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Resumo 
 

De Freitas, Karine Elise Janner. Caracterização genômica de genes de síntese de 
amido e elementos repetidos e suas aplicações no melhoramento genético 
vegetal. 2021. 123f. Tese (Doutorado) - Programa de Pós-Graduação em 
Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas. 
 
A disponibilidade de sequências de genomas vegetais nos bancos de dados públicos 

tem permitido a elaboração de estudos que trazem importantes conhecimentos sobre 

a evolução das espécies e que auxiliam os programas de melhoramento genético 

visando a tolerância a estresses ambientais que, não somente diminuem a produção, 

mas também afetam a qualidade de grão. Ainda assim há muito a se entender, 

principalmente no que tange à evolução de sequências repetitivas em genomas 

acessórios e em genes relacionados com qualidade do grão em arroz sob estresses 

abióticos. Aqui 4 estudos são apresentados, trazendo novas informações nas 

referidas áreas. O primeiro deles trata da abundância, distribuição e evolução dos 

microssatélites (SSRs) em genomas mitocondriais de plantas e algas. Os resultados 

oferecem importantes insights sobre a evolução dos SSRs nos grupos de plantas.  Em 

um dos outros estudos são oferecidos 26 iniciadores para amplificação de SSRs nos 

genomas plastidiais de Aveia que possibilitam a distinção de espécies e populações 

do gênero Avena. Um estudo sobre a qualidade de grão do arroz foi elaborado 

também, caracterizando 19 importantes genes que atuam na síntese e modificação 

do amido em 11 espécies de Oryza. Nesse estudo, sugere-se que as 

deleções/mutações de aminoácidos em sítios ativos resultam em variações que 

podem afetar negativamente etapas da biossíntese do amido no endosperma, o que 

pode ser bastante útil em programas de melhoramento de genótipos de arroz visando 

qualidade de grão a partir de espécies selvagens. E por último, foi proposta uma 

estratégia, através da identificação de um SNP, para ser testada e utilizada em 

programas de melhoramento para tolerância aos principais estresses que afetam a 

qualidade do grão em arroz.  

 
Palavras-chave: SSRs, mtDNA, cpDNA, SSRGs, CREs, arroz.  
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Abstract  
 

De Freitas, Karine Elise Janner. Genomic characterization of starch synthesis 
genes and repeated elements and their applications in plant genetic 
improvement. 2021. 123f. Tese (Doutorado) - Programa de Pós-Graduação em 
Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas. 
 
The availability of plant genome sequences in public databases has allowed the 

development of studies that bring important understanding regarding the evolution of 

species. This has helped genetic improvement programs aiming at tolerance to 

environmental stresses that not only reduce yield, but also affect grain quality. Still, 

there is a lot to understand, especially regarding the evolution of repetitive sequences 

in accessory genomes and in genes related to grain quality in plants under abiotic 

stresses. Here, five studies are presented, bringing new information in those areas. 

The first one deals with the abundance, distribution, and evolution of microsatellites 

(SSRs) in plant and algae mitochondrial genomes. The results provide important 

insights into the evolution of SSRs in plant groups. In the other study, 26 primers are 

offered for the amplification of SSRs in the plastid genomes of Oat that allow the 

distinction of species and populations of the Avena genus. Study for rice grain quality 

was conducted, characterizing 19 important genes that act in the synthesis and 

modification of starch in 11 species of Oryza. In this study, it is suggested that amino 

acid deletions/mutations in active sites in wild species result in variations that can 

negatively affect stages of starch biosynthesis in the endosperm, which can be very 

useful in rice breeding programs aiming at grain quality a from wild species. Finally, a 

strategy was proposed, through the identification of a SNP, to be tested and used in 

breeding programs for tolerance to the main stresses that affect rice grain quality.  

 
Keywords: SSRs, mtDNA, cpDNA, SSRGs, CREs, rice.   
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

As condições ambientais adversas, como seca, salinidade e temperaturas 

extremas, encontradas pela planta durante o seu ciclo de vida, impõem limitações 

severas ao crescimento, reprodução vegetal, produção e qualidade de grão (Gull et 

al., 2019). 

Nesse sentido, uma característica importante a ser estudada, e que vem sendo 

foco dos estudos nos centros de pesquisa em melhoramento de arroz irrigado é a 

qualidade de grãos, sendo o amido um dos principais componentes do grão que 

fornece proteínas, vitaminas e minerais, além de possuir baixo teor de lipídios para o 

consumo. Além disso, as características como teor de amilose (AC) e temperatura de 

gelatinização (GT), que tem grandes efeitos na qualidade do cozimento (QC) e no 

consumo, são controlados pelas propriedades físico-químicas do amido no 

endosperma do grão (Walter et al., 2008). Por ser amplamente consumido em todo o 

mundo, o arroz tem diferentes formas de preparação, tornando o conceito de 

qualidade algo diferente em cada país. Considerando o aumento da demanda por este 

grão para os mercados de exportação internacionais, os aspectos que envolvem a 

qualidade estão sendo cada vez mais visados para estudo.  

Em relação a base genética da qualidade do grão, a ação coordenada de 

enzimas tem relação direta com a síntese de amido, sendo os grupos AGPase (ADP 

- glicose pirofosforilase), SS (amido sintase), SBE (enzima de ramificação do amido) 

e DBE (enzima de desramificação do amido), os que têm maior impacto neste 

processo. Sabendo disso, torna-se importante o conhecimento estrutural e funcional 

dos genes envolvidos nas rotas de síntese e degradação do amido em arroz, o que 

facilitaria a modificação de tais processos. 

Além disso, a investigação relacionando o comportamento dos genes de amido 

(SSRGs) frente a diferentes estresses que podem acometer a planta, bem como os 

elementos presentes no promotor desses genes é importante no sentido de trazer 

informações relevantes sobre aspectos que podem ser utilizados em programas de 

melhoramento genético. Assim, os elementos de ação cis (CRES) presentes nos 

promotores de genes são a fechadura para ativar ou reprimir genes em resposta a 

sinalização devido a fatores externos desafiantes, como estresses bióticos e abióticos, 

o que também altera as propriedades físico-químicas do amido no endosperma do 
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grão de arroz que podem refletir na aceitação pelo consumidor (Wittkopp & Kalay, 

2012). Nesse sentido, é necessário destacar os motivos de DNA provavelmente 

relacionados à modificação da expressão de genes envolvidos nas vias relacionadas 

ao amido a fim de auxiliar no entendimento da regulação dos SSRGs em plantas sob 

estresse. Além disso, é importante detalhar e discutir a cascata de sinalização que 

envolve esses genes identificando assim, possíveis usos para o melhoramento 

relacionado a qualidade. 

Outros motivos, neste caso repetidos, são os microssatélites ou SSRs (Do 

inglês, Simple Sequence Repeats). Essas sequencias de 1 a 6 nucleotídeos repetidos, 

estão presentes em genomas nucleares, plastidiais e mitocondriais de plantas e 

animais. Discute-se muito a função destes genes os quais podem ser utilizados como 

uma ferramenta com diversas aplicações na biologia e biotecnologia (Devey et al., 

2009). Nos genomas acessórios, estudos comparativos conduzidos a fim de 

caracterizar a distribuição e possíveis funções dos SSRs são realizados (George et 

al., 2015; Rajendrakumar et al., 2005) e contribuem para o entendimento da evolução 

desses elementos e principalmente demonstram a diversidade de motivos que temos 

nos genomas. No entanto, o impacto da presença e variação dessas sequencias ao 

longo da evolução, principalmente nos pequenos genomas acessórios, como o 

mitocondrial (mtDNA), merece atenção. O genoma mitocondrial é conhecido por 

codificar proteínas associadas ao metabolismo energético e, pouco se sabe sobre as 

mutações devido ao deslizamento da polimerase como mecanismo causal de 

polimorfismo. 

Por outro lado, o alto nível de transferibilidade de marcadores SSRs e a grande 

quantidade e dispersão nos genomas em genótipos de gramíneas são os principais 

atributos, que tornam os SSRs uma potente ferramenta a ser utilizada em programas 

de melhoramento (Oliveira et al., 2006). Na aveia (Avena sativa L.), gramínea de 

inverno, os SSRs são importantes na distinção de diferentes haplótipos através do 

uso de iniciadores SSRs, não somente nucleares, mas também plastidiais. Já que, há 

uma necessidade crescente de estudar diversas variedades de aveia em termos de 

suas características de importância agronômica e de buscar novos genótipos que 

possam servir de base para o desenvolvimento de novas variedades com alta 

produtividade e resistência a doenças (Gagkaeva et al., 2018). Por isso, faz-se 

necessário a caracterização dos SSRs nos genomas plastidiais e o desenvolvimento 

de iniciadores para amplificação das regiões que os contém. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

   2.1 A cultura do arroz e a qualidade do grão 
 

O arroz (Oryza sativa L.) é um dos alimentos mais importantes para a nutrição 

humana, sendo o principal alimento para mais da metade da população mundial, que 

o utiliza como fonte de energia diariamente. Além disso, desempenha um importante 

papel tanto no âmbito social e econômico quanto cultural, caracterizado como o 

segundo cereal mais cultivado e produzido no mundo, após o milho (Vanlalsanga e 

Yengkhom, 2019). O arroz é uma excelente fonte de energia, devido à alta 

concentração de amido, fornecendo também proteínas, vitaminas e minerais, e possui 

baixo teor de lipídios. Nos países em desenvolvimento, o arroz é um dos principais 

alimentos da dieta, sendo responsável por fornecer, em média, 715 kcal per capita por 

dia, 27% dos carboidratos, 20% das proteínas e 3% dos lipídios da alimentação. No 

Brasil, o consumo per capita é de 108 g por dia, fornecendo 14% dos carboidratos, 

10% das proteínas e 0,8% dos lipídios da dieta (Walter et al., 2008). Portanto, devido 

à importância do arroz na dieta de grande parte da população, sua qualidade 

nutricional afeta diretamente a saúde humana. 

Por outro lado, o gênero Oryza é composto por 23 espécies (Stein et al., 

2018), e destas, somente duas são cultivadas, a O. sativa, também chamada de arroz 

asiático por ter sido domesticado há 10.000 anos na Ásia e, a Oryza glaberrima Steud., 

também chamado de arroz africano, além de 21 parentes silvestres. Essas espécies 

apresentam 11 tipos diferentes de genoma (AA, BB, CC, BBCC, CCDD, EE, FF, GG, 

KKLL, HHJJ, HHKK) e têm uma distribuição pan-tropical, crescendo em uma ampla 

gama de ambientes (Atwell et al., 2014). Uma vez que O. sativa foi domesticada a 

partir de um número limitado de genótipos de O. rufipogon (seu parente selvagem 

mais próximo) estima-se que apenas 10-20% da diversidade genética encontrada em 

espécies selvagens está presente no germoplasma do arroz tradicionalmente 

cultivado, sendo o O. sativa dividido em somente duas subespécies, indica e japônica, 

as quais apresentam propriedades físico-químicas do grão bastante diferentes, 

influenciando diretamente características de cozimento (Feng et al., 2017). 



19 

 

 

Figura 1. Diagrama esquemático dos eventos de domesticação no arroz cultivado. 

(Hasan & Henry, 2020). 

 

Especificamente, a qualidade do arroz é uma característica subjetiva e sujeita 

aos padrões estabelecidos nos diferentes países, que por sua vez, são afetados pelos 

padrões culturais e pela sua forma de utilização na alimentação. A preferência do 

consumidor por esse cereal, geralmente, está associada a aspectos econômicos, 

tradicionais, variando de país para país e até mesmo de região para região dentro de 

um mesmo país (PEREIRA et al., 2007). De forma geral, pode-se dizer que o termo 

qualidade é aplicado largamente, para categorizar o comportamento do amido contido 

no endosperma do grão e as suas dimensões (Castro et al., 1999).  

As espécies selvagens de Oryza e outras espécies de gramíneas geralmente 

demonstram características agronômicas pobres, entre essas características, temos 

o menor rendimento e qualidade inferior de grãos. Curiosamente, essas espécies 

contêm muitos genes benéficos de interesse para características relacionadas ao 

rendimento e à qualidade. No entanto, um grande número desses genes ainda 

permanece inexplorado devido à dificuldade de transferência em arroz cultivado, e 

devido a poucos estudos relacionados a essas características de qualidade para 

genes nas espécies selvagens (Hasan & Henry, 2020). Sendo, portanto, as espécies 

selvagens, uma excelente fonte para exploração de novos alelos.  

Em vista disso, os programas de pesquisa e melhoramento genético de arroz 

irrigado conduzidos no Brasil e no mundo tem adotado estratégias metodológicas que 

agrupem biotecnologia e melhoramento convencional, visando desenvolver, além de 

genótipos comerciais de alta produtividade e estabilidade (adaptadas aos sistemas de 

cultivo; resistentes estresses bióticos; tolerantes a estresses abióticos), também 

genótipos com qualidade de grãos que atendam a preferência, inicialmente do 
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mercado interno e posteriormente, do mercado externo (EMBRAPA CPACT, 2012). 

Lembrando que, um arroz com alta qualidade, traz maiores retornos aos produtores 

devido à alta demanda de consumo. 

A qualidade de grãos é uma característica complexa, definida por diferentes 

variáveis e controlada por vários genes em interação com o ambiente. O 

melhoramento convencional para qualidade de grãos geralmente enfrenta grandes 

obstáculos. Esta dificuldade advém do estágio de desenvolvimento da planta em que 

é possível selecionar para qualidade de grãos. Ao contrário de outras características 

da planta, que podem ser selecionadas antes do florescimento, favorecendo o ganho 

de seleção por ciclo, a seleção para qualidade de grãos só pode ser realizada após a 

maturação, colheita e avaliação dos grãos. Um dos obstáculos refere-se à avaliação 

de qualidade, pois esta necessita de quantidade razoável de grãos. Sendo que nas 

fases iniciais de um programa de melhoramento a quantidade de grãos obtida por 

linhagem é limitada. Em geral, avaliações de qualidade de grãos só ocorrem na fase 

final do programa, quando maiores quantidades são disponíveis. 

