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RESUMO

GOTARDI, Leonardo Fioravante, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2022.
Associacdo gendmica ampla para caracteres relacionados a qualidade do grao de milho-
pipoca. Orientador: Jos¢ Marcelo Soriano Viana.

Os caracteres relacionados a qualidade do grao sao de heranga poligénica e de estrutura génica
complexa. As alfa-zeinas possuem relagdo com a capacidade de expansdo do grdo, enquanto
amido, amilose e amilopectina estdo relacionados com a textura do grao, desempenhando papel
chave na expansao do endosperma translicido. Foram avaliados 286 gen6tipos pertencentes a
duas populagdes UFV-MPS5 e Beija-Flor. O estudo de associacao gendmica foi conduzido com
140.520 SNPs e 109.999 SNPs, envolvendo 10 e sete caracteres relacionados a qualidade do
grao, respectivamente as populacdoes UFV-MPS5 e Beija-Flor. Os resultados demonstraram que
existe divergéncia genética entre as populacdes para contetido de alfa-zeinas (19 e 22 kDa),
mas também para concentracdo de zeinas totais e subunidades de 21 e 27 kDa. Os dados
fenotipicos em conjunto com dados genotipicos foram analisados por associagdo gendmica.
Para a populagdo UFV-MPS5, foram identificadas 209 associagdes significativas, sendo 102
referentes a subunidade de 19 kDa, 80 referentes a subunidade de 22 kDa, 8 referentes ao
conteudo de amido ¢ 19 referentes ao contetido de amilose. Os genes candidatos para esta
populacdo foram relacionados a quatro processos biologicos, um componente celular, quatro
fun¢des moleculares e cinco classes de proteinas. Na populacao Beija Flor foram identificadas
seis associagdes referente a subunidade de 21 kDa. Ao teor de amido ¢ amilose foram
identificados quatro genes candidatos, distribuidos em quatro cromossomos (1, 2, 6 e 10). Além
destes, foram identificados oito genes candidatos relacionadas as subunidades de zeinas, destes
trés genes relacionados a biossintese de alfa-zeinas além de fatores de transcricao e chaperonas,
demonstrando que o acumulo e biossintese de zeinas ¢ regido por multiplos elementos,
envolvendo familias génicas e fatores transcricionais. Além disso, a utilizagdo da eletroforese
micro fluidica, demonstrou-se como ferramenta promissora na caracteriza¢ao de gendtipos em

larga escala e na identificagdao de genoétipos de alta CE.

Palavras-chave: Milho Pipoca. Alfa-Zeinas. Amido. Amilose. GWAs



ABSTRACT

GOTARDI, Leonardo Fioravante, M.Sc, Universidade Federal de Vigosa, February, 2022.
Genome-wide association study for popcorn quality related traits. Adviser: José¢ Marcelo
Soriano Viana.

Many quality trait related to grain is a quantitative trait and has complex structure genetics.
Alfa-zeins can be associated with a volume of expansion in popcorn, however, starch, amylose,
and amylopectin are related to grain texture, play a role in translucent’s endosperm. In this
study, we evaluated 286 genotypes of two populations UFV-MPS5 (bi-parental population) and
Beija-Flor (tropical population). The genome-wide studies had performed with 140.530 SNPs
and 109.999 SNPs, for ten and seven quality traits related to UFV-MPS5 and Beija-Flor,
respectively. The results suggested interpopulation genetic diversity for alfa-zeins content (19
e 22 kDa), but also for concentration of total zein and subunits of 21 and 27 kDa in popcorn.
The Phenotypic data and genotypic data had analyzed together via GWAS. In UFV-MP5, we
found 209 significant associations, of which 102 associated with 19 kDa zein subunits, 80
associated with 22 kDa zein subunits, eight associated with starch content, and 19 associated
with amylose content. The candidate genes were related to four biological processes, one
cellular component, four molecular functions, and five protein classes. In Beija-Flor, we found
six significant associations for 21 kDa subunit zein. Four genes candidate had identified for
starch and amylose contentes, distributed in four chromosomes (1, 2, 6 and 10). In addition,
eight candidate genes for zeins subunits were identified, which three genes related to alfa-zeins
biosynthesis in addition to transcription factors and chaperones. This evidence suggests that
zeins accumulation and biosynthesis could be dependent on many elements such as families of
gene and transcriptional factors. In this scenario, this work suggested genes involved direct in
zein biosynthesis in popcorn, this information can be useful for breeding programs and
biotechnology studies. Moreover, the lab-on-a-chip electrophoresis has shown to be promising
for evaluation on a large scale of genotypes and in the identification of high capacity of

expansion genotypes.

