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RESUMO

SAR, Wagner Emanuel, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2026.
Analise do perfil lipidico e mapeamento associativo em populacdes tropical e
temperada de milho-pipoca. Orientador: Jose Marcelo Soriano Viana.
Coorientador: Humberto Josue de Oliveira Ramos.

O milho-pipoca (Zea mays var. everta) destaca-se pela capacidade de expanséao
(CE), caracteristica resultado da composicdo do endosperma e do pericarpo
resistente. Objetivou-se caracterizar duas populacbes de milho-pipoca, uma de
origem temperada (UFV-MP5) e outra de origem tropical (Beija-Flor) quanto ao perfil
lipidico, identificando regiées gendémicas associadas ao conteldo de acidos graxos
via estudos de associacdo genémica ampla (GWAS). A fenotipagem foi conduzida
mediante a extracdo de lipidios diretamente dos embrides, seguida de derivatizacéo
e quantificacdo por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(GC-MS). A genotipagem utilizou a técnica de sequenciamento por representacéo
reduzida (GBS), adotando o modelo misto Q + K para o mapeamento associativo
(GWAS). Os resultados revelaram divergéncia estatistica significativa entre as
populacdes para todos os caracteres. A populacdo Beija-Flor apresentou teores
superiores de acido linoleico (8,69%), palmitico (33,51%) e esteéarico (23,05%),
enquanto a UFV-MP5 destacou-se pela maior CE (42,43 cm3/g) e teor de acido
oleico (20,18%), além da presenca exclusiva de -tocoferol e -sitosterol. O GWAS néo
identificou associac¢des significativas na populacdo UFV-MP5, possivelmente devido
a origem biparental da populacdo. Em contrapartida, na populagao Beija-Flor, foram
identificadas marcas significativas para os acidos estearico, linoleico e oleico. A
prospeccado gendmica resultou em nove genes candidatos, com destaque para o
Zm00001eb043340 (FADS), Zm00001eb043440 (Citocromo b5) e
Zm00001eb292580 (familia SEC14), os quais desempenham papéis cruciais na
dessaturagéo e transporte de lipidios. As andlises de expresséo génica (FPKM) no
embrido confirmaram a atividade desses genes durante o desenvolvimento da
semente, especialmente o gene da familia SEC14, cuja expressao aumentou cerca
de seis vezes entre as fases iniciais e finais. Conclui-se que existe variabilidade
genética exploravel para o perfil lipidico em milho-pipoca, e a identificacdo de genes
candidatos fornece subsidios para o melhoramento genético focado na qualidade
nutricional e industrial, permitindo a selecdo de genodtipos que conciliem alta
capacidade de expansao com perfis de &cidos graxos especificos.

Palavras-chave: milho-pipoca; acidos graxos; GC-MS; GWAS;
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ABSTRACT

SAR, Wagner Emanuel, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2026.
Lipid profile analysis and association mapping in tropical and temperate
popcorn populations. Adviser: Jose Marcelo Soriano Viana. Co-adviser: Humberto
Josue de Oliveira Ramos.

Popcorn (Zea mays var. everta) stands out for its expansion capacity (EC),
characteristic resulting from the composition of the endosperm and the resistant
pericarp. The objective was to characterize two popcorn populations, one of
temperate origin (UFV-MP5) and another of tropical origin (Beija-Flor), regarding their
lipid profile, identifying genomic regions associated with fatty acid content via
genome-wide association studies (GWAS). Phenotyping was conducted by extracting
lipids directly from the embryos, followed by derivatization and quantification by gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS). Genotyping used the genotyping-by-
sequencing (GBS) technique, adopting the Q + K mixed model for associative
mapping (GWAS). The results revealed significant statistical divergence between the
populations for all traits. The Beija-Flor population showed higher levels of linoleic
(8.69%), palmitic (33.51%), and stearic (23.05%) acids, while UFV-MP5 stood out for
its higher EC (42.43 cm3/g) and oleic acid content (20.18%), in addition to the
exclusive presence of -tocopherol and -sitosterol. GWAS did not identify significant
associations in the UFV-MP5 population, possibly due to the population's biparental
origin. In contrast, in the Beija-Flor population, significant markers were identified for
stearic, linoleic, and oleic acids. Genomic prospection resulted in nine candidate
genes, highlighting Zm00001eb043340 (FAD8), Zm00001eb043440 (Cytochrome
b5), and Zm00001eb292580 (SEC14 family), which play crucial roles in lipid
desaturation and transport. Gene expression analysis (FPKM) in the embryo
confirmed the activity of these genes during seed development, especially the SEC14
family gene, whose expression increased approximately sixfold between the early
and late stages. It is concluded that there is exploitable genetic variability for the lipid
profile in popcorn, and the identification of candidate genes provides support for
genetic improvement focused on nutritional and industrial quality, allowing the
selection of genotypes that reconcile high expansion capacity with specific fatty acid
profiles.

Keywords: popcorn; fatty acids; GC-MS; GWAS; plant breeding
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1.  INTRODUCAO

O milho-pipoca (Zea mays var. everta) possui um tipo especial de grao, caracterizado
pelo tamanho reduzido e endosperma composto por amido duro ou cristalino, que, quando
submetido a alta temperatura, tem a capacidade de expandir e gerar a pipoca. O ato do estouro
do grao e a formagdo da pipoca ¢ o diferencial desse tipo de milho em relacdo aos outros
(Hoseney; Zeleznak; Abdelrahman, 1983).

A capacidade de expansdo (CE) do milho-pipoca ¢ resultado da juncdo de algumas
caracteristicas desse grao, como o endosperma duro, pericarpo resistente e a presenca de dgua
e 6leo no seu interior, sendo que, quando sob aquecimento, o 6leo e a 4gua exercem pressao no
pericarpo causando seu rompimento e expondo o endosperma gelatinoso que se expande no
formato de pipoca (Hoseney; Zeleznak; Abdelrahman, 1983). O endosperma duro desse tipo de
grao, confere maior capacidade de expansdo durante o processo de pipocamento do que
comparado a graos farindceos (Hoseney; Zeleznak; Abdelrahman, 1983; Serna-Saldivar; Perez
Carrillo, 2019). Visando o aumento da CE, hibridos e linhagens tendem a ser desenvolvidos
com a composicao do endosperma mais duro, e para isso, programas de melhoramento de
milho-pipoca propendem a diminuir o tamanho do embrido, alterando a composicao final do
grao para aumentar sua capacidade de expansdao, embora ndo haja estudos suficientes que
comprovem que o tamanho do embrido interfira na CE (Sweley; Rose; Jackson, 2013). A
reducdo do tamanho do embrido no grado do milho-pipoca pode impactar negativamente no
aroma e sabor desse petisco.