Portanto, utilizar métodos que facilitem e/ou aumentem a eficiência de seleção 

para qualidade de grãos, contornando estes obstáculos, é de extrema importância 

para os programas de melhoramento genético. Por isso, torna-se fundamental e 

necessário ter um maior conhecimento da composição química, fisiologia, bioquímica 

e do controle genético do carácter para alcançar este objetivo. 

 

2.2 Propriedades de qualidade em Oryza sativa L. e as enzimas envolvidas 

na síntese de amido em arroz 

 

O amido representa a maior parte do carboidrato estocado no grão de arroz, 

uma vez que armazenam este nutriente para suprir as necessidades energéticas 

durante a germinação. Uma vez que o teor de amido influencia diretamente no valor 

calórico do alimento, a quantificação de seus teores poderá ser utilizada como 

indicativo indireto de valor nutricional. A quantidade de amido no grão de arroz pode 

variar entre diferentes genótipos devido a fatores genéticos, do ambiente e das 

interações genótipo versus ambiente. Além disso, o processamento também influencia 

o percentual de amido. Todos estes fatores têm impacto na composição do amido e 
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influenciam profundamente as propriedades físico-químicas do arroz causando 

variação na proporção de amilose e amilopectina. 

O amido no endosperma do arroz é formado por amilose e amilopectina. Sendo 

o teor de amilose no amido do endosperma uma das características importantes, 

correlacionada com as propriedades texturais, como maciez, coesão, cor, brilho e 

volume de expansão (Pandey et al., 2012). E as diferenças varietais na estrutura da 

amilopectina existem predominantemente devido à variação do comprimento da 

cadeia de ligações α-1,4 e α-1,6 que também desempenham um papel crítico na 

determinação das propriedades físico-químicas do amido no endosperma. Além da 

qualidade de cozimento (CQ), o conteúdo de amilose (AC) e temperatura de 

gelatinização (GT) são as principais medidas para avaliar a qualidade do grãos de 

arroz. Sendo que AC determina a firmeza e a natureza pegajosa do arroz cozido, 

enquanto o arroz com alto GT requer temperatura mais alta, mais água e tempo para 

cozinhar do que aqueles genótipos com GT baixo ou intermediário. Como o GT está 

diretamente correlacionado ao tempo necessário para cozinhar o arroz, portanto, arroz 

com GT intermediário são preferidos sobre aqueles com GT alto ou baixo. Estas duas 

propriedades têm maior efeito na qualidade do grãos de arroz cozido e, portanto, 

desempenham um papel importante em influenciar a preferência do consumidor. Em 

vários estudos, ambos AC e GT foram encontrados altamente associados com 

alimentação e propriedades culinárias do arroz (Pandey et al., 2012).  

As variações da estrutura da amilopectina e amilose surgem devido à 

expressão diferencial de várias isoformas das enzimas que sintetizam o amido. Quatro 

classes de enzimas catalisam as reações de síntese do amido e seus genes são 

chamados de SSRGs: AGPase, SS, SBE e DBE. As enzimas ADP – glicose 

pirofosforilase (AGPase) catalisam a produção do substrato comum (ADP-glicose), 

para a síntese da amilose e da amilopectina, mesmo sendo estas sintetizadas por vias 

diferentes. As enzimas ramificadoras do amido (SBE) atuam na ramificação das 

cadeias de glicose, enquanto enzimas desramificadoras do amido (DBE) atuam na 

linearização das cadeias de glicose. O grupo das amido sintases (SS), dividem-se em 

amido sintase ligada ao grânulo do amido (GBSS – amido sintase insolúvel), controla 

a síntese de amilose no endosperma do arroz, enquanto a amido sintase solúvel (SS) 

juntamente com as SBE e DBE atuam no controle da síntese da amilopectina. 

Algumas destas enzimas possuem múltiplas isoformas, codificadas por diferentes 
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locos da família gênica localizados em cromossomos distintos, sendo que cada loco 

desempenha um papel distinto na biossíntese do amido. Além disso, todas estas 

isoformas das enzimas atuam juntas coordenadamente e formam uma rede de 

regulação para controlar a síntese de amido no endosperma de arroz que afetam tanto 

a produtividade quanto a qualidade de grãos (Fasahat et al., 2014; Pandey et al., 2014; 

Hirose & Terao, 2004; Yu et al., 2011). 

Estudos envolvendo a evolução e estrutura dos genes e proteínas SSRGs 

existem, porém não consideram todos os 19 genes, e muito menos investigam e 

discutem a variação das estruturas entre as espécies selvagens de Oryza (Tian et al., 

2009; Ohdan et al., 2005; Yu et al., 2011). Além disso, sabe-se que a qualidade é 

controlada por fatores decisivos, como já apontado, e, reside nos próprios genomas. 

Por isso, atualmente, temos disponível no banco de dados Ensembl Plants, 11 

genomas de espécies de Oryza completamente sequenciados, sendo então fonte para 

diversos estudos. Assim, é necessário que pesquisas de base sejam desenvolvidas 

no sentido de fornecer insights para programas de melhoramento genético visando 

qualidade de grão, porém deve-se preconizar, que de forma previsível, possa ser 

possível alterar componentes de qualidade. Especificamente, a melhoria na qualidade 

do amido no endosperma de arroz, especialmente para aumentar o nível de amilose, 

é extremamente importante para que nos programas de melhoramento, sejam 

selecionadas novas cultivares de qualidade, alto rendimento industrial e aceitação dos 

padrões culinários de consumo, principalmente no Brasil e também no mundo. 

 

2.3 Estresses abióticos/bióticos afetam a qualidade do grão de arroz 

 

Como apontado anteriormente, enquanto os produtores e os processadores 

exigem estabilidade de rendimento de grãos e uniformidade de produto, o desafio do 

momento é manter a qualidade do grão frente a padrões climáticos variáveis. Ser 

capaz de prever a natureza físico-química geral do amido como resultado do status 

de crescimento é um passo em direção à agricultura "precisa" necessária para o 

século 21ª (Beckles & Thitisaksakul, 2014). 

Nesse sentido, fatores decisivos, como o genoma, são a chave para o controle 

da qualidade no grão de arroz. Porém, o ambiente externo pode afetar, na maioria das 

vezes, de forma negativa a qualidade do grão. Fatores bióticos como pragas e 
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doenças, e fatores abióticos, como temperatura, água, salinidade, fertilidade, entre 

outros podem alterar as cadeias de formação da amilose e amilopectina levando a 

severa perda de qualidade (Beckles & Thitisaksakul, 2014). Além disso, nos próximos 

anos as mudanças ambientais se tornarão cada vez mais imprevisíveis (Battisti & 

Naylor, 2009). Os produtores, em âmbito mundial, já enfrentam mudanças nas épocas 

de plantio, temperaturas noturnas mais altas do que a média, diminuição da 

disponibilidade de água e deterioração da qualidade do solo, que pode alterar o 

acúmulo de amido e as características físicas, tornando a qualidade do grão e da 

farinha menos desejável para alguns usos posteriormente pretendidos (Hatfield et al., 

2011). Antecipar essas mudanças pode ajudar cada grupo ao longo da cadeia de 

abastecimento a planejar e direcionar os mercados adequados para esses “produtos 

estressados”. Porém a melhor forma de evitar perdas na lavoura ainda é, e sempre 

vai ser, o uso de genótipos tolerantes oriundos em programas de melhoramento 

genético. 

As cultivares de arroz precisam ser melhoradas para que suportem o aumento 

na capacidade de adaptação a ambientes novos e estressantes, bem como ciclo curto 

juntamente com maior produção, qualidade nutricional superior e resistência a tensões 

ambientais. Cultivares aprimoradas são necessárias para combater essas ameaças, 

permitindo que haja rendimento/capacidade para alimentar a crescente população 

global. Espécies de arroz selvagem tornam-se uma enorme fonte de genes valiosos 

que podem resistir a muitas tensões. Numerosos genes, especialmente para 

estresses bióticos e abióticos de arroz selvagem foram incorporados ao arroz 

cultivado para produzir novas variedades de elite. Essas variedades mostram 

resistência a fungo de planta marrom, vírus do tungro, crestamento bacteriano e 

tolerância à salinidade, seca e sulfato ácido entre outros. Desta forma, a segurança 

alimentar pode ser alcançada através da busca de variação natural em espécies de 

arroz, identificando novos alelos e genes necessários para o desenvolvimento de 

variedades de arroz (Ricachenevsky et al., 2016). 

 

2.4 O que se sabe sobre as características de qualidade nas espécies 

selvagens? 

 

Até o momento, não se sabe muito sobre a composição química e nutricional 

dos grãos nas espécies selvagens e fatores genéticos que podem ser úteis para o 
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melhoramento da qualidade de grãos, embora esta abordagem possa ter um grande 

potencial. Porém, os poucos estudos disponíveis apontam que as características que 

influenciam a aparência do grão, valor nutricional, qualidade funcional (por exemplo, 

características de cozimento) e desempenho de processamento podem ser 

provenientes de espécies selvagens. Os genes úteis disponíveis incluem muitos 

controles de tamanho e forma de grão, cor de grão e propriedades de amido 

relacionados aos genes de síntese e outras características de qualidade, sendo que 

os avanços na tecnologia genômica estão tornando essa diversidade genética mais 

facilmente disponível das espécies selvagens para uso no melhoramento genético do 

arroz cultivado, além de apenas aumentar a produtividade (Hasan et al., 2020). 

Os efeitos ou resultado dos principais estresses abióticos, desidratação, frio e 

salinidade, sob a qualidade de grão pode ser observada, principalmente por reduzir o 

acúmulo de amido em até 40%, levando a mudanças na composição do amido, 

estrutura e funcionalidade. Estudos tem mostrado isso em arroz e trigo (Gunaratne et 

al., 2011 e Liu et al., 2010). Outras espécies como a cevada, são mais resistentes 

(Brooks et al., 1982). 

Nesse sentido, pesquisas envolvendo o estudo dos loci que codificam amido 

sintetases e proteínas de armazenamento de sementes, bem como seus reguladores 

de ação cis e trans, é algo de substancial relevância. Sendo, esses dois últimos, os 

elementos que afetam altamente a atividade desses genes em diferentes condições. 

 

    2.5 Elementos de regulação cis (CREs) podem fornecer novas 

possibilidades para a engenharia genética 

 

Através de modificações nos padrões de expressões gênicas, as células 

conseguem se adaptar a todo momento sob diferentes condições ambientais. É 

possível observar que nem todos os genes são expressos no mesmo momento 

(LAMBERT, 2018). Para que um organismo se desenvolva e sobreviva é necessário 

que ocorra o controle da expressão de genes (CASTRILLO et al., 2011). A introdução 

de novos genes via transgenia ou a alteração de alelos via edição gênica são 

ferramentas biotecnológicas que podem auxiliar no controle da expressão de 

características de interesse agronômico (ZHANG, et al., 2005). A expressão gênica 

só é possível devido a presença de proteínas, que são conhecidas como fatores de 
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transcrição (FT) que fazem ligação a elementos de ação cis (CREs), presentes nos 

promotores dos genes, para ativar ou reprimir um gene (TAN et al., 2020). E essa 

regulação ocorre tanto em condições favoráveis a planta, quanto em condições 

adversas. 

Os CREs, como potenciadores ou promotores, controlam o desenvolvimento e 

a fisiologia pela regulação da expressão gênica. Mutações na sequência dos CREs 

que afetam a função desses elementos contribuem para a diversidade fenotípica 

dentro e entre as espécies, o que torna esses elementos alvo de muitos estudos 

utilizando a engenharia genética. Com muitos estudos de caso mostrando atividade 

regulatória divergente na evolução fenotípica, que puderam ser provados através de 

abordagens que incluem análise funcional detalhada de CREs individuais e 

comparação de mecanismos de regulação gênica entre espécies usando as 

ferramentas genômicas recentes (Wittkopp & Kalay, 2012). 

 

Figura 2. Diagrama representativo de um típico promotor eucariótico. Esquema 

adaptado de VENTER & BOTHA (2010). 

Nesse contexto, os avanços nas pesquisas e na precisão de seus resultados 

em perfis de expressão do transcriptoma tem levado à identificação de várias 

combinações de atuação (cross-talk) dos elementos cis, nas regiões promotoras de 

genes induzidos por estresses como a desidratação, temperaturas extremas, e 

condições do solo, entre muitos outros. E envolvidos com respostas hormonais. Existe 

a região core que é definida como a porção mínima necessária para direcionar a 

transcrição. Nesta porção estão localizados elementos regulatórios importantes como 

o TATA box, com a sequência consenso TATAAA, e o iniciador (Inr) à montante do 
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ponto de início da transcrição. Ainda podemos ter o elemento promotor a jusante 

(DPE, do inglês, downstream promoter elemento) (VENTER & BOTHA, 2004).  

Os sítios de ligação compreendem a menor parte dos nucleotídeos dentro de 

uma região promotora, a qual é geralmente intercalada por regiões maiores sem sítios 

de ligação. Os espaçamentos entre os sítios de ligação de fatores de transcrição 

podem apresentar grandes variações de tamanho, dependendo das interações 

proteicas que ocorrem durante a ligação aos elementos cis (WRAY et al., 2003). O 

reconhecimento de CREs essenciais para as plantas na tolerância a estresses 

abióticos, bem como interessantes alvos para a edição já foram relatados (Swinnen et 

al., 2019). 

Nos promotores dos genes da qualidade do arroz, nenhum estudo abordando 

as vias de transdução de sinal e o incremento dos CREs nas espécies selvagens foi 

realizado. Os estudos mais recentes ainda estão tentando compreender a complexa 

rede de regulação que ocorre na formação do amido, avaliando a expressão temporal 

dos genes envolvidos (Pandey et al., 2012; Yu et al., 2011), aspectos genômicos 

estruturais (De Freitas et al., 2021; Batra et al., 2017; Georgelis et al., 2008), entre 

outros estudos, inclusive utilizando a engenharia genética no nocaute ou mutação dos 

genes de síntese de amido para obtenção de mutantes mais assertivos e eficientes 

na produção da proporção amilose/amilopectina (Sun et al., 2010; Shufen et al., 2019; 

Xu et al., 2020). Apesar do grande esforço na compreensão da via de síntese do 

amido, ainda é necessário compreender e explorar as divergências na evolução 

fenotípica através do estudo dos CREs nos promotores SSRGs nas espécies 

selvagens de Oryza, para mais tarde, permitir que se altere efetivamente o padrão de 

expressão desses genes de maneiras específicas, criando fenótipos tolerantes as 

pressões ambientais sem alterar negativamente a qualidade do grão.  