Keywords: Popcorn. Alfa-zeins. Starch. Amylose. GWAs
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1. INTRODUCAO

A capacidade de expansdo (CE) e aspectos relacionados a palatabilidade, como textura
e sabor, representam os principais caracteres relacionados a qualidade do grao em milho-pipoca
(SWELEY; ROSE; JACKSON, 2013).0 grao ¢ composto por amido (72%) , proteinas (10%)
e lipidios (4%), além de vitaminas e sais minerais (NUSS; TANUMIHARDIJO, 2010). O amido
¢ considerado o principal polimero envolvido no processo de expansdo do grio (SWELEY;
ROSE; JACKSON, 2013), sendo composto pelos homopolissacarideos amilose e amilopectina
(NELSON; PAN,1995). A amilose representa de 21 a 30% do teor de amido em sementes de
milho, sendo caracterizada como uma cadeia linear de glicose com predominancia de ligacdes
do tipo a- 1,4, com ramificagcdes ocasionais devido liga¢des do tipo a-1,6. Ja a amilopectina ¢
considerada um polimero mais complexo de glicose, devido a predominancia de ramificagdes
na cadeia envolvendo ligacdes do tipo a- 1,6 entre os residuos de glicose e representa cerca de
70 a 79% do conteido de amido do grao (NELSON; PAN, 1995; WILSON et al., 2014).
Estudos demonstraram que ndo existe correlagdo significativa entre capacidade de expansao e
teores de amilose, amilopectina (BORRAS et al., 2006) e amido (SAITO et al., 2021);
entretanto esses compostos estdo relacionados com a textura do grdo e desempenham
importante fun¢do durante a expansao do endosperma translucido.

As proteinas de reserva em milho sdo classificadas em familias por similaridade de
sequéncia primaria em albuminas, globulinas, glutaminas e prolaminas. As prolaminas
representam a maior fracdo de proteinas no endosperma (50 a 70%) (KRIZ, 2009; LARKINS;
VASIL, 1997; LI; SONG, 2020) e sdo caracterizadas por apresentarem maior propor¢ao dos
aminoacidos prolina e glutamina (SHEWRY, P. R.; CASEY, R., 1999). As prolaminas de milho
foram caracterizadas e nomeadas por John Gorham em 1821 como zeinas (SHUKLA;
CHERYAN, 2001). As zeinas podem ser classificadas em quatro classes (a-, -, y- € 6- zeinas)
em fungdo da solubilidade, capacidade em formar pontes dissulfetos ¢ massa molecular
(HOLDING, 2014). As Alfa-Zeinas (22 e 19 kDa) sdo codificadas por quatro subfamilia de
genes Z1A, Z1B, Z1C e Z1D e representam cerca de 70% do total de zeinas do endosperma
(SONG et al., 2001; SONG & MESSING, 2002). As B-zeinas (15 kDa), 3-zeinas (10 e 18 kDa)
e y-zeinas (16, 27 e 50 kDa) sdo usualmente codificadas por uma unica copia de gene (LI;
SONG, 2020). As y-zeinas representam a segunda maior fracdo de zeinas no endosperma e

apresentam maior propor¢ao do aminoacido cisteina (KRIZ, 2009). Em milho-pipoca, as alfa-



zeinas estdo relacionadas com a dureza do endosperma e com CE, como demonstrado por
BORRAS et al. (2006) ao observar correlagao de 0.963 entre teor de alfa-zeinas e CE.