O grao de milho ¢ composto basicamente de amido, que representa 72% do grdo, e o
restante ¢ composto por 10% de proteinas e 4% de lipidios, no entanto, a maior parte dos lipidios
encontrados no grao estdo presentes no embrido, que possui a composicao entre 18% e 41%,
dado que essa variacdo pode ser explicada tanto por fatores genéticos quanto a condigdes
ambientais de manejo e clima (Johnston et al., 2005). Os lipidios estdo entre as trés principais
classes de moléculas que compdes os alimentos, juntamente com carboidratos e proteinas, e
podem ser caracterizados como moléculas organicas que sdo soliveis em solventes organicos
(Gioielli, 1996; Lawson, 1995; Shahidi, 2005). Os lipidios podem ser classificados como 6leos
ou gorduras, se diferenciando com relagdo a textura, ja que os 0leos sdo liquidos a 20 °C e as
gorduras ndo (Lawson, 1995).

O ¢6leo do milho ¢ formado basicamente por triacilglicerdis (TAGs) que sdo lipidios de
alta energia, formada pela associagdo entre acidos graxos e alcool. O milho ¢ composto
basicamente por quatro diferentes tipos de acidos graxos, acido linoleico, acido oleico, acido

palmitico e 4cido estearico, além de outros em menor composicao, acido palmitoleico e acido
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miristico (Barrera-Arellano; Badan-Ribeiro; Serna-Saldivar, 2019; Li et al., 2019a). Os acidos
graxos sao componentes essenciais dos lipidios e tem um papel crucial no metabolismo celular
e regulacdo de processos fisioldgicos, bem como possuindo fungdes estruturais e serem uma
essencial fonte de energia para os organismos (Lawson, 1995; Shahidi, 2005; Strocchi, 1982).
O grau de saturacdo segrega os acido graxos em duas categorias principais, saturados e
insaturados. Os saturados sdo aqueles que apresentam todos os dtomos de carbono ligados
apenas com ligagdes simples, ja os insaturados apresentam ligagdes duplas entre os a&tomos de
carbono, e estes, ainda podem ser divididos em mono insaturados (uma ligacdo dupla) e poli
insaturados (duas ou mais ligagdes duplas) (Belitz; Grosch; Schieberle, 2004; Lawson, 1995).

A biossintese de acidos graxos, ocorre em grande parte nos plastidios, e inicia com a
enzima acidos graxos sintase (FAS), utilizando Acetil-coenzima A (Acetil-CoA) e moléculas
de ATP como substrato para produzir acido palmitico (16:0, saturado), e por meio de enzimas
que realizam o elongamento das moléculas, mais dois 4&tomos de carbono sdo adicionados,
convertendo essa molécula em acido estearico (18:0, saturado). Por agao de enzimas dessaturase
de acidos graxos (FAD), os acidos graxos saturados sdo convertidos primeiramente em acido
oleico (18:1, insaturado) e entdo em d&cido linoleico (18:2, insaturado) (He et al., 2020;
Roughan; Holland; Slack, 1979; Stumpf, 1980; Weaire; Kekwick, 1975).

A quantificagdo de acidos graxos em milho-pipoca pode ser realizada de diferentes
formas, como cromatografia gasosa (CG) (Li et al., 2013; Saini et al., 2020; Sanjeev et al.,
2014) e espectroscopia no infravermelho préximo com transformacgao de Fourier (FT-NIR)
(Azizian; Kramer, 2005; Mossoba et al., 2013). A cromatografia gasosa ¢ usualmente utilizada
por conta de sua alta sensibilidade e capacidade de separacdo e identificacdo de diferentes
componentes, €, para isso € necessario realizar procedimentos de extragdo dos lipidios do grao
de milho por meio de solventes organicos e posterior derivagdo dos acidos graxos para, por fim,
realizar a identificacdo e quantificacdo via CG (Latimer, 2012). Por possuir alta sensibilidade,
a CG permite a identificacdo dos 4cidos graxos em partes por milhdo, sendo essa caracteristica
essencial para andlises precisas, uma vez que acidos graxos podem estar presentes nas amostras
em concentragdes baixas, permitindo, dessa forma, a quantificacdo precisa e confiavel dos
componentes e as informagdes detalhadas sobre a composigao e distribuicdo. A CG se baseia
na particdo dos componentes da amostra em uma fase estacionaria (coluna cromatografica) e
uma fase movel (gas transportador) em que os 4cidos graxos sdo separados de acordo com suas
propriedades de volatilidade e afinidade pela fase estacionaria (Christie, 1998; Latimer, 2012).

Os estudos de associagao gendmica ampla (GWAS) sdo uma importante ferramenta para

entender e apurar a relacao existente entre genotipo e fendtipo, pois possibilita identificar SNPs
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(Single Nucleotide Polymorphism) associado, além de QTLs/genes candidatos para
caracteristicas complexas (Ibrahim et al., 2020; Xu et al., 2017). Utilizando GWAS ¢ possivel
realizar um mapeamento detalhado de QTLs em populacgdes, superando o desafio do rapido
decaimento do desequilibrio de ligagdo (LD) devido a eventos histéricos de recombinagdo
(Flint-Garcia; Thornsberry; Buckler, 2003). No milho, a utilizacgio do GWAS tem
impulsionado avangos expressivos em estudos de qualidade do graos, além de diversos autores
analisarem a arquitetura genética da biossintese de lipidios em graos (Belo et al., 2008; Katral
etal., 2022; Lietal., 2013, 2019a; Saini et al., 2020; Shikha et al., 2021; Zheng et al., 2021). A
concentragdo de 6leo e a composi¢do de acidos graxos no grao de milho sdo caracteristicas
altamente herdaveis, no entanto sdo controladas por multiplos genes. A literatura apresenta
QTLs de pequeno e grandes efeitos para essas caracteristicas (Bel6 et al., 2008; Clark et al.,
2006; Li et al., 2013, 2019a, 2011).

A caracterizagdo de genes que codificam vias metabolicas relacionadas a biossintese de
acidos graxos proporciona maior entendimento dessas moléculas e esclarecimento de relagdes
das mesmas a nivel celular, possibilitando agregar informag¢des aos programas de
melhoramentos de milho-pipoca, elevando o patamar da pesquisa para essa cultura. Identificar
o perfil lipidico dos individuos, associando informacdes de genotipos com alta CE, pode
contribuir para o desenvolvimento de hibridos para o mercado que atendam as exigéncias do

consumidor final e que resultem em melhor qualidade da pipoca.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBIJETIVOS GERAIS

Caracterizar duas populacdes de milho-pipoca, de origem tropical e temperada, quanto
ao perfil lipidico, identificando regides do genoma do milho-pipoca associadas ao contetido de
acidos graxos.
2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver e ajustar o protocolo de extracdo de acidos graxos para milho-pipoca,
estabelecendo procedimentos para quantificagdo de suas unidades.

