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1. INTRODUCAO

Com mais de 100.000 cultivares no mundo, o arroz é uma das culturas mais
importantes para a alimentacdo humana (LEE et al. 2020). Apesar do grande nu-
mero de cultivares, novos gendtipos devem ser desenvolvidos para atender a de-
manda de alimentos e o impacto das mudancas climaticas. No entanto, devido a
forte presséo de selecéo feita nos programas de melhoramento e ao uso de culti-
vares elite, tanto pelos agricultores, quanto pelos melhoristas nos blocos de cruza-
mento, houve um estreitamento da variabilidade genética do arroz (BUSANELO et
al. 2020).

A inducdo de muta¢gBes no melhoramento genético € uma estratégia para
criacao de variabilidade genética em caracteres de interesse agronémico. Essa fer-
ramenta pode ser utilizada para o desenvolvimento de novas cultivares com maior
tolerancia a estresses bibticos e abibticos, e com maior potencial de rendimento. A
abordagem tradicional inclui a utilizacdo de agentes fisicos (ex.: radiacdo gama - y)
e quimicos (ex.: etilmetanossulfonato - EMS) para inducao de mutacfes aleatérias.
Novas técnicas de melhoramento, como a edi¢cdo de genomas, permitem induzir
mutacdes em locais especificos (HERNANDEZ-SOTO et al. 2021; ZHANG et al.
2022).

A radiacdo ionizante, como a gama, é capaz de causar captura ou liberacao
de elétrons e romper diretamente as liga¢cdes quimicas das moléculas quando pas-
sam pela matéria. Além disso, esse tipo de radiacdo promove a producao de espé-
cies reativas de oxigénio, que danificam os componentes da célula. Radia¢gbes io-
nizantes ocasionam modificacdes nas bases dos nucleotideos, quebras de uma ou
de ambas as fitas do DNA. O reparo dessas lesbes pode levar a substituicdes,
delecdes e insercbes de bases, e inversdes e transloca¢cdes nas sequéncias dos
cromossomos (LI et al. 2019).

O EMS é um agente de alquilacéo, que introduz um grupo alquil no N’ e no
O°f da guanina. Guanina com alquilacédo no N7 ainda é reconhecida como guanina,
entdo essa alquilacdo nao € mutagénica. Por outro lado, devido a sua conformacao,
a guanina com alquilacdo no O ndo pode parear com citosina, apenas com timina,
resultando na substituicdo do par G/C por A/T. Em arroz, 70% das mutacdes indu-
zidas por EMS séo transicbes G/C para A/T (YAN et al. 2021). O EMS também
pode ocasionar delecdo ou insercdo de nucleotideos e quebra de cromossomos
(TAN et al. 2019).

O efeito dos agentes mutagénicos varia de acordo com as doses, tempos de
exposicdo e caracteristicas do genoma de cada espécie. Entender essa dinamica
€ importante na utilizacdo dessa ferramenta no melhoramento genético. Dessa
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forma, o objetivo desse estudo foi estimar o efeito da radiacdo gama e do EMS na
inducdo de mutacdes de substituicdo de bases no genoma do arroz.

2. METODOLOGIA

Neste estudo foram analisados trés linhas mutantes derivadas da cultivar
BRS Queréncia e cinco linhas mutantes derivadas da cultivar BRS Pampeira,
ambas em geracdo Ms. Também foram analisadas as cultivares originais, BRS
Queréncia e BRS Pampeira. Mutantes da BRS Queréncia foram obtidos pelo
tratamento de sementes com o agente mutagénico etilmetanossulfonato 1.5% (v/v)
(0.15 M) durante 2h. J4 os mutantes da BRS Pampeira foram obtidos pelo
tratamento de sementes com radiacdo gama (6°Co), nas doses de 250 e 300Gy.
Mutantes da BRS Queréncia e mutantes da BRS Pampeira foram conduzidas em
campo até geracao Ms.

O DNA foi extraido das folhas das linhas mutantes e das cultivares usando
protocolo CTAB (brometo de hexadeciltrimetilamonio) (DOYLE e DOYLE 1990).
Apos verificar a qualidade e a quantidade do DNA, as amostras foram enviadas
para o Laboratério de Servicos de Genotipagem do Instituto Internacional de
Investigacéo do Arroz (International Rice Research Institute — IRRI), nas Filipinas.
As amostras foram genotipadas com 7097 marcadores SNPs (polimorfismo de
nucleotideo Unico), utilizando a plataforma 7K Infinium SNP (lllumina®) (THOM-
SON et al. 2017).

