigoes de seca principalmente
durante a fase reprodutiva, quando até mesmo o estresse moderado pode resultar na reducdo drastica de
produtividade (Hsiao, 1982).

Para transpor as limita¢des de crescimento e sobrevivéncia impostas por este fator abidtico as plantas
desenvolveram variadas adaptagdes genéticas, bioquimicas e fisiologicas (Bray, 2005; Shinozaki and
Yamaguchi-Shinozak, 2007) e ao estudar sobre essas respostas muito ¢ aprendido sobre o metabolismo,
sua flexibilidade, seus limites e sua diversidade. Diante do estresse, uma variedade de genes ¢ induzida, nas
plantas, desencadeando uma complexa rede de respostas que se estende desde a percepcao e reconhecimento
do sinal de estresse, passando pela ativacdo de genes de resposta adaptativa até os genes envolvidos na
resposta final (Boudsocq and Lauriére, 2005).

O presente trabalho objetivou caracterizar em larga escala a expressao diferencial de genes envolvidos
na tolerancia a seca de duas variedades de arroz de terras altas da subespécie Japonicacontrastantes quanto
a tolerancia e suscetibilidade ao déficit hidrico, e a anotacao da fung@o desses genes por meio da ontologia
génica.
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Material e métodos

Foram utilizadas as cultivares de arroz de terras altas Douradao, tolerante a seca, e Primavera, suscetivel
ou sensivel a seca. Essas cultivares foram escolhidas devido a sua diferenga em caracteristicas fisiologicas
(Heinemann et al., 2009), bem como devido a sua utilizacdo como linhagens parentais em programas de
melhoramento da Embrapa (Breseghello et al., 2008).

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo do CNPAF, em novembro de 2010, sob condi¢des
ambientais controladas. Foram plantadas sementes dos genotipos em vasos contendo oxissolo, realizando as
corre¢des necessarias para adequada condicao nutricional da planta de arroz. Foram definidas duas épocas de
deficiéncia hidrica (Estadio Vegetativo V6 e Estadio Reprodutivo R3) e trés niveis de estresse 30%, 50% e
70% da Capacidade de Campo (CC) comparados com o tratamento controle (100% da CC). O delineamento
experimental utilizado foi o de blocos inteiramente casualizados com seis repeti¢cdes por tratamento (regime
hidrico), para cada genotipo e para cada época supracitada.

Subsequentemente ao periodo de restrigdo hidrica trés repetigdes escolhidas aleatoriamente foram,
imediatamente irrigadas e mantidas até o final do ciclo da cultura na CC para avaliagdo das respectivas
produtividades (g graos vaso -1 ) em funcao do regime hidrico imposto. Para definir o tratamento hidrico
adequado para que as plantas apresentassem respostas moleculares de tolerancia a deficiéncia hidrica, foi
utilizado como balizador um tratamento hidrico que induzisse nas plantas uma reducao maior que 50 % de
produtividade. Os valores das médias entre os tratamentos foram comparados através do teste de Tukey por
meio do pacote estatistico ExpDes do software R v.2.13.2 (R Development Core Team, 2010).

Para andlise de transcriptoma, amostras de folhas das outras trés repeticdes foram coletadas no tltimo
dia de restricdo hidrica dos ciclos de deficiéncia hidrica, mantidas em nitrogénio liquido e, em seguida,
armazenadas em ultrafreezer (-80° C). Subsequentemente, o RNA total extraido a partir do kit comercial
PureLink® RNA Mini Kit (Life Techonologies) de acordo com as orientagdes do fabricante A avaliacao da
quantidade e qualidade foi feita no aparelho NanoVueTM (GE Healthcare UK Ltd — England) e BioAnalyzer
2100 (Agilent Technologies CA, USA), respectivamente. A partir dos diferentes genotipos, tratamentos e
tecidos vegetais foram desenvolvidas 4 bibliotecas de cDNA, para fins de sequenciamento individual. O
sequenciamento RNA-Seq foi realizado na empresa Beijing Genomics Institute (BGI) (Hong Kong, China)
utilizando tecnologia Illumina — Hiseq 2000. A estratégia empregada foi a de sequenciamento a partir de
ambas as extremidades (paired-end) com fragmentos de 2x100 pb.