Em relagdo aos métodos de quantificagdo de amilose e amilopectina, tem-se que o
método de determinacdo iodométrico representa a principal metodologia em uso (BATES;
FRENCH; RUNDLE, 1943; MORRISON; LAIGNELET, 1983). Alteracdes desta metodologia
vém sendo implementadas, visando aumentar a precisdo das estimativas. A exemplo, ZHU et
al. (2008) propds a utilizacdo de dois comprimentos de onda — 620 e 510 nm para estimativa do
teor de amilose, enquanto SENE ET AL. (1997) incorpora seis comprimentos de ondas
distintos. O método enzimatico (GIBSON; SOLAH; MCCLEARY, 1997), cromatografia
liquida de alta performance por exclusao molecular (HPSEC) (KOBAYASHI; SCHWARTZ;
LINEBACK, 1985; GRANT ET AL., 2002), calorimetria de varredura diferencial (DSC)
(SIEVERT; HOLM, 1993) e espectroscopia de infravermelho proximo (NIR) (SAMPAIO et
al., 2018) representam outras metodologias utilizadas a quantificagdo de amilose, amilopectina
e amido. Para quantificacdo de zeinas, tem-se a utilizagdo de SDS-PAGE na caracterizagdo do
perfil de distribui¢do das subunidades de zeinas, (PARSONS et al., 2020; HAMAKER ET AL.,
1995), uso de anticorpos (ELISA) (WALLACE et al., 1990), cromatografia liquida de fase
reversa (RE-HPLC) (FLINT-GARCIA; BODNAR; SCOTT, 2009; SHAWA; BILJON;
LABUSCHAGNE, 2021), eletroforese capilar (PARRIS; DICKEY; CRAIG, 1997) e
espectrometria de massas (POSTU et al., 2019).

Os estudos de associagdo gendmica ampla (GWAs) buscam estabelecer associacdes
entre diferengas fenotipicas observadas e variacdes genotipicas, por meio de modelos
estatisticos (XIAO et al., 2017). Trata-se de uma ferramenta importante na compreensao da
arquitetura genética de caracteres quantitativos como os relacionados com a qualidade do grio.
A exemplo, ZHENG et al., (2021) utilizou GWAs para identificagdo de genes relacionados com
qualidade do grao em milho, considerando teores de umidade do grao, amido, 6leo, proteina e
lisina. Para teor de amilose no grao, LI et al. (2018) identificou 27 loci associados com 39 genes
candidatos via GWAs, o que contribuiu para melhor compreensdo da via de biossintese de
amilose. PANG et al. (2019) em estudo de eQTL (loci de expressao de tragcos quantitativos)
para genes relacionados ao tamanho do grdo, identificou 10 associagdes relacionadas ao
contetido de zeinas.

Em relagao a milho-pipoca pouco se conhece a respeito do contetido e distribuicao das
subunidades de zeinas bem como, sua relagdo com qualidade do grao seja em populacdes de

origem temperada ou tropical. A inexisténcia de trabalhos envolvendo a caracterizagdo de



zeinas e subunidades em escala compativel com os programas de melhoramento de milho-
pipoca (dezenas a centenas de individuos) estd associado em grande parte a dificuldade de
desenvolver e incorporar metodologias de quantificagdo que sejam compativeis com a avaliagao
em larga escala, mas que também sejam precisas e pouco laboriosas. Desta forma, nos
avaliamos a viabilidade da incorporagdo da eletroforese microfluidica “lab-on-a-chip” como
ferramenta para quantificacdo de zeinas e subunidades de zeinas. Esta técnica tem por vantagens
maior acuricia na comparagdo com SDS-PAGE e alto rendimento nas avalia¢des, compativel
com as exigéncias dos programas de melhoramento (GOETZ et al., 2004).

A identificacdo de genes relacionados a biossintese e acimulo de alfa-zeinas, amido,
amilose e amilopectina permitem melhor compreensdo das vias biossintéticas desses compostos
e identificacdo de relagdes gendmicas entre as vias, o que pode contribuir ao desenvolvimento
de genotipos com maior CE por meio da incorporagado de técnicas de biotecnologia e engenharia
genética. Este trabalho teve por objetivos a caracterizagdo de populagdes de milho-pipoca de
origem tropical e temperada quanto ao conteudo de zeinas totais e subunidades de Zeinas, e a
caracteriza¢ao de populacao tropical para contetido de amilose, amilopectina e amido total. Para
tal proposito, fez-se necessario o desenvolvimento e ajustes de protocolos de extragdo e
quantificagdo destes componentes. Por meio de estudos de associagdo gendomica ampla, buscou-
se validar e identificar genes relacionados a biossintese de zeinas, amilose, amilopectina e

amido.
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2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivos Gerais

Caracterizar populacdes de milho pipoca de origem tropical e temperada quanto
caracteres relacionados a qualidade estrutural e nutricional de sementes. Identificar regides do
genoma de milho pipoca associadas ao contetido de prolaminas, amilose, amilopectina ¢ amido

total.

2.2.  Objetivos especificos

Desenvolver e ajustar protocolo de extragdo de prolaminas para milho pipoca, e
estabelecer procedimento para quantificagdo das subunidades de prolaminas.