 

2.6 Microssatélites ou SSRs 

 

Ainda sob o contexto dos avanços da tecnologia do DNA, principalmente o 

sequenciamento genômico, foi possível tornar disponível nos bancos de dados uma 

ampla gama de sequências para uso em diversos estudos, entre esses destaca-se os 

estudos para a compreensão da evolução das espécies através de sequências 

especificas do genoma. 



27 

 

Uma classe de sequencias alvo de estudos nos últimos 20 anos, são os 

chamados elementos repetidos, dentre eles podemos citar os microssatélites, também 

conhecidos como SSRs (sequencias de 1 a 10 nucleotídeos) repetidos não 

aleatoriamente no genoma. Minissatélites (> 10 nucleotídeos) são subcategorias de 

repetições em tandem (TRs). Além destas, as repetições intercaladas predominantes 

(ou remanescentes de elementos transponíveis), constituem regiões repetitivas 

genômicas. Os TRs são evolutivamente relevantes devido à sua instabilidade. Em 

geral, eles sofrem mutação a taxas entre 103 e 106 por geração de células, ou seja, 

até 10 ordens de magnitude maiores do que as mutações pontuais (Vieira et al., 2016). 

De maneira geral, pode-se afirmar que a ocorrência de SSRs é menor em 

regiões gênicas, devido ao fato de os SSRs apresentarem uma alta taxa de mutação 

que pode comprometer a expressão gênica. Estudos indicam que em regiões 

codificantes há predominância de SSRs com motivos gênicos do tipo tri e 

hexanucleotídeo, resultado da pressão de seleção contra mutações que alterem o 

quadro de leitura (Zhang et al., 2004). O surgimento de novos alelos ocorre devido as 

mutações escaparem da correção pelo sistema de reparo de incompatibilidade de 

DNA. Por esse motivo, diferentes alelos podem existir em um determinado locus SSR, 

o que significa que SSRs são mais informativos do que outros marcadores 

moleculares, incluindo SNPs. 

A importância desses elementos ocorre devido serem os marcadores mais 

amplamente usados para genotipagem de plantas nos últimos 20 anos pois são 

marcadores genéticos multialélicos altamente informativos, codominantes, que são 

experimentalmente reprodutíveis e transferíveis entre espécies relacionadas (Mason, 

2015). Especificamente, os SSRs são úteis para espécies selvagens (i) em estudos 

de diversidade medida com base na distância genética; (ii) estimar o fluxo gênico e as 

taxas de cruzamento; e (iii) em estudos evolutivos, sobretudo para inferir relações 

genéticas intraespecíficas. Por outro lado, para plantas cultivadas, os SSRs são 

comumente usados para (i) construir mapas de ligação; (ii) mapear loci envolvidos em 

características quantitativas (QTL); (iii) estimar o grau de parentesco entre genótipos; 

(iv) realizar seleção assistida por marcador; e (v) definir as impressões digitais de DNA 

de cultivares (Jonah et al., 2011; Kalia et al., 2011). 

Evolutivamente, apesar da ampla aplicabilidade dos SSRs como marcadores 

genéticos desde sua descoberta na década de 1980 (Tautz e Renz, 1984), pouco se 

sabe sobre a importância biológica dos SSRs, especialmente em plantas. Um alta 
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frequencia de SSRs existe em regiões transcritas de diversas espécies, 

especialmente em regiões não traduzidas - UTRs (Morgante et al., 2002). 

Curiosamente, existem dados substanciais indicando que as expansões ou 

contrações de SSR em regiões de codificação de proteínas podem levar a um ganho 

ou perda da função do gene por meio de mutação de frameshift ou mRNAs tóxicos 

expandidos. Além disso, as variações de SSR em 5'-UTRs podem regular a expressão 

gênica afetando a transcrição e a tradução, mas as expansões nas 3'-UTRs causam 

deslizamento da transcrição e produzem mRNA expandido, que pode interromper o 

splicing e pode interromper outras funções celulares. Os SSRs intrônicos podem 

afetar a transcrição do gene, o splicing do mRNA ou a exportação para o citoplasma. 

SSRs tripletos localizados em UTRs ou íntrons também podem induzir o silenciamento 

de genes do tipo mediado por heterocromatina. Todos esses efeitos podem 

eventualmente levar a mudanças fenotípicas (Li et al., 2004). 

Por isso, diversos estudos já foram conduzidos no sentido de identificar SSRs 

em espécies prospectando iniciadores para serem utilizados na caracterização de 

espécies/populações e diversidade genética em diferentes espécies de plantas de uso 

econômico ou inclusive aquelas espécies que carecem de estudos moleculares. Além 

disso, outros estudos focam no entendimento da importância desses elementos e o 

impacto das variações durante a evolução (Vieira et al., 2016).  

O estudo desses elementos em genomas acessórios de plantas se torna ainda 

mais importante, já que esses genomas geralmente são pequenos e apresentam forte 

pressão de seleção para variações. Adicionalmente, o impacto da variação de um 

SSR em um genoma mitocondrial ou plastidial pode ter reflexos extremamente 

negativos durante a evolução. Alguns estudos comparativos já foram conduzidos em 

genomas acessórios e revelaram aspectos evolutivos importantes como grande 

número de repetições de monômeros em comparação com dímeros e trímeros; 

repetições di-, tri-, tetra-, penta-, hexâmeros estão presentes em todos os genomas 

de plastídio investigados; e organismos mais basais como as algas mostram ampla 

variação de número e distribuição de SSRs entre os genomas (George et al., 2015). 

Porém ainda há a necessidade de revelar novos aspectos através de estudos 

comparativos entre as espécies principalmente relacionados a evolução desses 

elementos no mtDNA das plantas, que codificam proteínas associados ao 

metabolismo energético. 
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2.7 Avena sativa L. 

 

Aveia (Avena sativa L.) é um alimento saudável e bastante consumido no 

mundo, devido conter no seu grão teores de beta-glucano, uma fibra que pode reduzir 

ativamente o nível de colesterol de lipoproteína de baixa densidade e diminuir o risco 

de doença cardíaca coronária (EFSA, 2010). Por isso, é cultivada podendo ser útil 

como pasto para gado, como fertilizante verde para o solo e para a produção de grãos. 

Até recentemente, a produção de aveia no Brasil era baixa devido principalmente à 

ausência de cultivares bem adaptadas. Programas de melhoramento foram 

implementados para aumentar a adaptabilidade, rendimento de grãos e conteúdo de 

proteínas (Pedó et al., 1998). Adicionalmente a preservação e o uso de germoplasma 

de espécies de aveia selvagem são essenciais para o melhoramento da aveia 

cultivada, sendo necessário o desenvolvimento de marcadores moleculares. 

Recentemente, foram sequenciados e publicados os genomas plastidiais de 26 

espécies de Avena (Liu et al., 2020 e Fu, 2018), que estão disponíveis em bancos de 

dados públicos para além de estudos de evolução do genoma da aveia, também 

conservação e utilização de germoplasma de aveia em programas de melhoramento. 

Estudos tem revelado a importância dos marcadores baseados em SSRs plastidiais 

(Da Silva et al., 2011 e Li et al., 2008).  
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3 HIPÓTESE E OBJETIVOS 

  

3.1 Hipóteses 

 

● A distribuição dos microssatélites pode explicar a evolução dos genomas 

mitocondriais em plantas através da análise de número e distribuição de SSRs; 

● As espécies selvagens de arroz podem oferecer genes e alelos que ajudem a 

melhorar a qualidade de grão das espécies cultivadas; 

● Variações no conteúdo de amido frente diferentes ambientes podem ser 

controladas através das CREs dos genes de síntese de amido em arroz;  

● A amplificação de SSRs de genomas plastidiais constituem potencial 

ferramenta para distinção de populações e espécies de Aveia. 

 

3.2 Objetivo Geral 

 

Contribuir com informações acerca das sequências microssatélites em genomas 

acessórios e genes de síntese de amido que possam ser úteis para entender a 

evolução dos genomas e compor pesquisas especificas e estratégias para o 

melhoramento genético para qualidade de grão e tolerância a estresses em arroz.  
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3.3 Objetivos Específicos 

 

● Revelar o número, abundância e densidade de microssatélites nas diferentes 

regiões dentro dos genomas mitocondriais comparando e discutindo os 

resultados entre 204 espécies de plantas e algas. 

● Identificar, caracterizar a estrutura, localização e filogenia dos SSRGs nas 

espécies cultivadas e selvagens do gênero Oryza. 

● Revelar os CREs relacionados a estresses abióticos/bióticos, hormônios, 

amilose e desenvolvimento celular nos promotores dos SSRGs relacionando 

alterações no conteúdo de amido frente a, principalmente, estresses bióticos e 

abióticos e as possíveis funções dos CREs já relatadas na mitigação dos 

efeitos dos estresses. 

● Propor uma estratégia, através da identificação de um SNP, para ser testada e 

utilizada em programas de melhoramento para tolerância aos principais 

estresses que afetam a qualidade do grão (desidratação, frio e salinidade) em 

arroz. 

● Identificar os microssatélites e propor iniciadores para as regiões SSRs nos 

genomas plastidiais nas espécies do gênero Avena disponíveis nos bancos de 

dados. 
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4 CAPÍTULOS 

 

4.1 Artigo 1 – An empirical analysis of mtSSRs: Could microsatellites 

distribution patterns explain the evolution of mitogenomes in plants? 

 

Artigo publicado na revista Functional and Integrative Genomics (Springer) 
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Supplementary file1 (XLSX 350 KB) 

Table S1. Overview of various mitochondria genomes and total number, relative abundance, density of 

microsatellites, and expected number of SSR1 in the selected genomes. Table S2. Distribution of repeats types in 

mitochondria genomes. Table S3. Distribution of SSR1 repeats in coding region of genome and non-coding. Table 

S4. Distribution of SSR2-10 types in coding region of genome. Table S5. Distribution of long SSR2-6 in mitochondria 

genomes from various plants groups Table S6. Linear correlation between genome size and GC content with SSR 

characteristics. (XLSX 350 kb). 

 

Arquivo disponibilizado de forma separada disponível em formato .xmlx. 
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Supplementary file2 (PDF 6571 KB) 

 

Supplementary file2. A. A tree shows the relationships among main green plants genomes inferred from 

variant signals in the profiles B. Position and depth of repetitive DNA in the main genome of an organism 

representing algae and an organism for each plant group. 
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Supplementary file3 (PDF 4754 KB) 

 

 

Supplementary file3. Distribution of SSRs in the mitochondrial genome of an organism representing algae and 

an organism for each plant group. A: Chara vulgaris (algae); B: Marchantia polymorpha (liverwort); C: Physcomitrium 

patens (moss); D: Phaeoceros laevis (hornwort); E: Phlegmarius squarrous (lycophyte); F: Ophioglossum californicum 

(fern); G: Cycas taitungensis (gymnosperm) and H: Oryza sativa (flowering plant). 
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Supplementary file4 (PDF 290 KB) 

 

 
 
 
 
Supplementary file4. Microsatellite identified by being part of or acting as a cis regulatory element. A: It has an 

AGC trimer motif that acts as a cis regulatory element in the mitochondrial mttB gene promoter of the Closterium 

baillyanum algae species. B: It has a TCTTTA hexamer motif that contains several cis regulatory elements in its 

structure. This microsatellite motif is found in the mitochondrial gene promoter rpl16 in the angiosperm species 

Tripsacum dactiloides. 
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Supplementary file5 (PDF 290 KB) 

 

 
 

Supplementary file 5: Linear graphical map of five mtDNA from algae group. In the left inside rectangles are 

inserted the characteristics of the mtSSRs of each analyzed species, and above the linear maps the legend referring 

to the mitochondrial genes. 
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4 CAPÍTULOS 

 

4.2 Artigo 2 – Starch Synthesis-Related Genes (SSRG) Evolution in the Genus 
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Supplementary materials: 

Table S1. Full information about each of the Starch Synthesis-Related Genes (SSRGs) analyzed. 