As andlise de bioinformatica foram conduzidas no Laboratério de Bioinformatica do Dr. Phillip E.
McClean em North Dakota State University, Fargo — Dakota do Norte (Estados Unidos) em ambiente UNIX
utilizando vérias linhas de comandos. As analises dos genes diferencialmente expressos foram realizadas
pelos softwares do pacote Cufflinks. Em seguida foi realizado o BLASTx contra o genoma de arroz (Oryza
sativa, Nipponbare- MSU Rice Genome versdo 7.0) para busca de sequéncias homoélogas. A partir destas
informacdes foi possivel realizar a anotagao dos genes pelo termos do Gene Ontology (GO terms) utilizando
a base de dados agriGO (http://bioinfo.cau.edu.cn/agriGO) e o software Blast2GO. A caracterizacdao dos
genes diferencialmente expressos entre os tratamentos, bem como a avaliacdo de seus niveis de expressao,
foram feitas a partir do calculo do FPKM (Fragment Per Kilobase of transcript per Million) com FDR<0.001
e |log2 ratio| > 2.

Resultados e Discussao

A partir das médias de produtividade (Tabela 1) observa-se uma redugdo mais acentuada de produtividade
quando a restri¢do hidrica foi aplicada na fase reprodutiva (2° ciclo de deficiéncia hidrica) do que na fase
vegetativa (1° ciclo de deficiéncia hidrica), o que de fato era o esperado, dada a maior possibilidade da planta
de arroz se recuperar do déficit hidrico na fase inicial de seu desenvolvimento. Apos a defini¢do do ciclo
de deficiéncia hidrica, seguiu-se a sele¢do do tratamento hidrico que induziu uma redugéo de produtividade
maior que 50%.

Para a cultivar Douraddo, a maior diferenca entre as médias de produtividades (83,99% de reducio)
foi observada no tratamento de 30% da CC; enquanto para a Primavera, o tratamento foi o de 50% da CC
(Tabela 1). Esses resultados oferecem um bom indicativo da maior tolerancia da cultivar Douraddo em relacéo
a cultivar BRS Primavera, fornecendo maior confiabilidade da efetividade do ensaio para discriminar os
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gendtipos com comportamento diferenciado em relag@o a tolerancia a deficiéncia. Segundo Ferraz (1987),
0 arroz consome a maxima quantidade de agua aproximadamente uma semana antes da floragao. Durante
todo o ciclo consome 30% na fase vegetativa, 55% na fase reprodutiva e 15% na fase de maturag@o. Assim,
as amostras submetidas ao RNA-Seq foram as folhas de plantas que cresceram em condigdes de baixa
disponibilidade de agua na fase reprodutiva, sendo que para as plantas do cultivar Douraddo foi necessario
uma redugao de 70% de agua (tratamento de 30% da CC) e para as plantas do cultivar Primavera uma redugéo
de 50% de agua (tratamento de 50% da CC).

A analise do transcriptoma por RNA-Seq revelou que o conjunto das quatro bibliotecas gerou 201.509.058
reads paired-ends (PE) de 100 pb. A cobertura total dos reads no genoma do arroz foi de aproximadamente
46 vezes ¢ a cobertura em relagdo as regides codantes no DNA (CDS) foi de aproximadamente 200 vezes. A
cobertura média no genoma do arroz por biblioteca e a cobertura média nas regides CDSs foram, respectivamente,
11,65 ¢49,81 vezes. Para a cultivar Douradao, dos 27.618 transcritos sequenciados, 24.090 (87,2%) apresentaram
similaridade com sequencias do banco de dados (MSU Rice Genome version 7.0), enquanto para Primavera
essa estimativa foi de 23.663 (86,9%) transcritos. Assim como nossas estimativas Lu et al. (2010) descreve que
83.1% dos transcritos identificados por em seu trabalho foram anotados com gene models de arroz.