Identificar marcadores SNP (Single Nucleotide Polimorphism) associados aos teores de
acidos graxos.

Realizar a anotacdo funcional dos SNPs significativos e identificar fatores moleculares

candidatos relacionados ao controle destas caracteristicas.
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3. METODOLOGIA
3.1. MATERIAL VEGETAL

Neste trabalho, foram genotipadas e fenotipadas 286 plantas pertencentes a duas
populagdes, divergentes quanto a origem. A primeira populagdo, chamada de UFV-MPS5, tem
origem temperada e ¢ uma populagdo biparental obtida por acasalamento ao acaso do hibrido
simples comercial americano AP4502 (desenvolvido pela Agricultural Alumni Seed
Improvement Association, Romney, IN, EUA), desta populagdo foram utilizados 183 acessos.
A segunda populagdo ¢ denominada Beija-Flor e foi desenvolvida na Universidade Federal de
Vigosa (UFV), apds quatro ciclos de selegdo de meios-irmaos para capacidade de expansao
(CE) e desta populagao foram utilizados 103 acessos.

3.2.  FENOTIPAGEM
3.2.1. Extracio e derivatizacido de acidos graxos

Devido a maior concentragdao de lipidios ser localizada no embrido das sementes, o
protocolo de extragdo se inicia pela remog¢ao do pericarpo dos graos de milho-pipoca. Para isso,
foram pesados aproximadamente 7 g de graos e estes foram submersos por 30 min em agua
destilada para facilitar a remog¢ao do pericarpo. O pericarpo foi removido com o auxilio de uma
pinga e posteriormente a isso, o embrido foi extraido com o auxilio de um bisturi. Com os
embrides removidos, estes foram congelados em nitrogénio liquido para realizar a maceragao
com almofariz e pistilo de cerdmica. As amostras maceradas foram armazenadas em microtubos
de 2 ml em ultrafreezer a -80° C.

A extragdo dos acidos graxos foi seguindo o protocolo de (Lisec et al., 2006), com
adaptacdes. Foram pesados 300 mg macerado do embrido em microtubos de 2 ml, e entdo 1 ml
de cloroférmio e 60 pl de colesterol foram adicionados com posterior agitagdo em termomixer
(15 min; 70° C; 1000 rpm), centrifugacdo (10 min; 25° C; 14000 rpm) e remog¢ao do
sobrenadante, o qual contem a fragdo lipidica, acondicionado em outro microtubo de 2 ml. Ao
sobrenadante foram adicionados 375 ul de metanol e 300 pl de dgua pura e posterior de
centrifugacdo (15 min, 25° C, 4000 rpm) e coleto da fase inferior (apolar). Uma aliquota de 350
ul da fase apolar foi seca, overnight, em secador de centrifugagdo a vacuo. A derivatizacao foi
realizada ao ressuspender as amostras com 40 ul de cloridato de metoxiamina dissolvido em
piridina e agitacdo em termomixer (2 h; 37° C; 1000 rpm). Posteriormente foram adicionados
70 ul de trimetilsilil (MSTFA) com retorno ao termomixer (30 min; 37° C; 1000 rpm).

3.2.2. Analise e quantificacido de acidos graxos
Para a quantificacdo dos 4cidos graxos, as amostras ressuspendidas foram

acondicionadas em vials. Para a quantificacdo, 1 pl da amostra foi injetado em cromatografo
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gasoso acoplado aos espectrometro de massas (Shimadzu Europe - GCMS-QP5050A), com
temperatura inicial do “sample inlet” de 300° C. A amostra foi arrastada por um gas inerte
(Heélio) para dentro da coluna capilar SPB-5 (30 m; 0,25 mm; 0,25 pm) com uma pressao de
1.8 kPa, vazao de 1.6 mL/min e velocidade linear de 46.6 cm/segundo. A coluna manteve
estavel sua temperatura inicial de 80° C por 5 min, elevando-a 4° C/min até atingir a temperatura
maxima de 300° C, totalizando 55 min de elevagdo da temperatura. Ao atingir a maxima
temperatura, o equipamento manteve a temperatura inalterada por 45 min até que a corrida fosse
encerrada automaticamente. Foram injetados 1 ul de amostras de controle em branco e uma
série de alcanos (C10 — C40), que possibilitam calcular os indices de retencao (Schauer et al.,
2005).

Os espectros brutos de GC—-MS foram inicialmente convertidos para o formato netCDF
antes do processamento dos dados. O alinhamento cromatografico e a deteccao de picos foram
realizados utilizando o algoritmo XCMS implementado na plataforma web XCMS,
empregando parametros padrao otimizados para dados de GC—MS adquiridos em analisador do
tipo quadrupolo.

Ap0s a deteccao dos picos, sinais contaminantes foram inspecionados manualmente e
removidos. As areas dos picos do cromatograma de ions totais (TIC) detectados com maior
frequéncia em todas as amostras foram exportadas para analises multivariadas subsequentes. A
normalizacdo dos dados e as analises de agrupamento foram conduzidas na plataforma
MetaboAnalyst, aplicando-se normaliza¢do pela mediana para corrigir variagdes sistematicas
entre as amostras. A identificacdo dos compostos foi realizada por meio de pareamento
espectral contra a biblioteca de espectros de massas NIST. Os metabdlitos foram atribuidos com
base nos maiores escores de similaridade espectral combinados com a concordancia dos indices
de retencao (IR). Os indices de retencao foram calculados experimentalmente utilizando uma
série externa de padrdes de n-alcanos e comparados com os valores de IR de referéncia
reportados na biblioteca NIST. Apenas os compostos que apresentaram simultaneamente altos
escores de similaridade espectral e indices de retencdo consistentes foram considerados
identificados com confianca.

3.2.3. Quantificacdo da capacidade de expansiao (CE)

Para a caracterizagcdo das populagdes quanto a CE, foram utilizados os dados de Viana,;
Dias; Silva, 2022 e Paes et al., 2016. A CE foi mensurada utilizando amostras de 10 g de graos
em um forno de micro-ondas de 27 L (900 W).
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3.3.  GENOTIPAGEM

A coleta do material vegetal utilizado para a extracdo do DNA gendmico foi realizada
em estadio fenoldgico com trés folhas totalmente expandidas (V3). O DNA gendmico foi
extraido utilizando o protocolo CTAB (brometo de cetiltrimetilamémio) com modificagdes
(Doyle, J. J; Doyle, J. L., 1990; Jiao et al., 2017). Foi utilizado 150 mg de tecido foliar sem
utilizar 2-mercapto-etanol e com precipitacio overnight do DNA a 4° C em NaCl 5 M +
isopropanol gelado, na sequéncia lavagens com etanol 70% e 95%. As amostras de DNA foram
diluidas para 80-100 pl de 0,1 x TE buffer (100 mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA, pH 8). Para
realizar a determinagdo do grau de pureza foi utilizado um espectrofotdometro NanoDrop
(Thermo Scientific, USA) e a quantificacdo do DNA foi realizada no Qubit® 2.0 Fluorometer
(LifeTechnologies). As amostras foram genotipadas por sequénciamento (GBS), sendo que a
populagdo temperada foi realizada pelo Institute os Biotechnology at Cornell University, por
meio de um sequenciado Hi-Seq 2500 (leituras em pares de 125 bp). O GBS da populagao
tropical foi realizado pelo Institute for Research in Immunology and Cancer (IRIC), University
of Montreal, utilizando um sequenciador Nextseq500 (leituras de extremidade tinica de 85 bp).