Locus 

name 

# of 

Transcripts 

RAP-DB/Ensembl 

ID 
Location Start End Size (pb) ID E-value 

AGPL1 1 Os05g0580000 Chr. 5 28871811 28877272 5462     

AGPL3 2 Os03g0735000 Chr. 3 30099369 30104572 5204     

AGPL4 1 Os07g0243200 Chr. 7 7983125 7989283 6159     

AGPS2a 4 Os08g0345800 Chr. 8 15666389 15672583 6248     

ALK  1 Os06g0229800 Chr. 6 6748398 6753302 4916     

DPEI 1 Os07g0627000 Chr. 7 25980423 25984853 4431     

GBSSII 2 Os07g0412100 Chr. 7 12916883 12924202 7320     

ISA 1 Os08g0520900 Chr. 8 25893657 25900576 6920     

PUL 1 Os04g0164900 Chr. 4 4408357 4418889 10533     

SBE1 4 Os06g0726400 Chr. 6 30897378 30905803 8426     

SBE3  1 Os02g0528200 Chr. 2 19355790 19367127 11338     

SSI 1 Os06g0160700 Chr. 6 3079296 3086808 7513     

SSII 1 1 Os10t0437600 Chr. 10 15673243 15681075 7833     

SSII 2 2 Os02g0744700 Chr. 2 31233292 31238210 4929     

SSIII 1 2 Os04g0624600 Chr. 4 31751600 31759420 7821     

SSIII 2 1 Os08g0191433 Chr. 8 5353697 5363276 9580     

SSIV 1 4 Os01g0720600 Chr. 1 30032428 30041425 8998     

SSIV 2 2 Os05g0533600 Chr. 5 26485770 26493983 8214     

Wx 2 Os06g0133000 Chr. 6 1765622 1770653 5032     

AGPL1 1 BGIOSGA017490 Chr. 5 30220701 30222552 3388 99.9 0.0 

AGPL3 1 BGIOSGA009855 Chr. 3 34318562 34322802 4241 99.6 0.0 

AGPL4 1 BGIOSGA024540 Chr. 7 7995391 7999961 4571 99.6 0.0 

AGPS2a 1 BGIOSGA027135 Chr. 8 16750552  16746477 4076 99.5 0.0 

ALK  1  BGIOSGA022586 Chr. 6 7778365 7782784 4420 99.9 0.0 

DPEI  1  BGIOSGA026185 Chr. 7 24042478 24046564 4087 99.7 0.0 

GBSSII  1  BGIOSGA024424 Chr. 7 12148263 12152181 3919 99.2 0.0 

ISA  1  BGIOSGA026650 Chr. 8 27633755 27640589 6835 99.9 0.0 

PUL   1   BGIOSGA015875 Chr. 4 3476296 3488775 12480 98.2 0.0 

SBE1  1  BGIOSGA020506 Chr. 6 32596001 32603277 7277 99.8 0.0 

SBE3  1  BGIOSGA006344 Chr. 2 20764778 20775734 10957 99.7 0.0 

SSI  1  BGIOSGA021860 Chr. 6 3609454 3616267  6814 100.0 0.0 

SSII 1 1 BGIOSGA033011 Chr. 10 14120504 14127623 7120 99.6 0.0 

SSII 2  1  BGIOSGA005631 Chr. 2 33274118 33278322 4215 99.8 0.0 

SSIII1  1  BGIOSGA014316 Chr. 4 30784815 30792005 7186 99.9 0.0 

SSIII 2  1  BGIOSGA028122 Chr. 8 5614172 5624994 10823 99.7 0.0 

SSIV 1  1  BGIOSGA000900 Chr. 1 33261071 33269378 8308 99.7 0.0 

SSIV 2  1  BGIOSGA020250 Chr. 5 27869304 27876940 7637 99.7 0.0 

Wx 1 BGIOSGA022241 Chr. 6 1931535 1935014 3480 100.0 0.0 

AGPL1 1 ORUFI05G29020 Chr. 5 25558424 25561810 3387 100.0 0.0 

AGPL3 1 ORUFI03G34620 Chr. 3 28543622 28547924 4303 99.8 0.0 

AGLP4 1 ORUFI07G08660 Chr. 7 7250572 7256218 5647 99.9 0.0 

AGPS2a 2 ORUFI08G13010 Chr. 8 13811400 13817275 5876 100.0 0.0 

ALK  1  ORUFI06G08580 Chr. 6 6231488 6236538 5051 99.5 0.0 

DPEI   2  ORUFI07G24050 Chr. 7 22751548 22756102 4555 100 0.0 

GBSSII  1  ORUFI07G11630 Chr. 7 11317247 11324432 7186 99.1 0.0 

ISA  1  ORUFI08G23320 Chr. 8 23528272 23535101 6830 99.9 0.0 

PUL  1  ORUFI04G02940 Chr. 4 3519334 3532236 12903 98.3 0.0 

SBE1  5  ORUFI06G29940 Chr. 6 27526184 27533602 7419 99.8 0.0 
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SBE3  1  ORUFI02G19870 Chr. 2 18185004 18195898 10895 100.0 0.0 

SSI  1  ORUFI06G04040 Chr. 6 2791984 2798799 6816 99.9 0.0 

SSII 1  3  ORUFI10G11670 Chr. 10 13668717 13679236 10520 99.7 0.0 

SSII 2  2  ORUFI02G33990 Chr. 2 29295244 29299474 4231 99.8 0.0 

SSIII 1  1  ORUFI04G27570 Chr. 4 27123710 27130905 7196 99.9 0.0 

SSIII 2  3  ORUFI08G05900 Chr. 8 4762126 4775482 13357 99.4 0.0 

SSIV 1  3  ORUFI01G32260 Chr. 1 27539416 27547732 8317 99.9 0.0 

SSIV 2  2  ORUFI05G25430 Chr. 5 23281640 23290019 8380 99.8 0.0 

Wx  2  ORUFI06G02030 Chr. 6 1559398 1564292 4895 99.9 0.0 

AGPL1 2 ONIVA05G29110 Chr. 5 26996830 26999189  5239 100.0 0.0 

AGPL3 1 ONIVA03G34930 Chr. 3 30015137 30019384 4248 99.6 0.0 

AGPL4 1 ONIVA07G07390 Chr. 7 6096533 6102180 5648 99.7 0.0 

AGPS2a 2 ONIVA04G29180 Chr. 4  27995462 28001390 5929 99.5 0.0 

ALK 1 ONIVA06G09520 Chr. 6 6979112 6984349 5238 99.4 0.0 

DPEI    UNKNOWN             

GBSSII  2  ONIVA07G09560 Chr. 7 9331482 9338655 7174 99.8 0.0 

ISA  2  ONIVA01G02600 Chr. 1 1822103 1830976 8874 99.7 0.0 

PUL  3  ONIVA08G18600 Chr. 8 20035949 20048691 12743 99.8 0.0 

SBE1 6 ONIVA06G30960 Chr. 6 28851472 28859303 7832 99.8 0.0 

SBE3  1  ONIVA02G20920 Chr. 2 19160312 19171267 10956 99.8 0.0 

SSI  1  ONIVA06G20230 Chr. 6 18799660 18806464 6805 99.4 0.0 

SSII 1  3  ONIVA10G10320 Chr. 10 11413747 11424234 10488 99.7 0.0 

SSII 2 2 ONIVA06G04720 Chr. 6 3161289 3166670 5391 99.5 0.0 

SSIII 1 2 ONIVA04G24880 Chr. 4 24741542 24749237 7696 99.9 0.0 

SSIII 2  2  ONIVA08G05260 Chr. 8 4445515 4458770 13256 99.7 0.0 

SSIV 1  3  ONIVA01G33370 Chr. 1 29128063 29136375 8313 99.9 0.0 

SSIV 2  1  ONIVA05G24550 Chr. 5 24014997 24023064 8040 99.7 0.0 

Wx  1  ONIVA06G02500 Chr. 6 1715144 1719189 4046 99.9 0.0 

AGPL1 1 OGLUM05G28600 Chr. 5 29490471 29492029 3389 99.7 0.0 

AGPL3 1 OGLUM03G32900 Chr. 3 31084033 31088270 4238 99.6 0.0 

AGPL4 1 OGLUM07G07800 Chr. 7 7504668 7510317 5650 99.6 0.0 

AGPS2a 1 OGLUM08G12560 Chr. 8 13673152 13677206 4055 99.8 0.0 

ALK 1 OGLUM06G08830 Chr. 6 6894230 6899271 5050 99.5 0.0 

DPEI   2  OGLUM07G22950 Chr. 7 24895289 24899871 4583 99.7 0.0 

GBSSII  2  OGLUM07G10960 Chr. 7 12170159 12177340 7182 99.7 0.0 

ISA  1  OGLUM08G22090 Chr. 8 24554177 24560987 6811 99.9 0.0 

PUL  3  OGLUM04G01860 Chr. 4 2886872 2900509 13638 98.5 0.0 

SBE1  7  OGLUM06G29370 Chr. 6 31128403 31137352 8950 99.8 0.0 

SBE3 1 OGLUM02G19180 Chr. 2 20189625 20200539 10915 99.7 0.0 

SSI  1  OGLUM06G04130 Chr. 6 2892170 2898982 6821 99.1 0.0 

SSII 1  2  OGLUM10G10900 Chr. 10 14772075 14780343 8269 97.4 0.0 

SSII 2  2  OGLUM02G32940 Chr. 2 32627141 32631778 4638 99.5 0.0 

SSIII 1  3  OGLUM04G25800 Chr. 4 28951767 28958958 7192 98.0 0.0 

SSIII 2  2  OGLUM08G05570 Chr. 8 4670325 4683755 13441 99.4 0.0 

SSIV 1  2  OGLUM01G33230 Chr. 1 32640551 32648862 8312 99.5 0.0 

SSIV 2  2  OGLUM05G25180 Chr. 5 26994912 27002552 7641 98.2 0.0 

Wx  2  OGLUM06G02020 Chr. 6 1469264 1474035 4772 99.9 0.0 

AGPL1 1 ORGLA05G0234700 Chr. 5 22419555 22421766 3384 98.9 0.0 

AGPL3 1 ORGLA03G0301700 Chr. 3 27225984 27230182 4199 99.7 0.0 

AGPL4 1 ORGLA07G0073000 Chr. 7 6872607 6877182  4516 99.8 0.0 

AGPS2a 1 ORGLA08G0104300 Chr. 8 11519446 11523524 5891 99.5 0.0 

ALK  1  ORGLA06G0078600 Chr. 6 6002051 6006473 4423 99.6 0.0 

DPEI   1  ORGLA07G0179000 Chr. 7 18641028 18645164 4137 98.2 0.0 

GBSSII  1  ORGLA07G0097800 Chr. 7 10557492 10561434 3943 99.5 0.0 
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ISA  1  ORGLA08G0184300 Chr. 8 19624422 19631228 6807 99.7 0.0 

PUL 1 ORGLA04G0016300 Chr. 4 2098830 2109127 10308 99.6 0.0 

   1  ORGLA06G0243400 Chr. 6 23629078 23642103 11836 99.4 0.0 

SBE1  1  ORGLA06G0237000 Chr. 6 23121600 23127808 6209 99.6 0.0 

SBE3  1  ORGLA02G0162800 Chr. 2 15767001 15777902 10902 99.8 0.0 

SSI  1  ORGLA06G0037300 Chr. 6 2672463 2679274  6812 99.5 0.0 

SSII 1  1  ORGLA10G0098400 Chr. 10 12560982 12568108 7127 99.8 0.0 

SSII 2 1 ORGLA02G0278400 Chr. 2 25119935 25124140 4206 99.5 0.0 

SSIII 1  1  ORGLA04G0229100 Chr. 4 23494796 23501988 7193 99.7 0.0 

SSIII 2  1  ORGLA08G0045500 Chr. 8 3902326 3913414 11089 99.7 0.0 

SSIV 1  1  ORGLA01G0239700 Chr. 1 21752449 21760765 8317 99.6 0.0 

SSIV 2   UNKNOWN             

Wx  1  ORGLA06G0020500 Chr. 6 1582446 1585771 3326 99.6 0.0 

AGPL1 1 OBART05G27050 Chr. 5 23324094 23326305 3384 99.8 0.0 

AGPL3 1 OBART03G33230 Chr. 3 27626346 27630535 4190 99.7 0.0 

AGPL4 1 OBART07G08590 Chr. 7 7013571 7017866 4296 99.8 0.0 

AGPS2a 2 OBART08G11760 Chr. 8 11861898 11867788  5891 99.3 0.0 

ALK  1  OBART06G08250 Chr. 6 6050736 6055714 4979 99.6 0.0 

DPEI   2  OBART07G22910 Chr. 7 20754611 20758640 4030 98.2 0.0 

GBSSII  2  OBART07G11410 Chr. 7 10578751 10585992 7142 99.5 0.0 

ISA  1  OBART08G20830 Chr. 8 20404034 20410832 6699 99.7 0.0 

PUL  1  OBART04G02210 Chr. 4 2180683 2193763 13081 99.6 0.0 

SBE1  2  OBART06G27990 Chr. 6 25397160 25403370 6211 99.6 0.0 

SBE3  1  OBART02G18870 Chr. 2 17066878 17077468 10591 99.7 0.0 

SSI  1  OBART06G04010 Chr. 6 2754467 2761274 6808 99.4 0.0 

SSII 1  2  OBART10G11180 Chr. 10 12596913 12604730 7818 99.8 0.0 

SSII 2  1  OBART02G32300 Chr. 2 27493261 27497466 4206 99.5 0.0 

SSIII 1                  1 OBART04G26440 Chr. 4 24614479 24621672 7194 99.6 0.0 

SSIII 2  3  OBART08G05320 Chr. 8 4222533 4234438 11906 99.6 0.0 

SSIV 1  2  OBART01G29190 Chr. 1 25014283 25022599 8317 99.6 0.0 

SSIV 2  4  OBART05G23810 Chr. 5 21216867 21225276 8310 99.5 0.0 

Wx  1  OBART06G02000 Chr. 6 1521439 1525491 4094 99.6 0.0 

AGPL1 4 OMERI05G23130 Chr. 5 25687807 25689281 7452 98.6 0.0 

AGPL3 3 OMERI03G29830 Chr. 3 31404907 31420237 15331 98.7 0.0 

AGPL4 1 OMERI07G06990 Chr. 7 7300131 7308247 8117 99.8 0.0 

AGPS2a 1 OMERI09G03640 Chr. 9 5815979 5826226 10248 87.4 4.3E-71 

ALK  1  OMERI06G09850 Chr. 6 8591311 8596588 5278 98.6 0.0 

DPEI  1  OMERI07G19310 Chr. 7 22508514 22522342 13829 99.0 0.0 

GBSSII   UNKNOWN             

ISA 1  OMERI02G01830 Chr. 2 1481268 1491073 9806 99.6 0.0 

PUL 3  OMERI04G02160 Chr. 4 3050487 3064210 13418 98.5 0.0 

SBE1 6  OMERI06G27930 Chr. 6 31435504 31444602 9099 99.4 0.0 

SBE3 1  OMERI02G18870 Chr. 2 20742387 20758950 16564 99.0 0.0 

SSI 1  OMERI06G04610 Chr. 6 3672873 3680742 7870 97.1 0.0 

SSII 1 2  OMERI04G07060 Chr. 4 11369715 11377827 8113 98.7 0.0 

SSII 2 1  OMERI06G09850 Chr. 6 8591311 8596588 5278 88.7 1.3E-142 

SSIII 1 1  OMERI04G21470 Chr. 4 26281268 26296875 15151 97.9 0.0 

  1  OMERI04G21490 Chr. 4 26300044 26307350 7307 97.9 0.0 

SSIII 2                 1  OMERI08G05080 Chr. 8 4840603 4852759 12157 99.5 0.0 

SSIV 1 1  OMERI01G26630 Chr. 1 27952587 27955762 3176 97.1 0.0 

                  4  OMERI01G26980 Chr. 1 28230264 28240799 10536 97.1 0.0 

SSIV 2 1  OMERI05G21310 Chr. 5 24160650 24175895 14194 99.6 0.0 

Wx 3  OMERI06G01920 Chr. 6 1676732 1682574 5235 97.9 0.0 

AGPL1 1 OPUNC05G24670 Chr. 5 30120865 30121813  3375 96.7 0.0 
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AGPL3 1 OPUNC03G30430 Chr. 3 32831814 32836265 4452 95.3 0.0 