Implementar e ajustar para milho pipoca procedimentos para determinacdo e
quantificagdo dos teores de amilose, amilopectina e amido total.

Identificar marcadores SNP (Single Nucleotide Polimorphism) associados aos teores
amilose, amilopectina, amido total, zeinas e subunidades.

Realizar a anotacdo funcional dos SNP’s significativos e identificar fatores
moleculares candidatos relacionados ao controle destas caracteristicas.

Analisar a localiza¢do de marcadores significativos para estes caracteres, ¢ estabelecer

possiveis relagdes gendmicas entre eles.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Material Vegetal

Neste estudo foram fenotipadas e genotipadas 183 plantas pertencentes a populacdo
UFV-MPS e 103 plantas provenientes da populagao Beija-Flor. As duas populagdes divergem
quanto a origem. A populagdo temperada, denominada UFV-MPS5 foi gerada por meio de
cruzamento bi parental (safra 2016/2016), envolvendo o hibrido Americano AP4502
(desenvolvido pela Agricultural Alumni Seed Improvement Association, Romney, EUA). A
populacdo tropical Beija Flor foi desenvolvida pela Universidade Federal de Vigosa (UFV),

apods quatro ciclos de selegao para CE.

3.2. Fenotipagem

3.2.1. Extracio e quantificacio dos teores de amilose, amilopectina e amido total

As estimativas dos teores de amilose, amilopectina e amido total foram obtidas para a
populacdo de origem temperada. As determinagdes foram realizadas utilizando graos inteiros
armazenados previamente em camara fria. Os graos (2 g) foram moidos em moinho de bolas
até obtencdo de farinha homogénea. As determinacdes foram realizadas utilizando o kit
comercial Amylose / Amylopectin da Megazyme (Megazyme Ireland International, Ltd, Bray,

Ireland), conforme protocolo padrio (https:/www.megazyme.com/amylose-amylopectin-

assay-kit). As leituras de absorbancia foram realizadas em espectrofotometro de microplacas
no comprimento de onda de 510 nm. O teor de amido total foi estimado em percentual, de
acordo com formula estabelecida por GIBSON; SOLAH; MCCLEARY (1997), que leva em
consideracdo a absorbancia do padrdo de glicose. As estimativas foram obtidas com base em

duas replicatas bioldgicas e cinco replicatas técnicas.

3.2.2. Extracio e quantificacio de Zeinas totais e subunidades

A maior concentracao de zeinas € observada no endosperma, desta forma os protocolos
de extracdo envolvem a remocao de pericarpo e embrido do grao. Os graos foram pesados
(aproximadamente 7 g) e submersos em agua destilada durante 30 minutos, visando favorecer
a remog¢ao do pericarpo ¢ embrido. Em seguida, foi realizado a remog¢ao do pericarpo com
auxilio de pin¢ca e do embrido com auxilio de bisturi. Os endospermas foram secos em

liofilizador por um periodo de 96 horas (LANDRY; DELHAYE; DAMERVAL, 2004), seguido
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de moagem em moinho de bolas . Em periodo prévio as extracdes, foi realizada a remocao de
lipidios do endosperma. Esta etapa consistiu na adi¢ao de éter de petroleo (1ml) nas amostras
de endosperma (100 mg), seguido de agitacdo em Shaker (15 min; 25°C; 130 rpm),
centrifugacdo (15 min, 25°C, 12000 x g) e remocao do sobrenadante, contendo a fracao lipidica
(LANDRY; DELHAYE; DAMERVAL, 2000). Este procedimento foi realizado duas vezes,
visando garantir a remoc¢do da maior propor¢do de lipidios. Em seguida, a farinha
desengordurada foi seca em liofilizador por cerca de 12 horas.

A extragdo de zeinas foi realizada a partir de duas extragdes sucessivas, a primeira
visando a extracdo de proteinas totais, e a segunda zeinas totais. A extragdo de proteinas totais
foi realizada por meio da adi¢ao de 1 mL do tampao de extragao (0.0125 mM de borato de s6dio
- pH10; 1% SDS (v/v); 2% 2-B-Mercaptoetanol) a farinha desengordurada. Apds a adicdo do
tampao de extragdo, os micros tubos permaneceram sob agitagdo em Shaker (25°C; 130 RPM)
durante 3 h, seguido de centrifugacdo (15 min; 25°C; 13300 x g) e armazenamento do
sobrenadante (PARSONS et al., 2020; WALLACE et al., 1990). O sobrenadante representa a
por¢ao proteica do extrato, portanto foi a fracao utilizada para extracao de zeinas totais. A
extra¢do de zeinas foi realizada com base no procedimento proposto por Wallace et al. (1990)
com ajustes para milho pipoca. A metodologia se baseia na separagdo dos extratos de proteinas
totais em porgdes zeinas e ndo zeinas (WALLACE et al., 1990; HAMAKER ET AL.,1995).