Foram realizadas duas chamadas de SNP, uma para cada populagdo. Para a populacao
temperada, foi feito pelo Institute of Biotechnology e para a populagdo tropical, foi realizado
por Omega Bioservices, utilizando o genoma de referéncia B73 versdo 4 (Jiao et al., 2017). O
conjunto de marcadores obtido, ap6s a chamada de SNP, foi lido pelo pacote vcfR do software
R (Knaus; Griinwald, 2017), seguindo de filtragem de alelo perdido e cromossomo. Em seguida
foi calculado de Call rate (CR), Genotype Call rate e Minor Allele Frequency (MAF),
utilizando o pacote R HapEstXXR (Browning; Browning, 2009; Kniippel et al., 2012). Os dados
foram filtrados para MAF > 0,01, CR < 0,90 e Genotype Call rate > 0,90, e posterior imputacao
em Beagle (Browning; Browning, 2009), por meio do pacote R Synbreed (Wimmer etal., 2012).
3.4. MAPEAMENTO ASSOCIATIVO

Para a realizag@o das andlises de associagcdo gendmica (GWAS) foi utilizado o modelo
Q + K, proposto por Yu et al., 2006, que considera a relagdo de parentesco gendmico entre 0s
genotipos (matriz de parentesco gendmico, K) e estrutura populacional (matriz Q), tendo como
objetivo reduzir associagdes espurias. O modelo ¢ dado por:

y=Xf+Sa+Quv+Zu+E

Em que:

y: vetor de valores fenotipicos;

B: vetor de efeitos fixos que nao sejam SNP ou efeitos de grupo populacional,

a: vetor de efeito fixo de SNP;
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v: vetor de efeito fixo associado a estrutura populacional;
u: vetor de efeito aleatério dos efeitos genéticos aditivos com matriz de covariancia

Ko?, sendo K a matriz de parentesco aditivo gendmica e c°

¢ 0 componente de variancia
genético aditivo;

€: vetor de residuos de efeito aleatério com matriz de covariancia I 6%, sendo I a matriz
identidade e 6. 0 componente de variancia residual;

X, S e Z: matrizes de incidéncia contendo 1 e 0 dos vetores 3, a e u, respectivamente.

Em decorréncia da populagdo UFV-MPS5 ser origindrio de um hibrido simples, e
frequéncia predominante de MAF de 0.5 (Andrade et al., 2019), foi aplicado a ela, somado a
matriz K, a estrutura populacional (matriz Q) ao modelo, de acordo com os dados de Gotardi et
al., (2024). A matriz Q foi gerada por meio do software Structure (Pritchard; Stephens;
Donnelly, 2000), tomando 1000 SNPs ao acaso (100 por cromossomo). Os parametros adotados
foram os seguintes: nimero de repeti¢des de cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC) apos
burn-in: 9000, modelo de ancestralidade = modelo de ndo mistura, modelos de frequéncia
alélica = frequéncia alélica ndo correlacionada, nimero de populagdes (K) =1 a 4, e nimero de
interacdes consecutivas e independentes = 5. A definicao de K subgrupos foi realizada tendo
como referéncia a metodologia proposta por EVANNO, et al. (2005), levando em consideragao
o valor de delta K (AK).

As andlises de associacdo genOmica foram conduzidas empregando os pacotes
GWASpoly (Rosyara et al., 2016), e rrBlup do software R (Endelman, 2011). Para o controle do
erro tipo I entre as associagdes marcados-caracteristica foi utilizado a taxa de falsa descoberta
de Benjamini & Hochberg (FDR), levando em conta 5% de nivel de significancia (Benjamini;
Hochberg, 1995). Para estabelecer o q-valor de cada SNP e de sua significancia, foi a admitido
como threshold FDR<0.05. As estimativas de g-valor foram obtidas utilizando o pacote g-value
do software R (Dabney, A; Storey, J, [S.d.])

Andrade (2019), constatou, por meio de estudos de desequilibrio de ligacdo (LD) e
blocos de haplétipos, que em um intervalo de 80 a 120 kb ¢ esperado que se tenha maior
quantidade de SNPs com LD com valores de r? superiores de 0.75, dessa forma, foi estabelecido
que o intervalo para prospeccdo de genes candidatos a esquerda e direita dos SNPs
significativos foram de 120 kb. A anotacdo funcional dos genes candidatos foi conduzida

empregando os bancos de dados MaizeGDB (https://www.maizegdb.org/), NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e UniProt (https://www.uniprot.org/), com o uso do genoma

B73 versao 5 como referéncia. A andlise GO dos genes candidatos foi realizada por meio de

ferramentas do site Gene Ontology (http://geneontology.org/). A taxa de expressdo dos genes


https://www.maizegdb.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.uniprot.org/
http://geneontology.org/
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candidatos foi conduzida por meio da plataforma gT7eller (https:/qteller.maizegdb.org),

analisando os niveis de abundancia dos transcritos estimados em FPKM.


https://qteller.maizegdb.org/
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4. RESULTADOS

A quantificacao via GC-MS permitiu identificar 4 acidos graxos (acido oleico, acido
linoleico, acido palmitico e acido estearico) nas duas populagdes, além de y-tocoferol e B -
sitosterol encontrados somente na populagdo UFV-MP5 (Tabela 1). Somado a isso, outras trés
moléculas foram identificadas na populagdo temperada, e mais uma molécula foi identificada
na populagdo tropical, no entanto essas quatro moléculas nao ocorrem de forma natural no
milho-pipoca e sdo possiveis contaminantes ou moléculas sintetizadas no momento da
derivatizacdo dos acidos graxos (Tabela 2). Por meio do teste F a 5% de significancia, foi
possivel observar que as duas populagdes sao divergentes estatisticamente para todos os acidos
graxos. A populagdo Beija-Flor possui teores estatisticamente superiores de acido linoleico,
acido palmitico e acido estearico, ja para acido oleico, a populagdo que apresenta os teores mais
elevados ¢ a populacao UFV-MP5. A capacidade de expansdo também diferiu estatisticamente
entre as duas populagdes pelo teste F a 5% de significancia, sendo que a populagdo UFV-MP5
¢ a que apresenta os valores mais elevados (Tabela 1).