AGLP4 1 OPUNC07G08120 Chr. 7 8462242 8467841 5600 94.3 0.0 

AGPS2a 2 OPUNC08G10720 Chr. 8 15575237 15580527 5291 97.6 0.0 

ALK  1  OPUNC06G08000 Chr. 6 6492378 6497173 4796 96.9 0.0 

DPEI  1 OPUNC07G21530 Chr. 7 27721637 27726637 5001 89.0 2.0E-135 

GBSSII  1  OPUNC07G10360 Chr. 7 13869752 13873662 3911 96.1 0.0 

ISA  1  OPUNC08G18890 Chr. 8 27058634 27065585 6952 95.9 0.0 

PUL                  1 OPUNC04G02180 Chr. 4 3369443 3383422 13980 95.6 0.0 

SBE1  4  OPUNC06G25520 Chr. 6 34223277 34229751 6475 97.5 0.0 

SBE3  2  OPUNC02G16910 Chr. 2 21616213 21627157 10945 94.1 0.0 

SSI  2  OPUNC06G03820 Chr. 6 2602107 2608648 6542 97.9 0.0 

SSII 1  3  OPUNC10G09440 Chr. 10 18391785 18399027 7243 96.2 0.0 

SSII 2  1  OPUNC02G29850 Chr. 2 34702141 34710291 8151 98.5 0.0 

SSIII 1  1  OPUNC04G23440 Chr. 4 30084234 30092699 8466 95.1 0.0 

SSIII 2  1  OPUNC08G05170 Chr. 8 4642721 4654350 11630 97.1 0.0 

SSIV 1  1  OPUNC01G29020 Chr. 1 32623724 32631889 8166 94.4 0.0 

SSIV 2  1  OPUNC05G21230 Chr. 5 27633570 27640939 7370 96.8 0.0 

Wx  1  OPUNC06G01860 Chr. 6 1254773 1258390 3618 96.1 5.4E-170 

AGPL1 1 OB05G34620 Chr. 5 19404719 19405022 3789 93.4 2.1E-122 

AGPL3 1 OB03G40320 Chr. 3 24403484 24407693 4210 89.1 1.1E-74 

AGPL4 1 OB07G16320 Chr. 7 4817190 4823741 6552 94.0 1.3E-71 

AGPS2a 1 OB08G20190 Chr. 8 9379642 9384572 6348 92.4 1.6E-126 

ALK  1  OB06G17800 Chr. 6 5218731 5224167 5437 94.2 0.0 

DPEI    UNKNOWN             

GBSSII 1  OB0037G10230 Chr. 7     4776 90.5 2.9E-159 

ISA 1 OB08G27630 Chr. 8 16176164 16184129 7966 89.5 1.2E-93 

PUL 1 OB04G11820 Chr. 4 1712825 1725559 12735 90.1 3.1E-98 

SBE1 1 OB06G35740 Chr. 6 21520777 21526573 5797 94.4 0.0 

SBE3 1 OB02G26660 Chr. 2 13948443 13958806 10364 88.7  1.6E-78 

SSI 1  OB06G13760 Chr. 6 2200850 2208525 7462 93.7 0.0 

SSII 1 1  OB10G18500 Chr. 10 8851531 8863293 8050 93.6 0.0 

SSII 2 1  OB02G39280 Chr. 2 23179404 23191306 11218 95.1 0.0 

SSIII 1 1  OB04G32800 Chr. 4 18435317 18443066 7750 91.6 0.0 

SSIII 2 1  OB08G15430 Chr. 8 3676339 3688697 12359 92.7 0.0 

SSIV 1 1  OB01G38130 Chr. 1 22754355 22763315 8961 90.3 0.0 

SSIV 2 1  OB05G31380 Chr. 5 17372953 17379376 6424 92.5 0.0 

Wx 1  OB06G11980 Chr. 6 1175992 1178897 2915 94.9 1.1E-108 

AGPL1 1 KN538814.1_FG015 Chr. 5 24862240 24865615 3376 99.4 0.0 

AGPL3 1 KN539195.1_FG019 Chr. 3 37651614 37655808 6268 99.2 0.0 

AGPL4 1 KN538938.1_FG006 Chr. 3 24152577 24156527 4281 99.1 0.0 

AGPS2a 1 KN542860.1_FG001 Chr. 8  12526401 12529162 5564 99.3 0.0 

ALK 1  KN538722.1_FG043 Chr. 6 8195027 8198855 3964 99.6 0.0 

DPEI 1  KN538920.1_FG009 Chr. 7 22602297 22605871 3575 98.2 0.0 

GBSSII 1  KN539544.1_FG005 Chr. 7 12091388 12095326 3939 99.0 0.0 

ISA 1  KN538852.1_FG008 Chr. 8 21633299 21637060 6624 98.4 0.0 

PUL 1  KN541174.1_FG002 Chr. 4  1902073 1904954 8157 99.0 0.0 

SBE1 1  KN538785.1_FG052 Chr. 6 30095026 30100130 6120 99.5 0.0 

SBE3 1  KN539270.1_FG007 Chr. 2 18668529 18679912 10831 99.3 0.0 

SSI 1  KN538819.1_FG032 Chr. 6 4298110 4304233 6798 99.4 0.0 

SSII 1 1  KN538870.1_FG026 Chr. 10  11500196 11503685 9557 97.8 0.0 

SSII 2 1  KN539373.1_FG011 Chr. 2 31221350 31225771 11863 99.2 0.0 

SSIII 1 1  KN539225.1_FG011 Chr. 4 28535423 28542610 7198 98.0 0.0 

SSIII 2 1  KN539976.1_FG005 Chr. 8 4385551 4396060 10509 99.3 0.0 

SSIV 1 1  KN538890.1_FG010 Chr. 1 25879105 25889274 11120 97.3 0.0 
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SSIV 2 1  KN542368.1_FG001 Chr. 9 3065269 3071676 8426 98.6 0.0 

Wx 1  KN539033.1_FG002 Chr. 6 2346028 2348767 3075 99.7 0.0 

AGPL1 1 LPERR05G22710 Chr. 5 19941516 19941853  3365 90.2 1.2E-111 

AGPL3 3 LPERR03G27770 Chr. 3 24280936 24285189 4254 94.8 1.9E-79 

AGPL4 1 LPERR07G07430 Chr. 7 6441935 6453460 11426 93.8 8.7E-76 

AGPS2a 2 LPERR08G09730 Chr. 8 9674267 9674615 5439 94.6 1.4E-151 

ALK 1  LPERR06G07610 Chr. 6 5565368 5569799 4432 92.1 0.0 

DPEI 1  LPERR07G19870 Chr. 7 19361114 19361592 4173 93.5 0.0 

GBSSII 1 LPERR05G07400 Chr. 5 6809691 6818650 8960 91.0 9.7E-107 

ISA 2  LPERR08G17590 Chr. 8 17935360 17943243 7884 89.6 2.1E-98 

PUL 5 LPERR04G01450 Chr. 4 1637441 1651731 14299 92.5 2.4E-151 

SBE1 1  LPERR06G23440 Chr. 6 20752621 20758851 6231 94.6 0.0 

SBE3 1  LPERR02G15110 Chr. 2 13299407 13312765 13359 91.3 3.8E-144 

SSI 1  LPERR06G03680 Chr. 6 2514855 2524553 9699 93.2 8.9E-98 

SSII 1 3  LPERR10G07960 Chr. 10 9684239 9694403 10165 95.9 0.0 

SSII 2 1  LPERR02G26450 Chr. 2 22543587 22548109 4523 94.0 0.0 

  1  LPERR06G07610 Chr. 6 5565368 5569799 4432 89.1 5.4E-166 

SSIII 1 1  LPERR04G21480 Chr. 4 20045750 20053049 7300 90.6 0.0 

SSIII 2 1  LPERR08G05100 Chr. 8 4147149 4157275 10127 91.3 0.0 

SSIV 1 5  LPERR01G25000 Chr. 1 21819891 21835575 15685 89.9 0.0 

SSIV 2 2  LPERR05G19650 Chr. 5 17931037 17938653 7610 91.7 0.0 

Wx 2  LPERR06G01820 Chr. 6 1223031 1227394 4364 92.5 8.9e-94 

  1 LPERR06G01810 Chr. 7 1218230 1221309 3080 92.0 1.3E-89 
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Figure S1: Positive selection and Mixed Effects Model of Evolution (MEME) in AGPS-AGPL genes. A total of 34 

sites were found under positive/diversifying selection based in the Likelihood ratio test statistic for episodic 

diversification (LRT). 

 

 
 
 
 
Figure S2: Alignment of the promoter region (1,500 bps upstream) of AGPS2a genes, showing possible 

translocation events between ONIVAGPS2a and OMERAGPS2a.  
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Figure S3: Alignment of the promoter region (1,500 bps upstream) of SSII1 genes, showing possible translocation 

events between OMERSSII1 and other Oryza species. 

 

 

Figure S4: Alignment of the promoter region (1,500 bps upstream) of SSII2 genes, showing possible translocation 

events between OMERSSII2 and ONIVSSII2 and other Oryza species. 
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Figure S5: Alignment of the promoter region (1,500 bps upstream) of SSIV2 genes, showing possible translocation 

events in OLONSSIV2 and other Oryza species. 

 
 
 
Figure S6: Genetic Algorithm for Recombination Detection (GARD) for Waxy genes. Comparing the AICc score of 

the best fitting GARD model, that allows for different topologies between segments (21,426.8), and that of the model 

that assumes the same tree for all the partitions inferred by GARD the same tree, but allows different branch lengths 

between partitions (21,430.9) suggests that because the multiple tree model cannot be preferred over the single tree 

model by an evidence ratio of 100 or greater, some or all of the breakpoints may reflect rate variation instead of 

topological incongruence. 
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Figure S7: Genetic Algorithm for Recombination Detection (GARD) for ALK genes. Comparing the AICc score of 

the best fitting GARD model, that allows for different topologies between segments (32,200.2), and that of the 

model that assumes the same tree for all the partitions inferred by GARD the same tree, but allows different branch 

lengths between partitions (32,211.2) suggests that because the multiple tree model can be preferred over the single 

tree model by an evidence ratio of 100 or greater, at least of one of the breakpoints reflects a true topological 

incongruence. 

 

 

Figure S8: Positive selection and Mixed Effects Model of Evolution (MEME) in SS genes. A total of 117 sites were 

found under positive/diversifying selection based in the Likelihood ratio test statistic for episodic diversification 

(LRT).
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Figure S9: Alignment of the promoter region (1500 bps upstream) of PUL genes, showing possible translocation 

events in OGLAPUL_2D and other Oryza species. 

 
 
 
Figure S10: Positive selection and Mixed Effects Model of Evolution (MEME) in DBE, ISA and PUL genes. A total 

of 117 sites were found under positive/diversifying selection based in the Likelihood ratio test statistic for episodic 

diversification (LRT).  
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Figure S11: Positive selection and Mixed Effects Model of Evolution (MEME) in SBE genes. A total of 46 sites were 

found under positive/diversifying selection based in the Likelihood ratio test statistic for episodic diversification 

(LRT). 
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4.3 Artigo 3 – In silico analysis of Oryza genomes: Occurrence of cis-regulatory 

elements of starch-related genes provide new breeding possibilities for 

increased grain quality in rice under stress 
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Abstract 

 

Rice (Oryza sativa L.) is a crop of great importance and widely consumed worldwide. Although grain quality is 

something of extreme importance, the concept of quality varies from population to population, according to local 

culinary and culture. The comparison of quality components among different cultivars and environmental 

cultivation conditions reveals significant variation. Considering that genetic differences and environmental 

influences on gene regulation can alter grain quality, it is important to analyze DNA variations among the different 

species of the Oryza genus, paying special attention to their regulatory regions. In this sense, the study of loci that 

encode starch synthetases and seed-storage proteins, as well as their cis- and trans-acting regulators, is something 

of substantial relevance. In this study DNA motifs that are probably related with modification of the expression of genes 

involved in starch-related pathways are highlighted, helping the understanding of Starch Synthesis-Related Genes (SSRGs) 

regulation in plants under stress. The role of cis-acting regulators (CREs) of SSRGs as well as the signaling cascade involving 

these genes are discussed indicating possible uses for quality-related breeding. 

 

Key words: cold, dehydration, salt, starch synthetases, seed-storage proteins. 
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List of abbreviations 

 

SSRGs: Starch Synthesis-Related Genes 

TFs: Transcription Factors 

CREs: Cis Regulatory Elements 

RAP-DB: The Rice Annotation Project Database 

MEME: Multiple Em for Motif Elicitation 

TFBSs: Transcription Factor Binding Sites 

SNP: Single Nucleotide Polymorphism 

AGPL: ADP-glucose Pyrophosphorylase Large Subunit 

SS: Starch Synthase 

GBSSII: Granule-Bound Starch Synthase II 

WAXY: Granule-Bound Starch Synthase 1 

ALK: Starch Synthase III 

SBE: Starch Branching Enzyme 

PUL: Pullulanase 

ISA: Isoamylase 

DPE1: Disproportionating Enzyme 1 

DBE: Debranching Enzyme 

ABA: Abscisic Acid 

SA: Salicylic Acid 

SEBF: Silencing Element Binding Factor 

GT: Gelatinization Temperature 

AC: Amylose Content 

GA: Giberellin 

IAA: Indole-3-Acetic Acid 

JA: Jasmonate 

ET: Ethylene 

 

1. Introduction 

 

Asian rice (Oryza sativa L.) is a worldwide staple food, although still predominant in Asian countries, 

where it is part of local culture. Being widely consumed and having different forms of preparation, the idea of rice 

grain quality can be different, according to each population. The concept of quality is subjective especially when 

we talk about grains, in which it covers physical, biochemical and physiological properties. It is also important to 

notice that starch and proteins are two of the main components of rice endosperm and therefore constitute keys for 

quality achievement (Ahmed et al. 2020). 