As zeinas também sdo caracterizadas por serem soliveis em solugdo alcoolica. Os
extratores mais comuns sdo etanol e isopropanol. A extracdo de zeinas totais foi realizada a
partir da adi¢do de etanol absoluto ao sobrenadante proveniente da extragdao de proteinas totais
obtendo um extrato com 70% de solugao alcoodlica (v/v) (WALLACE et al., 1990). Os micros
tubos foram incubados overnight sob agitacdo em Shaker (16 h; 4°C; 30 RPM), seguido por
centrifugacdo (15 min; 4°C; 13300 x g) e armazenamento do sobrenadante. Em funcdo da
solubilidade em solugdo alcdolica, o sobrenadante representa a porcdo de zeinas e o pellet
compreende as proteinas do tipo ndo zeinas (PARSONS et al., 2020; WALLACE et al., 1990).
Os extratos de zeinas foram caracterizados por meio de eletroforese microfluidica “lab-on-a-
chip”. A quantificacao de zeinas totais e subunidades foi realizada utilizando o sistema Agilent
2100 Bioanalyzer e o Kit Agilent Protein 80 (recomendado para proteinas entre 5 a 80 kDa),
conforme protocolo da Agilent Technologies. As estimativas em percentuais das subunidades
de zeinas bem como, a concentracdo total de zeinas foi obtida utilizando o Software Agilent
2100 expert. As diferencas populacionais para os dados fenotipicos foram avaliadas segundo

teste F a 5% de significancia (FISHER, 1936).
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Uma amostra dos acessos foi caracterizada via gel de poliacrilamida-dodecil sulfato
de s6dio (SDS-PAGE) em conjunto com um padrdo comercial de Zeinas (Sigma-Aldrich) e
marcador de massa molecular, visando comprovar os perfis de distribui¢ao das subunidades de
zeinas (PARSONS et al., 2020). A eletroforese foi realizada conforme metodologia proposta
por (LAEMMLI, 1970), com gel de empilhamento e separacdo, 4 e 12.5% de poliacrilamida,
respectivamente. Apos corrida eletroforética (2 h, 100 V), os géis foram fixados em solugdo
fixadora (10% de metanol; 5% de 4cido acético) sob agitacao em Shaker (2 h; 25°C, 40 RPM).
A coloragdo dos géis foi realizada utilizando solu¢do Cromassie G-250 por 48 horas, seguido
de adigdo de solugdo descorante contendo 7.5% de acido acético (v/v) € 25% de metanol (v/v).

Os géis foram escaneados para efeito de checagem da qualidade das extragdes (ANEXO E).

3.3. Genotipagem

A coleta do material genético foi realizada em estadio fenologico com trés folhas
completamente expandidas (V3). O DNA genomico foi extraido segundo protocolo CTAB
(brometo de cetiltrimetilamonio) com modificagdes (JIAO et al., 2017; DOYLE, 1990). A
determina¢do do grau de pureza foi realizada em espectrofotometro NanoDrop (Thermo
Scientific, USA) e a quantificagdo do DNA foi realizada no Qubit® 2.0 Fluorometer
(LifeTechnologies). A genotipagem por sequenciamento (GBS) da populagao tropical foi
realizado pelo Institute for Research in Immunology and Cancer (IRIC), Montreal, utilizando o
sequenciador Nextseq500 (leituras de extremidade Unica de 85 bp). O GBS da populagdo
temperada foi realizado pelo Institute of Biotechnology at Cornell University, utilizando o
sequenciador Hi-Seq (leituras em pares de 125 bp).