O é4cido palmitico (AP) foi o acido graxo que apresentou os maiores teores médios,
sendo 33,51% e 19,57% na populagdo Beija-Flor e UFV-MPS5, respectivamente. Na populagdo
Beija-Flor, os teores encontrados de AP variaram de 0,55% a 80,45% (A=79,9%), ja para a
populacao UFV-MP5, foram identificados acessos com teores nulos (0%) e o maior teor foi de
73,46 (A=73,46%) (Tabela 1). Na populacdo temperada, 8 acessos ndo apresentaram teor de AP
em sua composic¢ado, sendo eles 427, 431, 433, 446, 467, 511, 540, 550, além de que 16,39%
dos acessos tem teores menores do que 1%, com apenas 2 acessos com teores superiores a 50%,
representando 1,09%. Cabe destacar que o acesso 94 € o que apresentou o teor mais alto de AP
na populacao tropical e 8,73% dos acessos dessa populagdo apresentaram teores acima de 50%,
além do mais, apenas 1 acesso apresenta teor inferior a 1% em sua composi¢do, representando
0,97% do total de acessos. A Figura 1 mostra ainda que a populagdo Beija-Flor possui maior
dispersao dos teores de AP entre os acessos, ao contrario da populagdo UFV-MPS5 que, apesar
de também apresentar dispersdo, mostra que grande parte dos teores foi encontrado dentro dos

50% mais comuns e com boa parte dos acessos apresentando teores baixos.
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Figura 1: Dispersao dos teores dos acessos nas populagdes Beija-Flor e UFV-MPS5 para acido
palmitico, obtido pelo software R.

O 4cido estearico (AE) ¢ o segundo mais abundante considerando as duas populagdes,
no entanto sao encontrados os maiores teores dentro da populagao Beija-Flor que possui média
de 23,05% de sua composi¢ao desse acido graxo, com variagao de 1,57% a 84,61% (A=83,04),
ao contrario da populagdo UFV-MPS5, que possui média de 8,11% de sua composicdo de AE,
variando de 0% a 29,24% (A=29,24%) (Tabela 1). A populacdo temperada ndo apresenta
nenhum acesso com composi¢do de AE superior a 50% e 7,10% dos acessos possuem teores
inferiores a 1% de composi¢do. No caso da populagdo tropical, 11 acessos que representam
10,67% da populacdo, possuem teores superiores a 50%, sendo que desses, 6 possuem teores
superiores a 75%, e ndo h4d nenhum acesso que possua menos do que 1% de AE em sua
composi¢ao. Na figura 2, € possivel notar que os teores de AE na populacao UFV-MPS5 sao
bastante semelhantes e se concentram proximos dos 50% mais comuns, indicando menor
variabilidade na populacdo, ao contrario da populagdo Beija-Flor, que apresenta alguns acessos

com teores elevados.
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Figura 2: Dispersao dos teores dos acessos nas populagdes Beija-Flor e UFV-MPS5 para 4cido
estearico, obtido pelo software R.
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O terceiro acido graxo mais abundante considerando os teores médios das duas
populacdes foi o 4cido oleico (AO), no entanto, na populagdo UFV-MP5 o teor médio foi de
20,18%, variando de 0,24% a 54,92% (A=54,68%), ¢ na populacao Beija-Flor o teor médio foi
de 7,79%, com variagcdo de 0% a 19,18% (A=19,18%) (Tabela 1). A populacdo temperada
apresentou 3 acessos com teores superiores a 50% de AO, sendo eles 410, 411 e 524, ¢ 6,55%
dos acessos com teores inferiores a 1%, representando 12 acessos. Para a populagao tropical, 3
acessos possuem teores inferiores a 1%, representando 2,91% da populacdo e nenhum acesso
com teor de AO superior a 20%. A populagdo Beija-Flor apresenta uma dispersdo dos teores de
AO menor do que a populagdo UFV-MPS5, que apesar de possuir teores mais elevados, também

apresenta maior dispersao e maior variabilidade entre os acessos dentro dessa populacao (Figura
3).
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Figura 3: Dispersao dos teores dos acessos nas populagdes Beija-Flor e UFV-MPS5 para dcido
oleico, obtido pelo software R.

O 4cido graxo menos abundante nas populagdes ¢ o 4cido linoleico (AL), em que a
populacao Beija-Flor possui média de 8,69% em sua composi¢do, com variagao de 0% a 24,7%
(A=24,7%) e a populacdo UFV-MPS5 apresenta média de 5,76% de AL em sua composicao,
com variagdo de 0% a 21,23% (A=21,23%) (Tabela 1). A populagdo tropical teve 29,12% dos
seus acessos com teores inferior a 1%, sendo que 6 acessos possuem valores nulos, além de que
apenas 4 acessos possuem teores superiores a 20%. No caso da populagdo temperada, nenhum
acesso possui teor superior a 50% e 41 acessos, que representam 22,40% da populacao,
apresentam teores inferiores a 1%, com 3 acessos sem AL em sua composi¢do. A populacao
Beija-Flor apresenta grande variabilidade entre seus acesso, com a faixa de 50% mais comuns

abrangendo teores proximo a 0% até 15%, ao contrario da populagdo UFV-MPS5, na qual os
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teores se apresentaram mais proximos a média, embora ainda pode ser possivel notar

variabilidade entre os dados (Figura 4).
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Figura 4: Dispersao dos teores dos acessos nas populagdes Beija-Flor e UFV-MPS5 para acido
linoleico, obtido pelo software R.

Ainda podem ser retratadas as duas moléculas que estao presentes somente na populagao
UFV-MPS5, vy-tocoferol e B-sitosterol. O teor médio de y-tocoferol foi de 8,88%, com uma
variacdo de 0% a 24,28% (A=24,28%) (Tabela 1). no entanto, 6 acessos ndo apresentaram essa
molécula em sua composi¢do, e 0 acesso com maior teor foi o 438 com 24,28%. Ja para B-
sitosterol, os teores variaram de 0% a 31,97% (A=31,97%), com média de 9,02 % (Tabela 1),
sendo que, o acesso com maior composi¢do foi o 431 com 31,97% e 49 acessos ndo

apresentaram [-sitosterol em sua composi¢do, o que representa 10,14% das amostras.
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Tabela 1: Medidas de dispersao estimadas na populagao UFV-MP5 e Beija-Flor para 4cido
oleico (%), acido linoleico (%), acido palmitico (%), acido esteérico (%), y-tocoferol (%), -
sitosterol (%) e CE (cm?/g)

Molécula Populacao
UFV-MP5 Beija-Flor
Média Variancia Mé¢dia Variancia
Acido Oleico 20,18" 140,92 7,79 18,86
Acido Linoleico 5,76 18,18 8,69" 49,91
Acido Palmitico 19,57 153,87 33,51° 254,13
Acido Esteérico 8,11 26,23 23,057 326,05
y-tocoferol 8,88 15,89 - -
[B-sitosterol 9,02 51,53 - -
CE 42,43" 52,05 31,497 57,71

* _ significativo a 5% pelo teste F; ! — média com base em 716 individuos; > — média com base
em 100 individuos.