Comparison of quality components reveal significant variation among cultivars grown in the same environment, 

which indicates that some of the decisive factors controlling starch/protein content, and thus grain quality, lie in 

rice genome itself. Besides that, grain quality is also affected by environmental conditions like water availability, 
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temperature, fertility, and salinity (Cameron et al. 2008; Sharifi et al. 2009; Bao et al. 2000). In this sense, the 

study of loci that encode starch synthetases and seed-storage proteins, as well as their cis- and trans-acting 

regulators is something of substantial relevance. These elements highly affect the activity of these genes under 

different conditions, (Adu-Kwarteng et al. 2003; Cameron and Wang 2005; Kang et al. 2006; Vidal et al. 2007). 

Signal transduction pathways controlling grain quality remain largely unclear. Understanding the transcriptional 

regulation of starch synthesis genes in Oryza species can allow one to effectively change the expression pattern of 

these genes in specific ways, which can further provide new possibilities for plant genetic engineering to control 

Starch Synthesis-Related Genes (SSRGs) and grain quality in plants grown under environmental stresses (de 

Freitas et al., 2021; Zhu et al, 2011). 

All seed-storage proteins and starch synthetase genes are strongly expressed during grain development, indicating 

that they might share similar regulation mechanisms on the transcriptional level (Chen et al., 2012). Transcription 

regulation involves association between transcription factors (TFs) and cis regulatory elements (CREs) of specific 

genes. CREs are short regulatory motifs (5±20 bp) present in the promoter regions of target genes. These promoters 

play important roles in controlling gene expression and multiple CREs, such as TATA box, GC box, and CAAT 

box contain coupling sites for TFs, as well as other important elements required for proper spatiotemporal 

expression of genes (Hasan et al., 2017; Lenka & Bansal, 2019). 

CREs are essential regulatory units for genetic stress responses and its study in SSRGs promoters can lead to better 

comprehension of the transcriptional expression of these genes. Understanding CREs role is one of the first steps 

that we must focus on in order to find the main points of regulation and to design strategies to change gene 

expression. Here we aim to find CREs responsible for altering the expression of SSRGs and to better understand 

their possible impact in rice plants that are under stress. 

 

2. Materials and methods 

 

2.1 Selecting promoters of SSRGs 

 

The SSRGs used in this study were selected according to Zeng et al., (2018). Initially, the SSRGs of 

O. sativa ssp. japonica were obtained through The Rice Annotation Project Database (RAP-DB) 

(https://rapdb.dna.affrc.go.jp/index.html).  

The similarity of O. sativa ssp. japonica SSRGs to other Oryza sequences was evaluated through BLAST 

(Altschul et al., 1990), using sequences already available in ENSEMBL PLANTS database 

(http://plants.ensembl.org/index.html). Only SSRGs with high coverage (100%) and low e-value (zero) were 

selected for further analysis (Table S1). 

The promoter sequences (1.5 kbp upstream of translation start site) of each Oryza SSRG were extracted from 

ENSEMBL PLANTS database and analyzed for CRE identification using Plant cis-acting regulatory DNA 

elements (PLACE) database (http://www.dna.affrc.go.jp/htdocs/PLACE/). Also, MEME suite (Bailey and Elkan, 

1994) was used in motif identification and PlantPAN 3.0 (Chow et al., 2019) in TF binding sites (TFBSs) detection. 

 

2.2 Ontology 

 

https://rapdb.dna.affrc.go.jp/index.html
http://www.dna.affrc.go.jp/htdocs/PLACE/
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The ontology enrichment for SSRGs selected for this study was obtained from ShinyGo (Ge et al., 2020)  and 

adjusted for the 10 most highly represented GO terms that included biological process gProfiler (Rauduvere et al., 

2019)  and visualized with RStudio script from REVIGO (Supek et al., 2011). A total of 100 GO terms were 

significantly enriched among with adjusted p-value of < 0.05. Significantly over-represented biological processes 

based on GO terms were visualized in REVIGO. 

 

2.3 Transcriptional analysis 

 

Genevestigator (https://genevestigator.com/gv/) (Zimmermann et al., 2004) was used for analyzing SSRGs 

transcriptional expression in Oryza sativa. The “perturbations” tool was used to determine in which experimental 

conditions the selected genes were differentially expressed using plants under cold, dehydration and salt stresses, 

according to the database obtained from Jain et al., (2007) (Experiment ID: OS-00008 GSE6801; MicroArray 

data) Oryza sativa ssp. indica var IR64. Detailed treatment conditions: cold (IR64 seedlings, kept at 4 ± 1°C for 

3h/Untreated IR64 seedlings, kept in beaker containing water for 3h at 28 ± 1°C), dehydration (IR64 seedlings, 

dried between folds of tissue paper at 28 ± 1°C for 3 hours/ Untreated IR64 seedlings, kept in beaker containing 

water for 3h at 28 ± 1°C), salt (IR64 seedlings, transferred to a beaker containing 200 mM NaCl solution for 3h at 

28 ± 1°C/Untreated IR64 seedlings, kept in beaker containing water for 3h at 28 ± 1°C). Transcriptional expression 

was analyzed during the milk stage of endosperm formation. This data was used to establish a relationship between 

previous described CREs and modification of the expression in rice under different conditions. 

 

3. Results and discussion 

 

3.1 Ontology Enrichment and Network Pathway Analysis for SSRGs in Oryza 

 

Functional analysis of SSRGs copies was conducted to find in which pathways or processes these genes participate. 

It is possible to observe six genes related with Starch metabolic processes and one related with amylopectin 

biosynthesis (Figure 1). These roles in stress responses and CREs activation are discussed below. 

 

https://genevestigator.com/gv/
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Figure 1. The scatterplot shows the cluster representatives (i.e. terms remaining after the redundancy reduction) 

in a two dimensional space derived by applying multidimensional scaling to a matrix of the GO terms in Biological 

Process for SSRGs genes copies selected for this study. Bubble color indicates the p-value (in log-10), according 

to “value” legend seen at the bottom right, while its size indicates the frequency of the GO term according to 

“bubble size” legend seen at the bottom right. 

 

3.2 Presence of CREs in SSRGs promoters 

 

The search performed using PLACE reveals a total of 5,907 CREs in SSRGs (AGPL1, AGPL3, AGPL4, AGPS2a, 

ALK, SBE1, SBE3, PUL, ISA, DPE1, SSI, SSII1, SSII2, GBSSII, SSIII1, SSIII2, SSIV1, SSIV2, Waxy) promoters, 

considering all the occurrences in the 11 analyzed Oryza species. CREs are grouped in different functional 

categories as shown in Supplementary Table S2. “Cellular development” presents the highest number of different 

types of CREs, followed by “abiotic and biotic stress”, “hormonal regulation” and “amylose related”. The 

categories of CREs are organized from those with higher frequency to those with lower: “dehydration responsive”, 

“common cis regulatory element”, “light responsive” and “root specific responses”. The total types of CREs in 

each gene are shown in Figure 2. 

 



90 

 

 

Figure 2. Frequency of cis regulatory elements identified in the upstream regions of starch synthesis-related genes 

in Oryza sativa spp. japonica. 

 

3.3 CREs involved in abiotic/biotic stress responses 

 

SSRGs expression and starch functional properties are altered when plants need to cope with stressful 

environmental conditions. Keeping yield stability and product uniformity will be challenging in an era of variable 

weather patterns. Therefore, understanding SSRGs regulation in plants under adverse conditions is an important 

part of our quest for achieving high quality rice. Elements associated with different stress responses can be 

observed in promoters of SSRGs of O. sativa spp. japonica and CREs related to dehydration, light and pathogen 

response are the most abundant (Figure 3). 

 

 

Figure 3. Starch synthesis-related genes and stress response. A. Stress perception and signal transmission, with 

consequent changes in the synthesis of amylose and amylopectin in the endosperm. Blue - AGPase related genes; 

Orange - starch synthase genes; Pink – SBE; Dark blue - DBE. B. Number of CREs found in promoter of starch 

synthesis-related genes that respond to different environmental stresses. 
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3.3.1 Dehydration responses 

 

Among the most abundant CREs, those involved in dehydration responses, as MYCCONSENSUSAT, 

MYBCORE and ACGTATERD1, are the most frequent in the SSRGs. From these, MYCCONSENSUSAT is 

present in every species except for OMERSSII2 and OsJAPALK, evidencing its importance in abiotic stress 

response, since it is also involved with other stresses and hormonal signaling (Abe et al., 2003). Other frequent 

CRE, ACGTATERD1, is related to early response to dehydration and etiolation. Whereas the promoters contained 

multiple dehydration regulatory elements in some groups of SSRGs in Oryza species, between them CRE related 

to MYC site (MYCATRD22 and MYCATERD1) composed by bHLH proteins that are involved in the response 

to injury, drought and salinity stress, regulation of seed germination, trichome and fetal development (Feller et al., 

2011) and CRE related to DREBs binding site (DRE1COREZMRAB17, DREDR1ATRD29AB, 

DRECRTCOREAT and CBFHV). A CRE MYB related binding sites (MYB2CONSENSUSAT, 

MYBCOREATCYCB1, MYBPZM, MYBCORE, MYBPLANT, MYB26PS, MYBATRD22, MYB1LEPR, 

BOXLCOREDCPAL, MYBST1, MYB1AT, MYB2AT) presented the most diversity.  

When plant cells sense the loss of water, many different genes downstream a signaling cascade are transcriptionally 

activated, which will display a role in drought tolerance (Kuromori et al., 2014) The plant hormone abscisic acid 

(ABA) is produced under water-deficit and regulates the expression of many drought-responsive genes. At this step, 

regulatory elements such as MYB, MYC and ERD, play important role in adapting endosperm to the water deficit 

and are activated upon ABA signaling in an ABA-dependent manner. ERD respond immediately to water deficit, 

but the activation of MYB and MYC occurs through a DNA fragment found in promoters that contains two putative 

recognition sites for a basic helix-loop-helix protein. Here the MYC and MYB proteins cooperate with each other 

for the transcriptional activation of ABA-responsive gene expression (Abe et al., 1997), thus forming a protection 

for plants and consequent normal SSRG expression for endosperm composition. 

Water deficit in rice can reduce starch accumulation up to 40%, leading to changes in starch composition, structure, 

and functionality (Thitisaksakul et al., 2012). The reduced starch levels lead to a significantly lower amylose 

content, specifically increasing flour swelling power, peak viscosity, cohesiveness, gel hardness, and granular 

breakdown. Possibly, this effect is due to changes in Waxy and GBSSII gene regulation, which presents higher 

abundance of CREs in O. sativa ssp. indica but higher diversity in wild species. Also, it was possible to notice that 

most of the major shared CREs (MYBCORE, MYCCONSESUSAT, ACGTATERD1) related to dehydration was 

present in all genes indicating that the SSRGs share a remarkably similar regulatory network. 

Knowing that starch pathway works in a fine regulation network (Qu et al., 2018), any alteration in correct 

temporal expression of SSRGs due to stress, can affect the molecular network controlling starch biosynthesis. 

Here, we find a great frequency in sequences associated with dehydration, mainly in O. barthi and O. brachyantha 

promoters of AGPase, SS, DBE, and SBE (Supplementary table 2, 3, 4, 5 and 6). Less diversity can be found in O. 

sativa ssp. japonica, once again highlighting the importance of the study of wild species aiming drought tolerance. 

 

3.3.2 Light responses 
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The second group of most abundant stress related CREs are those associated with light responses (Figure 2), these 

are important since, as suggested by some authors, disease resistance can be related to light responses (Zhang et 

al., 2016; Brodersen et al., 2002; Asai et al., 2000). GT1CONSENSUS, IBOXCORE, and GATABOX, which are 

motifs that interact and stabilize the TFIIA-TBP-TATA complex, are frequent in all the Oryza species analyzed 

here and are shared by all SSRGs. INRNTPSADB is a TATA box independent motif, able to quickly perform gene 

activation. SORLIPs are motifs found in every SSRG, while some other light motifs are less frequent, like 

GT1CORE, BOXIIPCCHS, GT1MOTIFPSRBCS that bind to box II; and IBOX, IBOXCORENT, 

LREBOXIPCCHS1 that can bind to box I (Supplementary table 2). HEXAT is a bZIP and G-box binding site that 

is frequent only in promoters of SSI genes (Berendzen et al., 2012). In addition to motifs that activate genes in 

response to light, there are also CREs (GT2OSPHYA and BOXCPSAS1) that have been identified to inactivate 

genes in this same situation. Light is a predominant factor which controls the circadian rhythm of various life 

processes such as growth, development, nitrate uptake, and stress responses. Both low and intense light can 

influence rice endosperm formation, affecting starch deposition (Beckles & Thitisaksakul, 2012). These light-

associated motifs are essential for light-controlled transcriptional activity. The high frequency of these elements, 

like what was observed for dehydration-responsive-elements in promoters of rice SSRGs, suggests that the 

expression of these genes may have a fine regulation especially dependent on light and dehydration. Some other 

gene families in rice have been shown to be regulated by light due to the presence of GT1 box and TGACG motifs 

in their promoters, setting advantage against light stresses (Fukunaga et al., 2010). 

 

3.3.3 Anaerobic responses 

 

Few anaerobic responsive CREs were identified in SSRGs promoters of Oryza species (Supplementary Table 2). 

Among these is CURECORECR, that coordinates gene expression in response to oxygen deficiency and in 

response to copper. ANAEROCONSENSUS 1, 2 and 3, common motifs in the fermentative pathway, and the 

GCBP2ZMGAPC4, which also responds directly to anaerobic conditions, could also be found (Niemeyer et al., 

2010). It is interesting to notice that, in O. sativa ssp. japonica, the presence of GCBP2ZMGAPC4 motif is found 

only in AGPL1, which, being one of the first genes in starch biosynthetic pathway, acts in the cytosol. 

It has been reported that under elevated CO2 concentrations, rice normally has a clear trend of quality deterioration 

and therefore lower commercial value (Wang et al., 2011). The low number of CREs related to anaerobiosis may 

be a limiting component, which further suggests the importance of adapting cultivars for production in atmospheric 

environments with high concentrations of CO2, which is a future scenario, since the content of CO2 in the 

environment tends to increase. On the other hand, the stage that is more tolerant to anaerobiosis in rice is the 

germination, being rice seeds more tolerant to anaerobiosis than oilseeds, due to their ability to maintain a higher 

energy metabolism under oxygen deficiency (Illangakoon et al., 2018; Raymond et al, 1985). 