Os resultados das linhas mutantes foram comparados com os resultados das
respectivas cultivares originais.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A técnica de genotipagem utilizada nesse estudo, com 7097 SNPs, possibi-
lita acessar apenas uma pequena fracdo do genoma do arroz (0,001%). Porém, os
SNPs estéo distribuidos de forma aleatéria em todos os cromossomos, e sao regi-
des passiveis de mutacdes de substituicdo de base Unica. Portanto, essa aborda-
gem traz uma informacéo inicial acerca do efeito dos agentes mutagénicos EMS
(quimico) e radiacdo gama (fisico) na inducdo de mutacdes de substituicdo de ba-
ses em arroz.

Ao avaliar os 7097 locos marcadores, se verifica que o EMS causou menor
namero de substituicdo de base Unica quando comparado a radiacdo gama (Tabela
1). Esse resultado pode ser explicado pelo fato que, de maneira geral, a radiacao
gama apresenta maior potencial para causar mutacdes do que o EMS (ZHANG et
al. 2022).

Tabela 1. Comparacéo de linhas mutantes (Ms) com as respectivas cultivares de
origem (tipo selvagem) em relacdo a 7097 marcadores SNPs (polimorfismo de nu-
cleotideo unico).

Mutagénico Linhas mutantes SNPs diferentes SNPs iguais

Raio gama 250/M519 x BRS Pampeira 858 (12,09%) 6239 (87,91%)
Raio gama 250/M636 x BRS Pampeira 855 (12,05%) 6242 (87,95%)
Raio gama 250/M498 x BRS Pampeira 1302 (18,35%) 5795 (81,65%)
Raio gama 250/M425 x BRS Pampeira 1354 (19,08%) 5743 (80,92%)
Raio gama 300/M267 x BRS Pampeira 659 (9,29%) 6438 (90,71%)
EMS M1150 x BRS Queréncia 8 (0,11%) 7089 (99,89%)
EMS M1313 x BRS Queréncia 7 (0,10%) 7090 (99,90%)

EMS M1410 x BRS Queréncia 10 (0,14%) 7087 (99,86%)
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A média de mutacdes de substituicdo de base Unica induzida por radiacéo
gama (~1000 em 7094 marcadores SNPs) (Tabela 1) € divergente dos dados dis-
poniveis na literatura. Em um estudo desenvolvido por YANG et al. (2019), usando
radiacdo gama (250Gy) em arroz, foi sequenciado o genoma dos mutantes e da
cultivar de origem. Os autores observaram a ocorréncia de diferentes tipos de mu-
tacdes, e encontraram em média 65 substituicdes de base Unica. Usando uma abor-
dagem similar de identificacdo de mutacdes, LI et al. (2019) observaram resultado
parecido, em média 57 substituicdes de base Unica em mutantes de arroz obtidos
por radiacdo gama.

Embora em menores proporc¢des, a média de mutacBes de substituicdo de
base Unica induzida por EMS (~8 em 7094 marcadores SNPs) (Tabela 1) também
diverge de estudos anteriores. Usando andlise de sequenciamento YAN et al.
(2021) verificaram que mutantes de arroz obtidos por tratamento com EMS (0.7%
durante 12h) apresentaram de 80 a 1.091 (média de 334,55) substituicdes de base
dnica.

Delinear e compreender os efeitos dos agentes mutagénicos sobre o0 genoma
€ uma funcdo muito complexa, visto que inumeros fatores estdo envolvidos. Por
exemplo, a metilacdo do DNA (marca epigenética) tem papel direto e indireto na
estabilidade do genoma. A hipermetilacdo do DNA impede a expressao de genes
que codificam proteinas de reparo do DNA, e impossibilita o recrutamento dessas
proteinas para as regifes danificadas. Além disso, as citosinas metiladas sao in-
trinsicamente mais propensas a mutacdo do que as citosinas ndo metiladas (BRA-
BSON et al. 2021). Fatores ambientais e intrinsecos do genoma interferem no pa-
drdo de metilacdo do DNA. Dessa forma, gendétipos distintos, cultivados em dife-
rentes regides, podem responder de forma individual aos agentes mutagénicos.

Outro fator a ser considerado € o tempo de exposi¢do a radiacdo gama. A
expressdo de genes codificadores proteinas de reparo do DNA e de enzimas do
sistema antioxidante diminui com o aumento do tempo de exposi¢do. Adicional-
mente, quanto maior a duracdo da irradiacdo, maior sera a geracdo de radicais
livres (HONG et al. 2022). Portanto, esse fator também pode explicar a variacao no
namero de mutacdes induzidas por radiacdo gama nos diferentes estudos.

4, CONCLUSOES

Com base nas regides gendmicas analisadas neste estudo (7097 marcadores
SNPs previamente identificados) foi observado que a radiagdo gama causou maior
numero de substituicdo de base Unica do que o EMS.
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