Tabela 2: Moléculas encontradas na populagdo UFV-MP5 e Beija-Flor, porém sem sentido

bioldgico, origindrias do processo de derivatizacdo dos 4cidos graxos ou contaminantes
plasticos.

Molécula Populacdo

UFV-MP5 Beija-Flor

a-D-Glucopyranoside,
methyl 2,3,4-tris-O-
(trimethylsilyl)-6-

octadecanoate
2,6-Bis(tert- X -
butyl)phenol
1,5-Heptadiene, 2,6- X -
dimethyl
1,1,1,3,5,5,5- X R

Heptamethyltrisiloxane
A marcagdo em x ¢ referente a qual populacao cada molécula esta associada.

Com relagdo aos estudos de associagao gendmica para a populagdo UFV-MP, nao foi
possivel identificar nenhuma associagao significativa para todas as moléculas estudadas (acido
palmitico, acido estearico, acido oleio, acido linoleico, y-tocoferol e B-sitosterol) (Anexo B).
Por outro lado, na populagdo Beija-Flor, foram identificadas associa¢des para trés das quatro
moléculas encontradas. A Unica molécula a qual ndo foi observada nenhuma associacao

significativa foi o acido palmitico (Anexo A). Para acido estearico foi observada uma marca
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significativa no cromossomo 2 (Figura 5). Para acido linoleico foram constatadas duas marcas
significativas, sendo uma delas no cromossomo 1 ¢ a outra no cromossomo 6 (Figura 6).
Também foram verificadas vinte e duas marcas significativas para a molécula de acido oleico,
distribuidas em praticamente todos os cromossomos, com exce¢do do cromossomo 10, sendo
elas quatro marcas tanto no cromossomo 1 como no cromossomo 5, trés marcas nos
cromossomos 3 e 6, nos cromossomos 2, 7 ¢ 9, foram vistas duas marcas em cada e¢ nos
cromossomos 4 e 8 apenas uma marca (Figura 7). Vale destacar que uma marca identificada
como significativa para acido linoleico também foi encontrada para acido oleico, no

cromossomo 6.
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Figura 5: Manhattan Plot da andlise GWAS para teor percentual de acido estearico na
populagdo Beija-Flor.
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Figura 6: Manhattan Plot da andlise GWAS para teor percentual de 4cido linoleico na
populagdo Beija-Flor.
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Figura 5: Manhattan Plot da analise GWAS para teor percentual de acido oleico na populagado
Beija-Flor.

A prospeccao resultou na identificagdo de nove genes candidatos, levando em
consideracao as associacdes significativas encontradas nas moléculas. Foi identificado um gene
candidato para acido estearico, um gene candidato para 4cido linoleico e sete genes candidatos

relacionados a acido oleico (Tabela 3).
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Tabela 3: Genes candidatos associados aos 4cidos graxos para a populagdo Beija-Flor.

Populacdo Mol. Cr. Posicdo  Gene Candidato Anotacao Génica
SNP
Beija-Flor AE 2 12915 Zm00001eb097230 UDP-glicosiltransferase

AL 6 37449 Zm00001eb292580 Proteina da familia do fator
citosolico SEC14
AO 1 1945 Zm00001eb013340  Dessaturase de acidos graxos 8
(FADS)
1 5559  Zm00001eb043440 Citocromo b5 (isoforma E)
1 7888  Zm00001eb060070 Proteinas da familia NPC2
5 30839 Zm00001eb242380  Acetil-coenzima A sintetase (EC
6.2.1.1)
6 37449 Zm00001eb292580 Proteina da familia do fator
citosolico SEC14
9 50685 Zm00001eb397960 Fosfopiruvato hidratase (EC
4.2.1.11)
9 50685 Zm00001eb398000  Glicosiltransferase (Dominio da

familia 1)

Mol. — molécula; Cr — cromossomo; AE — acido estearico; AL — acido linoleico; AO — 4cido
oleico.

Os niveis de expressdo para cada gene candidato foram expressos em FPKM, uma
métrica que padroniza a taxa de expressdo de cada gene, normalizando as contagens brutas por
meio de duas outras variaveis, a profundidade do sequenciamento (nimero de leituras ou
fragmentos) e o comprimento da caracteristica (tamanho do transcrito ou gene avaliado). Os
niveis de expressao para que os genes sejam considerados ativos sao os que apresentam valor
de expressao em FPKM superior a 3 (Hart et al., 2013; Zhao et al., 2021).

A tabela 4 apresenta os niveis de expressdo dos genes candidatos encontrados no
embrido do grao, expressos em FPKM. O gene Zm00001eb292580, presente em AL e AO,
apresenta a maior diferenca em sua expressio com o desenvolvimento do embrido,
demonstrando quase 6 vezes a mais de expressdao do gene durante o inicio do desenvolvimento
do embrido e o final. Os genes Zm00001eb097230 (AE), Zm00001eb013340 (AO),
Zm00001eb060070  (AO), ZmO00001eb242380 (AO), Zm00001eb397960 (AO),

Zm00001eb398000 (AO) possuem o nivel de expressdo estavel, exibindo pouca variagao
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durante o desenvolvimento do embrido. O gene Zm00001eb043440 (AO) é o que exprime o

maior nivel de expressao durante todo o desenvolvimento do embrido.

Tabela 4: Niveis de expressdao (FPKM) para cada gene candidato encontrado.

Gene Expressao (FPKM)

Molécula Candidato 16 DAP 18 DAP 20DAP 22DAP 24 DAP
AE Zm00001eb097230 431 5.81 6.38 6.42 6.70
AL Zm00001eb292580 4.20 15.08 20.29 22.94 23.85
AO Zm00001eb013340 3.96 3.02 2.19 1.79 1.88

Zm00001eb043440  58.87 56.69 60.07 59.10 62.95
Zm00001eb060070 5.16 4.02 3.71 3.58 3.86
Zm00001eb242380  13.81 14.57 14.09 12.61 12.05
Zm00001eb292580 4.20 15.08 20.29 22.94 23.85
Zm00001eb397960 4.56 6.22 5.64 5.28 5.00
Zm00001eb398000 2.03 1.86 1.94 2.12 1.63

AE — acido estearico; AL — acido linoleico; AO — acido oleico; DAP — dias ap6s a polinizagao.
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5.  DISCUSSAO