 

3.3.4 Cold and heat stress 

 

Other important CREs from abiotic stress that can affect rice germination in extreme temperatures are available in 

Supplementary Table 2. Generally, there is an increase in the ratio of amylose/amylopectin in grains of rice grown 

about:blank
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2707302/#MCN121C119
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2707302/#MCN121C119
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2707302/#MCN121C119
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under controlled low temperature (25°C), and, besides that, it generally causes a decrease in gelatinization and 

pasting temperatures in most of the cooking analyzes (Beckles and Thitisaksakul, 2014; Asaoka et al., 1984). 

Normally, SSII1, SSII2, SSI and SBEs, form an important complex for the biosynthesis of short and intermediate 

amylopectin chains. However, these are the most affected genes by cold, therefore directly affecting the 

gelatinization temperature. In general, SSI, SSII and SBE present low frequency of cold-responsive CREs, like 

LTRE1HVBLT49, LTRECOREATCOR15 and LTREATLTI78 that are frequent in the other SSRGs. Wild species 

present the CRTDREHVCBF2 motif that can upregulate genes at temperatures below 25°C and which binding 

activity gradually increases as the temperature decreases up to 0°C (Xue, 2003). This CRE has an advantage when 

compared to LTRs, since these act in cold adaptation only when temperatures are below 12°C, when damage can 

already be observed in the endosperm (Xue, 2003). On the other hand, regarding starch formation, it is known that 

Waxy expression increases in response to low temperatures (18°C), resulting in greater amylose accumulation and 

demonstrating that temperature does not alter negatively starch formation to a certain extent (Ahmed et al., 2008; 

Hirano & Sano, 1998). 

The CCAATBOX1, a heat shock element, could be found in almost every SSRG, being the unique heat responsive 

CRE in the analyzed promoters. When high temperature peaks occur during growth and endosperm filling, 

alterations in starch granule size, shape, and structure, can also occur, causing problems as pitting and fissures. 

These problems can vary according to the period of exposure to the stress and to genotype-specific responses 

(Zhen-zhen et al., 2015). 

 

3.3.5 Biotic stress responses (herbivores and pathogens) 

 

Plants respond to biotic stress through a well-regulated defense system and resistance to biotic stress can be 

induced through specific chemical compounds and plant hormones as salicylic acid (SA), jasmonic acid (JA), and 

ethylene (ET) which play central roles in cell signaling (Llorens et al., 2017). The different hormones are possibly 

activated by a signaling cascade through some CREs as BIHD1OS, which is an ethylene-responsive factor (ERF) 

that interact with BELL homeodomain and activate all SSRGs in infected plants (Kaur et al., 2017; Luo et al., 

2005). ABA-related CREs that can participate in the responses to infections were also identified (Supplementary 

table 2). Among them, MYB1LEPR, GCCCORE and CACGTGMOTIF that regulate defense-related gene 

expression via GCC box, non-GCC box and G-box. WBOXNTERF3 is the unique element that activates genes in 

wounding response, usually due to insect attack. 

Some CREs were present in low quantity in SSRGs: GT1GMSCAM4, which is associated with pathogen and salt; 

WBOXNTCHN48, an elicitor associated with virus infection; and ELRECOREPCRP1 other elicitor associated 

with fungal infection. In contrast, the presence of the motif SEBFCONSSTPR10A in AGPL4, SSI, SII1, SII2, SIII2, 

SIV2 in O. sativa ssp. japonica and some wild species can repress these genes through a Silencing Element Binding 

Factor (SEBF) between residues -52 and -27 in response to pathogen infection or elicitor treatment (Barsain et al., 

2019; Boyle et al., 2001) directly influencing starch synthesis. O. sativa ssp. indica presents more frequency of 

defense related CREs as pathogen and wounding than other species. 

 

3.3.6 Mineral responses 
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CREs related to mineral responses were less frequent in SSRGs (Supplementary table 2). However, it is interesting 

to note that mineral fertilization can cause pronounced effects in starch properties, altering pasting and thermal 

properties. Also, it has already been described that mineral content in rice grains is related to cooking quality traits 

(Singh et al., 2011; Li et al., 2013; Beckles and Thitisaksakul, 2014). 

On the other hand, some wild species have a higher frequency of motifs related to nitrogen, salt and phosphate 

responses. Variation in soil nitrogen (N) usually has direct consequences in grain starch/protein ratio, suggesting 

ramifications that can affect starch functionality, possibly altering properties related to gelatinization and pasting 

(Beckles et al., 2012; Beckles and Thitisaksakul, 2014). NODCON2GM acts regulating genes involved in nitrogen 

fixation in soybean and it has already been reported that rice grown in soils with low N-concentration presents 

higher amylose content in its grains (Singh et al., 2011). In agreement, here we identified this CRE in all the genes 

of almost every wild species, while for O. sativa ssp. japonica, it was identified in only AGPL1 (involved in ADP 

glucose biosynthesis), Waxy and GBSSII (responsible for amylose production). 

SSRGs present two quite common CREs that are associated to salt stress, including GT1GMSCAM4, which also 

responds to pathogen attack. However, the most frequent motif in Oryza SSRGs is ARR1AT. In agreement, it was 

reported that grains of both salt tolerant and susceptible cultivars grown on saline soils have higher storage protein 

contents, but less translucent grain, and lower starch and amylose content than those grown on normal soil (Rao 

et al., 2013; Siscar-Lee et al., 1990). 

High phosphorus fertilization is also known to alter starch functionality. However, available phosphate (Pi) is a 

major limiting factor for plant growth, development, and productivity. P1BS, a motif that was identified in all the 

analyzed species is an important CRE reported to be present in genes that collaborate to improve soybean tolerance 

to low phosphorus conditions (Ni et al., 2012; Li et al., 2015). 

In sulfur fertilization (S) both pasting and thermal properties of starch can be influenced (Li et al., 2013). Some 

SSRGs present the SURECOREATSULTR11, an element associated with sulfur deficiency. It is suggested that 

SURE core sequences may commonly regulate the expression of a gene set required for adaptation to soils with a 

high sulfur content (Maruyama‐Nakashita et al., 2005). S is a vital element for every organism due to its important 

role in methionine and cysteine biosynthesis. S deficiency in rice is increasing each year since its availability 

depends on soil temperature and moisture, which both influence organic matter decomposition rates (Lucheta et 

al., 2012), therefore, presence of a CRE that promote rapid SSRGs response when the plant needs to face sulfur 

deficiency is something advantageous. 

The regulation of gene expression by intracellular calcium is crucial for plant defense against biotic and abiotic 

stresses. The regulation of some SSRGs is also calcium dependent, but the number of genes known to respond to 

these specific transient signals is limited (Kaplan et al., 2006). The calmodulin-binding/CGCG box element is 

involved in multiple signaling pathways that are rapidly and differentially induced by environmental signals such 

as extreme temperatures, UVB, wounding, hormones (ET and ABA), and signaling molecules (methyl jasmonate, 

H2O2, and salicylic acid). These CREs, which are found in high amount mainly in SSIII1, SSIV1 and ALK genes 

of O. sativa japonica, can cause important responses when plants are facing different stresses. 

IRO2OS is the unique motif associated with iron deficiency identified in some wild species, but motifs related to 

iron excess, could not be identified. Even though Fe is an essential micronutrient for human nutrition, the content 

of metal ions in rice grain is usually poor and an increase in its amount would be beneficial. (Heinemann et al. 

2005). 
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3.4 AMYLOSE-RELATED CRES 

 

Starch-related cres are less frequent than those associated with stresses but as expected, can also be found in every 

ssrg across oryza species (supplementary table 2). these elements are important for high transcriptional expression 

of genes related to starch and of others that can mediate cellular development and hormonal regulation (Agarwal 

et al., 2011; Hwang et al., 2004; Mitsui and Itoh et al., 1997). 

AMYBOX1 and AMYBOX2 are found in rice α-amylase multigene family (Mitsui and Itoh et al., 1997). Although 

several enzymes are involved in the germination process, these α-amylases are primarily responsible for the 

endoglycolytic cleavage of amylose and amylopectin (Damaris et al., 2019). Similarly, CGACGOSAMY3 motif 

is also responsible for inducing expression upon sugar starvation and was relatively frequent in SSRGs promoters. 

The presence of these CREs in SSRGs is important to increase gene expression when the plant has low sugar 

concentrations levels in the cells, promoting starch breakdown and providing glucose. TATCCAOSAMY mediates 

the response of genes that catalyze amylose biosynthesis in rice endosperm in response to sugar and hormones. 

This is the same case of SP8BFIBSP8BIB, which can also promote a decrease in gene expression when leaves are 

treated with sucrose (Ishiguro and Nakamura, 2004; Ishiguro and Nakamura, 1994). 

WBBOXPCWRKY1 is a binding motif observed in starch related genes regulated by gibberellic acid (GA). This 

element was identified in promoters that present AMYBOX1 and AMYBOX2, suggesting that these motifs are 

also regulated by GA (Himmelbach et al., 2010). It is already expected since cereal grain α-amylase gene 

expression is stimulated by endogenous GA in germinating seeds (Damaris et al., 2019). 

Interestingly, the BP5OSWX motif, which acts as a transcriptional activator of Waxy, is also found in AGPL3, 

SSII1 and SSIII1 promoters, suggesting that this CRE is necessary not only for Waxy activation but also for the 

coordinated action of other genes involved in the amylose/amylopectin pathway. Similarly, TGACGTVMAMY, 

which interacts with bZIP TFs, is a common motif in promoters of rice storage proteins (glutelin, globulin, 

prolamin and albumin), and is required for high expression of some SSRGs in cotyledons of germinating seeds 

(Yamauchi, 2001; Nakase et al., 1997). 

 

3.5 HORMONE RESPONSIVE CREs 

 

Stress responses in plants are also associated with hormone signaling and cell division/developmental processes. 

Stresses can activate signaling molecules (such as ROS and Ca+2), affect hormones and mitogen-activated protein 

kinase (MAPK) cascades which will depend on TFs that will ultimately modify expression when plants are facing 

a stress (Sewelam et al., 2012). In rice endosperm, GA-responsive CREs were the most frequent in Oryza species 

(Supplementary table S2). Gene expression in the cereal endosperm can be stimulated by endogenous GA in 

germinating seeds. However, the frequent presence of WRKY71OS CREs in all SSRGs can repress gibberellin 

signaling. Showing that OsWRKY71, besides being involved in regulation of α-amylase genes in rice (Zhang et 

al., 2004), can also cause GA repression in all SSRGs, possibly through interaction with GAMyb motif 

(MYBGAHV CREs) as detailed by Gubler & Jacobsen (1992). This repression may be associated with rice seed 

dormancy, which is interesting since WRKY TFs are involved in a wide range of processes, including GA 

repression also in α-amylase-related genes. 
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GARE is another important element for high level of GA induction, still it is less frequently found in SSRGs. As 

previously described by Heidari et al. (2015), in some promoters a single GARE motif can stimulate a high level 

of transcription in response to hormones due to its cooperation with other cis-acting elements. Another CRE found 

in SSRGs that deserves special attention is VIVIPAROUS 1 (VP1), but this plays an opposite role to that of GA 

in the regulation of seed dormancy and germination in rice, suppressing gibberellin-induced expression (Chen et 

al., 2020). Those associated with auxin and salicylic acid (SA) are part the second most frequent group of CREs 

in SSRGs promoters. Elements as CATATGGMSAUR, ARFAT, NTBBF1ARROLB are involved with auxin 

responsiveness, while WBOXATNPR1 responds to SA. On the other hand, the ASF1MOTIFCAMV is involved 

in transcriptional activation of genes by both, auxin and SA. SA also has an important role inducing WRKY DNA 

binding proteins in response to pathogen infection (Yu et al., 2001). It is known that indole-3-acetic acid (IAA) 

can increase spikelet growth and promote the development of distal branches, however, it can also suppress 

proximal branches (Patel and Mohapatra 1992). 

CPBCSPOR is the unique motif found in some SSRGs that exhibits cytokinin-dependent protein binding. Despite 

that, this element can interact with other cytokinin-related elements that can lead to an up-regulation of several 

genes that contribute with plastid development and lipid production in thylakoid (Fusada et al., 2005). During seed 

development, levels of cytokinin are transiently elevated and constitute an important factor for determining grain 

size (Jameson & Song, 2016). 

Jasmonates (JA) are important regulators of plant defense responses that activate the expression of many wound-

induced genes (Wasternack and Song, 2017). In some SSRGs, T/GBOXATPIN2 is the unique JA-response CRE 

that, through to the interaction with MYC TF, can have a role in the expression of genes in wound responses. JA 

can interact with ET (ethylene) through the ERF1 in response to pathogen attack and plays a role in repression 

of genes differentially regulated by JA (Li et al., 2019; Lorenzo et al., 2004). This interaction with JA can occur 

through ERF TF family, also via GCC box of GCCCORE that is most frequent in AGPL4, SBE3, SSII1, and SSIV1. 

These interactions increase our knowledge related to the signaling cascade during plant defense responses. On the 

other hand, ET evolution rate is negatively correlated with grain-filling rate (Liu et al., 2008), resulting in an 

inverse correlation with chalky kernel percentage. 

Changes in ET, GA and ABA levels in rice is often related to water deficit stress which affects grain-filling rate 

and eventually causes yield and quality problems (Chen et al., 2012). ABA is important mainly because, like other 

hormones mentioned above, regulates the activation of MAPK cascades in response to stress. ABRECE1HVA22 

contains ABRE element that promotes SSRGs regulation trough ABA, as well as DPBFCOREDCDC3, which also 

interacts with bZIP TF for stress-responsive gene induction (Finkelstein and Lynch, 2000). ABA has been reported 

to display antagonistic effect on various plant processes such as seed development, germination, and seedling 

growth (Shu et al., 2018). Relatively high concentrations of ET and ABA in inferior spikelets suppress the 

expression of starch synthesis-related genes and their enzyme activities, consequently leading to a low grain-filling 

rate (Zhu et al., 2011). 