Somente os genes identificados nas condigdes de deficiéncia hidrica (30% da CC da cultivar Douradao
com os genes identificados no tratamento 50% da CC da Primavera) foram comparados entre si para fins
de identificagdo dos diferencialmente expressos. Dos 2.519 genes diferencialmente expressos entre os
tratamentos controles das duas cultivares 983 eram comuns aos 3.297 genes diferencialmente expressos entre
os tratamentos sob déficit hidrico. A partir dessa subtracao foram identificados 2.314 genes diferencialmente
expressos (978 induzidos e 1.336 reprimidos em Douradao), desconsiderando os genes comuns e deste total
1.171 foram anotados com termos do Gene Ontology (Figura 1) e distribuidos em 26 subcategorias funcionais
agrupadas em trés grupos principais: Processo Biologico, Fungdo Molecular e Componente Celular. Nesses
grupos podemos destacar duas subcategorias enriquecidas: 1) catalytic activity (GO:0003824) com 551 genes,
dos quais 155 apresentam funcao de kinase activity (GO:0016301), e 2) response to stimulus (GO:0050896)
com 288 genes, sendo 221 relacionados ao termo response to stress (GO:0006950). Entre os 978 induzidos
em Douraddo 324 foram expressos somente nessa cultivar sob déficit hidrico com predominio dos genes
agrupados nas subcategorias enriquecidas response to stress (46 genes) e kinase activity (34 genes).

A maioria dos transcritos anotados pela analise de BLAST tiveram similaridade com proteinas disponivel
no banco de dados de arroz da subespécie Japonica. Isto demonstra que a estratégia de sequenciamento paired-
end via tecnologia Next-Gen proporcionou a identificagdo de uma enorme propor¢do de genes expressos
em arroz. Esses transcritos foram assinados com a descri¢do dos provaveis genes ou nome das proteinas e
caraterizados com termos do GO, pois a informagao detalhada funcional é essencial para uma compreensao
global dos perfis de expressao génica em arroz. Essas anotagdes oferecem uma fonte valiosa de investigagao
de processos especificos, fungdes e ira contribuir para a identificagcdo de novos genes envolvidos nas vias de
sinaliza¢do em resposta a seca em arroz.

Tabela 1. Média de produtividade (g graos vaso ') e reducdo de produtividade em plantas de arroz de terras
altas, cultivares Douraddo e Primavera, submetidas ao cultivo sob condigdes 6timas de agua (tratamento
100%) e sob condigdes de deficiéncia hidrica (70, 50 e 30% de agua disponivel).

EstadioVegetativo Estadio Reprodutivo |
Tratamento Douradao Redugdo Primavera Redugdo Douradao Redugao Primavera Redugao
g gréos vaso ! (%) g gréos vaso ! (%) g gréos vaso ! (%) g gréos vaso ! (%)
100% 26,16 - 16,64 - 28,54° - 18,59¢ -
70% 23,14 11,55 11,88 28,60 25,46 10,80 16,15 13,12
50% 20,90 20,10 11,70 29.68 18,64* 34,69 8,20° 55,9
30% 14,56° 55,65 3,46° 79.2 4,57° 83,99 0° 100

As letras a e b indicam diferenga signiticativa (Teste de Tukey) entre as médias de produtividade em relagdo aos tratamentos hidri-
cos de cada genotipo em cada estadio de desenvolvimento. As comparag¢des das médias refere-se aos tratamentos em cada genotipo,
ou seja, foram comparadas as médias dentro de cada coluna de dados. A redu¢do de produtividade, em porcentagem, ¢ referente ao
decréscimo de produtividade das plantas estressadas comparativamente a produtividade das plantas controle.
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Figura 1. Classificacdo dos genes diferencialmente expressos entre Dourad@o e Primavera nos tratamentos
sob déficit hidrico (30% da CC em Douradao e 50% em Primavera) pelos termos do Gene Ontology. Os genes
estdo distribuidos em 26 subcategorias dentro das trés categorias funcionais principais: Biologic Process,
Cellular Component e Molecular Function.

Apoio
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