Os teores de acidos graxos identificados nas duas populagdes sdo bastante divergentes
com relacao a dados encontrados em literatura, porém nao devem ser realizadas comparagdes
diretas entre os teores encontrados nesse trabalho e os de literatura, ja& que os teores aqui
descritos sdo teores relativos de cada amostra. Em estudos com variedades de polinizagdo aberta
na Argentina, foram identificados conteudos lipidicos de 56,9 a 63,4% de acido linoleico,
seguido de 23,3 a 29,7% de acido oleico, 9,1 a 12,1% de acido palmitico e 1,2 a 1,9% de acido
estearico (Borras et al., 2006). Os resultados encontrados por Borras et al., (2006), sdo
semelhantes aos observados em outros estudos com hibridos americanos (Cutrufeili, R;
Pelirsson, P. R, 1991; Park et al., 2000). Além do mais, o manejo cultural também pode
interferir na composigao lipidica do milho-pipoca (Kaplan et al., 2023). Essa diferenca pode ser
explicada pelo fato de que as amostras utilizadas nesse estudo para a extragdao e quantificagao
do perfil lipidico foram extraidas diretamente do gérmen do milho-pipoca, diferentemente de
outros estudos realizado que utilizaram graos inteiros ou o dleo para realizar essa quantificagao.
O método utilizado na quantificagdo (GC-MS) também traz grande precisdo para os teores
identificados e quantificados. No entanto, mais estudos devem ser realizados para confirmar
esses apontamentos.

A principal caracteristica analisada em programas de melhoramento de milho-pipoca, é
a capacidade de expansao (CE), pois esta relacionada com a qualidade da pipoca e € de interesse
do consumidor final, e por conta disso, h4 o objetivo de desenvolver hibridos com CE elevada
(CE >40 cm?/g) (Castro et al., 2022; Hartmann Caranhato et al., 2022; Mafra et al., 2019; Saito
et al., 2021). E de conhecimento que as populagdes temperadas possuem maior CE em
comparag¢do a populacdes tropicais, e caracteristicas importantes para CE foram indiretamente
selecionadas em programas de melhoramento para milho-pipoca temperado, como o contetdo
de zeinas no endosperma do grao e podem estar relacionadas com a maior CE das populagdes
temperadas (Gotardi et al., 2024). Com relacdo ao teor de acidos graxos, estudos demonstram
que a composi¢ao lipidica dos graos pode interferir na capacidade de expansdo, no entanto a
composi¢ao de acido oleico possui correlagdo negativa com CE, porém a composi¢do de acido
linoleico apresenta correlacdo positiva (Borras et al., 2006; Sweley; Rose; Jackson, 2012).
Contudo, os resultados obtidos por Borras et al., (2006), ndo estabelecem uma relagdo de causa
e efeito para tais correlagdes, diferentemente do que se observa para outros componentes do
grao, como o perfil de zeinas e a estrutura da parede celular do pericarpo, que possuem

mecanismos de influéncia sobre a CE mais bem consolidados (Damasceno Junior et al., 2022).
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As moléculas encontradas somente na populagdo UFV-MPS5, y-tocoferol e B-sitosterol,
também apresentaram teores elevados comparado a dados da literatura. O y-tocoferol ¢ uma
molécula antioxidante natural de suma importancia, que previne a peroxidacao dos acidos
graxos, mantendo a integridade de membranas, e evitando danos oxidativos durante o
armazenamento (Li et al., 2019b, 2022; Wu et al., 2022). O B-sitosterol € um esterol com grande
relevancia no milho, ja que auxilia na manuten¢do da fluidez da membrana celular, contribui
também em respostas ambientais como absor¢ao de nutrientes e defesa quanto a patdgenos
(Cabianca et al., 2021; Elshahawy; Abd EI-Wahed, 2022; Pavlik et al., 2010).

Como os estudos de associacdo gendmica ndo identificaram nenhuma marca
significativa para a populagio UFM-MPS5, isso pode indicar que ha menor variabilidade
genética intrapopulacional, ja que seus individuos tém origem biparental, advinda de
cruzamentos ao acaso de um hibrido comercial americano de milho-pipoca (AP4502). E
importante destacar que, apesar de ndo haver nenhum SNP significativo, isso ndo significa que
a caracteristica ndo possui controle genético, apenas que a varidncia genética aditiva da
populagdo ndo foi suficiente para ultrapassar o limiar de significancia determinado (Uffelmann
et al., 2021). A falta de SNPs significativos pode indicar que a populagcdo possui efeitos de
genes individuais pequenos, incapazes de superar o poder estatistico dado o tamanho amostral
ou MAF (Adam et al., 2021; Barsh et al., 2012; Chen et al., 2021)

O gene candidato Zm00001eb097230 no cromossomo 2, foi associado ao acido
estearico. Apesar da enzima ndo atuar diretamente na biossintese de acidos graxos, ela pode
estar relacionada a precursores compartilhados e interagdo regulatoria por meio do fluxo de
carbono entre as vias acil-lipidios e flavondides. Além disso, a glicosilagdo de esterdis pode
alterar a membrana plasmatica, interferindo na fluidez da membrana, o que esta relacionado
com o transporte e interagdes entre as proteinas presente na membrana e os lipidios (Li et al.,
2019a, 2018; Petrich et al., 2025; Ullmann et al., 1993).

As proteinas SECI14, codificadas pelo gene candidato Zm00001eb292580, no
cromossomo 6 e que foi associado a acido linoleico e 4cido oleico, sdo responsaveis por realizar
o transporte de lipidios entre membranas, interferindo diretamente em sua composi¢do e
sinalizagdo nas células (Mousley et al., 2007; Mousley; Davison; Bankaitis, 2012). Esse
processo ocorre principalmente do reticulo endoplasmatico para o cloroplasto, sendo que as
proteinas da familia SEC14 sdo especializadas em transportar dcidos graxos insaturados C18,
como o acido oleico e 4cido linoleico (Yao et al., 2023). O controle do transporte entre as

membranas pode interferir no perfil lipidico, fluidez da membrana, respostas a situacoes de
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estresse, ou ainda regulacdo de genes durante o desenvolvimento do pélen (Huercano et al.,
2025; Montag; Ivanov; Bauer, 2023; Xu et al., 2024; Zhang et al., 2025).