 

3.6 Differences in SSRGs CREs motif occurrence between Indica and Japonica subspecies 

 

3.6.1 Abiotic/biotic stress 

 

Differences in gene regulation between Japonica and Indica subspecies can be observed in relation to the frequency 

and diversity of CREs motifs between the SSRGs genes.  
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For dehydration stress, Indica rice SSRGs genes present higher frequency and diversity of CREs (Supplementary 

file-table S7), suggesting greater complexity in regulation of Indica genotypes for grain quality face to this stress, 

as previously reported (Lenka et al., 2011; Illey & Ludlow, 1996). Furthermore, higher frequency of CREs can 

also be observed in Indica rice for stress related to light and diseases/pathogens, but not necessarily, diversity was 

observed. Salinity and submergence anaerobiosis CREs seem to be little more frequent in Japonica genotypes than 

in Indica, being the first stress, which presents more diversity of GT1GMSCAM4 and AGCBOXNPGLB motifs. 

For the stress caused by extreme temperatures, the two subspecies have practically the same occurrence between 

gene promoters, indicating to be similarly regulated. 

 

3.6.2 Mineral stress 

Higher frequency in occurrence of CREs can be observed in the subspecies Indica in response to nitrogen, which 

may indicate more complexity in the regulation of starch genes, although only the motifs GLMHVCHORD and 

NODCON2GM are observed. A difference in the efficient use of nitrogen has already been reported between the 

two subspecies (Gao et al., 2019), related to the allelic variation of OsNR2 being the Indica rice allele with the 

most activity. Motifs related to phosphate, iron, calcium, sulfur and ammoniun do not show differences between 

the subspecies, as they have little diversity and frequency. 

 

3.7 SSRGs expression in dehydration, cold and salinity stresses 

 

Rice varieties are affected by abiotic stresses as dehydration, salinity and cold. These stresses often occur in 

combination, and stress responsive pathways often show extensive crosstalk (Wang, 2005; Mittler, 2006; Ismail 

et al., 2013; Cruz et al., 2013; Krannich et al., 2015; Zhou et al., 2016). 

These stresses can directly affect grain quality being able to inactivate the expression of certain SSRGs. Our 

analyzes using RNA-seq and microarray data show that AGPL3 and GBSSII genes are downregulated in 

dehydration, salt and cold stresses, while SSIV1 and Waxy genes are upregulated in plants facing the same three 

stresses. AGPL3, GBSSII, SSIV1 and Waxy are upregulated in Oryza grains at milk stage (Figure 4). Knowing this, 

we tried to identify, in the promoters of these and of other 74 genes that presented the same behavior under the 

same conditions, a binding region which could be the key to this upregulation. When comparing downregulated 

with upregulated genes a SNP with potential for use in genetic engineering in a TFBS is found (Figure 4C and D). 
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Figure 4. Transcriptional analysis of Starch Synthesis-Related Genes and factors that influence it. A - 

Transcriptional expression analysis of Starch Synthesis-Related Genes (except Pul, data not available) under 

dehydration, cold and salt stresses. The green rectangles represent AGPL3 and GBSSII (downregulated), and red 

rectangles SSIV1 and Waxy (upregulated). B - Expression analysis of SSRGs in grains (milk stage) of Oryza sativa 

ssp. japonica. Rectangles indicate the expression of AGPL3, GBSSII, SSIV1 and Waxy, as described previously. C 

- Motif analysis for 74 upregulated O. sativa japonica genes, including SSIV1 and Waxy. The arrow with rectangle 

indicates the TCP transcription factor binding site, while the pentagon indicates the nucleotide that seems to 

determine the down- or upregulation of the gene. Under this motif analysis it is possible to see the transcription 

start site and the promoter binding sequence for SSIV1 and Waxy. D - Motif analysis for 74 downregulated O. 

sativa japonica genes, including AGPL3 and GBSSII. The arrow with rectangle indicates the TCP transcription 

factor binding site, while the pentagon indicates the nucleotide that seems to determine the down- or upregulation 

of the gene. Under this motif analysis it is possible to see the transcription start site and the promoter binding 

sequence for AGPL3 and GBSSII. E - Sequence and base that determine the gene up or downregulation according 

to Kosugi and Ohashi (2002). 

 

Among the 74 promoters of upregulated genes analyzed in plants under abiotic stresses, we found TCP (Teosinte 

branched1/Cycloidea/Proliferating cell factor) TFBS. This TFBS is similar to what was found in the promoter of 

other 74 downregulated genes. In promoters of downregulated genes, the TFBS sequence presents a guanine base 

in the third position, which is not found in the TFBS of upregulated genes (Figure 3C and D). This result has also 

been found by Kosugi and Ohashi (2002) and Sharma et al., (2010), that show that the key to up- or downregulation 

of growth/development associated genes can be observed in this TCP binding site, where a guanine appears to be 

responsible for gene downregulation. TCP transcription factors are involved in three sub-stages of early panicle 

development and responses to dehydration, salt and cold stresses (Sharma et al., 2010). In our analysis, we observe 

that some Oryza genes present a key SNP that is probably associated with the alteration of the transcriptional 

expression in genes of rice plants that are under stressful conditions like dehydration, cold or high salt 

concentrations. 
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4. Conclusions 

 

Here we raise new possibilities for plant breeding, highlighting sequence motifs probably related with the 

modification of the expression of genes involved in starch related pathways. The information provided here helps 

us understanding SSRGs regulation in rice plants under stressful conditions, something that influences grain 

quality of Oryza genotypes. The role of CREs as well as the signaling cascade involving SSRGs are discussed. 

SSRGs share common stress related CREs, indicating coordinated regulation of these genes, mainly for 

dehydration, light, anoxia, pathogen, and salt response. Also, other motifs particularly related to other less common 

stresses are present. These can also bind to many other TFs, subjecting the gene to multiple regulatory controls. 

The information provided here can help breeders in better understanding the transcriptional expression of SSRGs 

and further analysis on these elements will help us increasing and maintaining grain quality in stress-tolerant rice 

genotypes. 
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Table S1. Features of SSRGs and your function and expression in starch biosyntheses. 
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Table S2. Types of CREs identified in SSRGs. 

 

Arquivo disponibilizado de forma separada disponível em formato .xmlx.  
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Table S3. Biotic and Abiotic CREs identified in AGPase genes from O. sativa japonica specie. 
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Table S4. Biotic and Abiotic CREs identified in DBE genes in O. sativa japonica specie. 
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Table S5. Biotic and Abiotic stress CREs identified in SBE genes in O. sativa japonica. 
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Table S6. Biotic and Abiotic stress CREs identified in Starch sinthase genes (SS) in O. sativa japonica specie. 
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Abstract 

Oat is an important crop that grain offer nutritional components. Molecular characterization of wild relative 

germplasm using plastid (cp) markers, such as SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) (cpSNPs) or SSRs 

(Simple Sequence Repeats) (cpSSRs), may be more informative than those using nuclear genomic tools and can 

assist breeders in separating and distinguishing between haplome groups. In this study we provide characterization, 

quantification and markers based in cpSSRs in 26 Avena species. This could be used in further research and 

characterization of species and populations inside the genus Avena. 

 

Keywords: cpSSRs, chloroplast, breeding, oat. 

 

INTRODUCTION 

 
Oat (Avena spp.) is one of the most important cultivated crops. Oat grains offer a great nutritional content, 

with high protein levels and healthy lipids (EFSA, 2010). Hence, there is a growing need to study diverse variety 

of oats in terms of their economically valuable traits and to search for new genotypes that can serve as the base for 

development of new varieties with high productivity and resistance to diseases (Gagkaeva et al., 2018). 

Simple Sequence Repeats (SSRs or microsatellites) are a class of molecular markers based on tandem repeats of 

short (1 to 6 nucleotide) DNA sequences and are found in large quantities in both coding and non-coding regions 

of genomes (Zane et al., 2002). As they are highly polymorphic, they are particularly useful for cultivar 

fingerprinting, assessing genetic diversity of germplasm, and aiding in molecular breeding to improve crop traits 

characteristics (Zane et al., 2002). 

The use of chloroplast SSR (cpSSR) markers can boost Avena breeding programs since SSRs can be 

transferred between genotypes within or between species (Liu et al., 2020). Earlier, cross-species transferability 

of SSRs was detected via PCR amplification in different related species (Shukla et al., 2018). Also, it can be 

especially useful in cultivar fingerprinting, in assessing germplasm diversity, and aiding in molecular breeding to 

improve crop characteristics (Shukla et al., 2018). 
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 The objective of this work is to quantify and characterize the cpSSRs of 25 Avena species, in addition 

to providing primers that could be used in further research and characterization of species and populations inside 

the genus Avena. 

 

 

MATERIAL AND METHODS 

 

In silico identification of SSRs  

The search of plastid SSRs was based in a previous study performed by Fu (2018). The plastid genome 

from the 26 Avena species (Table 1) are available in the National Center for Biotechnology Information (NCBI). 

The complete cpDNA was processed in SSRLocator (da Maia et al., 2008) to identify the microsatellite regions 

(cpSSR) as mono-, di-, tri-, tetra-, penta-, or hexanucleotide. We considered only those repeats in which the motifs 

repeated as follows: mononucleotide repeats with a repeat length ≥ 8; dinucleotide with a repeat length ≥ 6; and 

tri-, tetra-, penta-, and hexanucleotide with a repeat length ≥ 3. After identification, we assessed microsatellites for 

coding (genic) and non-coding (intergenic) regions according to the information available in the NCBI database 

for each species. 

Table 1: Plastid genomes of different Avena species with its size and NCBI accession number. 
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RESULTS AND DISCUSSION 

 

 All cpSSRs of the 26 studied Avena species were evaluated. Therefore, we provide a general 

comparison between our results and published studies on other plant species. The total number of microsatellites 

observed for each species varied from 179 for A. eriantha to 187 for A. atlântica. While we identified mono-, di-, 

tri-, and tetranucleotide SSR for all species (Table 2), the majority of Avena cpSSRs were classified as 

mononucleotide followed by tri and tetranucleotide. Fu et al (2019) adopted different parameters as 8, 5, 4, 3, 3, 

and 3 for mono to hexa, consequently no have found trinucleotides. But unlike from this study, we have found 

tetra motifs, at least 1in genic regions. We found predominantly mononucleotide motifs similarly to Liu et al. 

(2020) in Avena that the number of identified SSRs is double compared to what our study identified. Therefore, 

we provide a general comparison between our results and published studies on other plant species. 

 

Table 2. Frequency (%) of the genic and intergenic cpSSRs based on motif size for each species. 

 

 

 Most cpSSRs occur in the non-coding portion, being in coding portion there are mainly 

mononucleotides, trinucleotides, and tetranucleotides with only one motif in coding portion. Di-, penta-, and 

hexanucleotides do not have SSRs in this portion. Liu et al (2020) comments similar results only for 

mononucleotides and points out the lower polymorphism of coding regions in contrast to non-coding regions the 

factor for low distribution of SSRs in the coding portion. This is important for the mining and utilization of cpSSR 

as initiators in genetic analysis. 
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 Primers were elaborated based in grasses parameters for primer designer (Saha et al., 2006) and are 

available in supplementary material (Table S3). The use of conventional gene cpDNA markers have been widely 

applied to studies of population history in trees and phylogenetic reconstruction at intraspecific levels because its 

special nature above (Kelchner, 2000). However, the use of cpSSRs has allowed the examination of speciation 

events at a finer level of detail than it was previously possible, but specifically for Avena species, have been used 

in separating and distinguishing between haplome (genome) groups (Li et al., 2009). The Figure 1 shows SSR 

regions that are shared by all Avena species that can be used as markers in haplotype study. 

 

 

Figure 1. Chloroplast map with the SSRs found inside the genes and shared by Avena species. The motifs of 

cpSSRs are available in rectangle. Colored rectangles are genes that compose de chloroplast map. SSR motifs 

positions are identified by black lines. 

 

 Several studies have indicated that plastid genomes and cpSSRs have enormous potential (Zhang et al. 

2017), being an important tool for plant biologists and breeders in assessing genetic diversity. Although Liu et al., 

(2020) and Fu (2018) reveal some features about cpSSRs in Avena, here we focus specifically on quantification, 

in addition to providing markers to be used in further studies. 
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5 CONCLUSÃO GERAL 

Fazendo uso das sequências disponíveis nos bancos de dados públicos, foi possível neste 

trabalho revelar que os genomas mitocondriais de plantas e algas são altamente abundantes em 

SSRs, na qual podemos observar um viés para os tipos e distribuição, mostrando as algas como 

o grupo mais diverso apresentando diferenças no número, abundância e densidade de SSRs 

entre espécies relacionadas, refletindo a dinâmica desse grupo para sobreviver as flutuações do 

ambiente durante a evolução. As plantas vasculares são as que apresentam inúmeros e longos 

motivos refletindo diferenças estruturais do mtDNA desse grupo. Apesar disso, observou-se 

que a conservação de certos motivos entre plantas e algas reflete um ancestral comum para 

esses grupos. 

O estudo dos genes de síntese de amido (SSRGs) nas espécies selvagens de Oryza 

apontou que a ausência e duplicação de cópias de alguns motivos relatados no estudo podem 

modificar a atividade metabólica, denotando que o uso de diferentes espécies de arroz podem 

ser uma fonte rica de variabilidade para o melhoramento direcionado ao amido no arroz. 

 Os SSRGs compartilham elementos cis (CREs) comuns relacionados ao estresse, 

indicando a regulação coordenada desses genes, principalmente para estresses como 

desidratação, luz, anoxia, patógenos e resposta a salinidade. Além disso, outros motivos 

particularmente relacionados a outras tensões menos comuns estão presentes, indicando que 

esses genes podem responder a diversos estresses, mantendo sua atividade. Também 

oferecemos uma estratégia, através da identificação de um SNP, para ser testada e utilizada em 

programas de melhoramento para tolerância aos principais estresses que afetam a qualidade do 

grão em arroz. 

A partir de genomas plastidiais de 26 espécies de Aveia conseguimos propor 52 

iniciadores microssatélites para cada espécie que agora podem ser utilizados na distinção de 

espécies e populações dentro do gênero Avena. 
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