As enzimas dessaturase de acidos graxos (FAD), sio uma importante familia de enzimas
responsaveis por transformar acidos graxos saturados em acidos graxos insaturados, uma vez
que removem hidrogénios das ligagdes entre os atomos de carbono e as convertem em uma
ligacdo dupla entre os carbonos (Gishini; Kachroo; Hildebrand, 2025; Xiao et al., 2022; Zhao
et al., 2019). O gene candidato Zm00001eb043340, que foi associado ao acido oleico, codifica
a enzima dessaturase de acido graxos 8 (FADS), que age na conversdo de acidos mono
insaturados (18:1) para acidos poli insaturados (18:2 e 18:3), alterando a composi¢do das
membranas celulares, contribuindo para a estabilidade e fun¢do das membranas, principalmente
em situagoes de estresse (Hernandez et al., 2024; Xiao et al., 2022; Zhao et al., 2019)

O gene candidato Zm00001eb043440, associado ao acido oleico e localizado no
cromossomo 1, o qual codifica o citocromo b5 (Cb5), possui alta relagdo com acidos graxos, ja
que age na dessaturagdo, alongamento e modificacdo de acidos graxos (Kumar et al., 2012,
2012b; Liu, 2022; Smith et al., 1995). O Cb5 ¢ uma proteina de membrana, localizada no
reticulo endoplasmatico, em que realiza a transferéncia de NADH, por meio da citocromo b5
redutase, para enzimas envolvidas na dessaturac¢do de acido graxos, especialmente as enzimas
FAD2 e FAD3, essas responsaveis pela conversdo de 18:1 (acido oleico) para 18:2 (acido
linoleico) e 18:3 (4cido linolénico) (Kumar et al., 2012). Além disso, outras enzimas também
se relacionam com Cb5, recebendo os elétrons de NADH e realizando a hidroxilacao, elongacao
e formacao de triplas ligagcdes entre os atomos de carbono (Liu, 2022).

Com relagdo ao gene candidato Zm00001eb060070, presente no cromossomo 1,
associado ao acido oleico, ¢ responsavel por codificar as proteinas da familia NPC2, que sdo
enzimas fosfolipases C, responsaveis por converter fosfolipidios presentes em membranas em
diacilglicol (DAQ) e triacilglicol (TAG), influenciando diretamente no perfil lipidico de reserva
(Bose et al., 2021; Ngo et al., 2018). Além do mais, a NPC2 alteram as membranas,
influenciando no metabolismo lipidico, pois altera a composicdo de 4acidos graxos em
galactolipidios (Pokotylo et al., 2013).

Outro gene associado ao acido oleico ¢ o Zm00001eb242380, localizado no
cromossomo 5, € responsavel pela informagdo que codifica a Acetil-Coenzima A sintetase, e
sua producdo ocorre nos plastidio, através do complexo piruvato desidrogenase. Essa enzima,
que ¢ um componente celular presente no citosol e no estroma do cloroplasto, sintetiza Acetil-
Coenzima A (Acetil-CoA), utilizando acetato como substrato, empregando seus carbonos para

sustentar a lipogénese e elongamento dos acidos graxos (Ke et al., 2000; Oliver; Nikolau;
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Wurtele, 2009; Zhang et al., 2024). E importante ressaltar que a Acetil-CoA ¢ a molécula base
para a sintetizacao dos acidos graxos. O processo de sintetizagdo de Acetil-CoA que ocorre nos
plastidios, ndo acompanha o acimulo de lipidios na semente, desta maneira, a Acetil-CoA
sintetase pode ter um papel secundério no acumulo de lipidios em sementes (Ke et al., 2000).
A fosfopiruvato hidratase, codificada pelo gene Zm00001eb397960 do cromossomo 9,
¢ uma enzima enolase da glicolise, responsavel pelo processo de conversdo em que 2-
fosfoglicerato ¢ convertido em fosfoenolpiruvato (PEP) (Eremina et al., 2015). A PEP, ¢
convertida em piruvato, principal fonte de energia (ATP) e o ponto de entrada de carbono na
célula (Hu et al., 2025; Li et al., 2019a). O carbono adquirido pelo processamento do piruvato
¢ utilizado no plastidio das células para a producao de Acetil-CoA e essa ¢ entdo utilizada na
biossintese de acidos graxos (Katral et al., 2024; Li et al., 2019a; Yang et al., 2010). Pode se
dizer que a fosfopiruvato hidratase controla indiretamente o teor de 4cidos graxos, uma vez que
¢ a responsavel pelo inicio da cadeia energética da célula e fornecimento de carbono para a

sintetizagdo dos precursores lipidicos.
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6.  CONCLUSAO

Os resultados evidenciam que existe divergéncia quanto a composi¢ao de acidos graxos
e de CE entre as duas populacdes. A populacdo temperada se destaca pela maior CE e por
possuir o teor de 4cido oleico mais elevado, porém a populagdo tropical apresenta os teores de
acido linoleico, acido palmitico e 4cido estearico mais elevados. A populacdo temperada ainda
se destaca por possuir duas moléculas antioxidantes em sua composicao (y-tocoferol e -
sitosterol), que podem ser importantes para o desenvolvimento de novos hibridos. A populagao
tropical pode ser uma promissora fonte de germoplasma no desenvolvimento de novos
genotipos com teores de acido graxos contrastantes, apesar de apresentar menor CE.

Os estudos de associagdo gendmica permitiram identificar genes candidatos
relacionados a trés dos quatro acidos graxos presentes na populagao Beija-Flor, sendo que ndo
foi encontrada nenhuma associacdo com acido palmitico. Um gene relacionado ao acido
estearico, um gene para acido linoleico e sete para acido oleico, sendo que um dos genes
associado ao acido oleico, ¢ o mesmo associado ao acido linoleico. Apesar de ndo serem
reveladas nenhuma associagdo para as moléculas encontradas na populagdo UFV-MPS5, a
populagdo apresenta teores de acidos graxos que podem ser utilizados em trabalhos futuros. A
ndo associacdo de genes candidatos na UFV-MP5 pode estar relacionado com a origem
biparental da populagao.

Novos estudos devem ser realizados para buscar entender a correlacao entre os teores
de acidos graxos e CE, verificando se existe efeito de causalidade entre essas variaveis, e de
que forma isso pode interferir no desenvolvimento de novos hibridos, que possuam alta CE e
perfil lipidico que atendam as exigéncias nutricionais e industriais do mercado consumidor. A
identificagdo de genes relacionados as caracteristicas traz luz a regulagdo da biossintese de
lipidios, auxiliando na elucidacdo das vias metabolicas relacionadas a cada molécula no

embrido do milho-pipoca.
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ANEXOS

Acido Palmitico - Pop. Belja-Flor
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Anexo A: Manhattan Plot da andlise GWAS para teor percentual de 4cido palmitico na
populacao Beija-Flor.
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Anexo B: Manhattan Plot da analise GWAS para perfil lipidico na populagao UFV-MPS5. A:
Manhattan Plot da analise GWAS para teor percentual de acido palmitico; B: Manhattan Plot
da anélise GWAS para teor percentual de acido estearico; C: Manhattan Plot da analise
GWAS para teor percentual de acido oleico; D: Manhattan Plot da analise GWAS para teor
percentual de 4cido linoleico; E: Manhattan Plot da analise GWAS para teor percentual de y-
tocoferol; F: Manhattan Plot da andlise GWAS para teor percentual de -sitosterol;