Foram realizadas duas chamadas de SNP pelo Institute of Biotechnology e Omega
Bioservices, Norcross, GA, respectivamente para populacdo temperada e tropical, utilizando o
genoma referéncia B73 versdo 4 (JIAO et al., 2017). Apos a chamada de SNP, o conjunto de
marcadores foi lido pelo pacote vefR do software R (KNAUS; GRUNWALD, 2017), seguido
de filtragem por alelo perdido e cromossomo. Em seguida foram calculadas as taxas de Call
rate (CR), Genotype Call rate e Minor Allele Frequency (MAF), empregando o pacote
HapEstXXR do software R (BROWNING; BROWNING, 2009; KNUEPPEL; MAINTAINER,
2013). Os marcadores foram filtrados para MAF > 0.01, CR > 0.90 e Genotype Call rate > 0.90,
seguido de imputagdo em Beagle (BROWNING; BROWNING, 2009) utilizando o pacote
Synbreed do Software R (WIMMER et al., 2012). Apos controle de qualidade e imputacao, o
nimero de SNP foi de 145,420 e 109,999 para populagdo temperada e tropical, respectivamente.
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3.4. Mapeamento associativo

As analises de associacdo genomica (GWAs) foram realizadas segundo modelo Q+K
proposto por YU et al. (2006), considerando a relacdo de parentesco gendmico entre os
genotipos (Matriz de Parentesco Gendmico, K) e estrutura populacional (Matriz Q), visando

reduzir associagdes espurias. Genericamente, 0 modelo ¢ dado por:

y=XB+Sa+Qv+Zu+¢

Sendo:

y: Vetor das observacdes fenotipicas;

B: Vetor de efeitos fixos que ndo sejam SNP ou efeitos de grupo populacional;

o: Vetor de efeito fixo de SNPs;

v: Vetor de efeito fixo associado a estrutura populacional;

u: Vetor aleatorio dos efeitos genéticos aditivos com matriz de covariancia K ag, sendo K a matriz de parentesco
aditivo gendmica, e 0; o componente de varidncia genético aditivo.

&: Vetor de residuos aleatérios com matriz de covariancia I 62, sendo I uma matriz identidade € 62 0 componente
de variancia residual.

0: Matriz de estrutura populacional obtida pelo sofiware STRUCTURE que relaciona os vetores y € v

X, S e Z: Matrizes de incidéncia contendo 1 e 0 dos vetores B, o ¢ u, respectivamente

Em razao da populagdo UFV-MPS5 ser geragao F2 proveniente de hibrido simples, com
frequéncia predominante de MAF de 0.5 (ANDRADE et al., 2019) foi implementado para esta
populacdo além da matriz K a estrutura populacional (Matriz Q) no modelo. A matriz Q foi
obtida utilizando o sofiware Structure (PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, 2000), com
base em 1000 SNPs tomados ao acaso (100 SNPs por cromossomo).Os parametros adotados
foram os seguintes: nimero de repeticdes de cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC) apos
burn-in = 9000, modelo de ancestralidade = modelo de ndo mistura, modelo de frequéncia
alélica = frequéncia alélica nao correlacionada, nimero de populagdes (K) = 1-4, e numero de
interagdes consecutivas e independentes = 5. A definicdo do K subgrupos foi realizada com
base na metodologia proposta por EVANNO et al. (2005), que leva em consideragdo o valor de
delta K (AK).

As analises de GWAs foram realizadas utilizando os pacotes GWASpoly (ROSYARA,
2016) e rrBlup do sofiware R (ENDELMAN, 2011). Ao controle do erro tipo I entre as
associagdes marcador-caracteristica usamos a taxa de falsa descoberta de Benjamini &

Hochberg (FDR), considerando 5% de nivel de significancia (BENJAMINI; HOCHBERG,
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1995). Para defini¢do do g-valor de cada SNP e de sua significancia, foi considerado como
threshold FDR < 0.05. As estimativas de q-valor foram obtidas utilizando o pacote g-value do
software R (DABNEY; STOREY, 2011).

Na populagao UFV-MPS5 conforme foi observado por Andrade (2019) em estudo de
desequilibrio de ligacdo (LD) e blocos de haplétipos, no intervalo de 80 a 120 kb espera-se ter
maior numero de SNPs com LD com valores de 1 acima de 0.75, o que levou ado¢do no nosso
estudo do intervalo de 120 kb a direita e a esquerda para prospeccao de genes candidatos. A
anota¢ao funcional dos genes candidatos foi realizada utilizando os bancos de dados MaizeGDB

(https://www.maizegdb.org/), = NCBI  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e  UniProt

(https://www.uniprot.org/), tomando o genoma B73 versdao 4 como referéncia. A anélise GO

dos genes candidatos foi realizada por meio de ferramentas do site Gene Ontology

(http://geneontology.org/).
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4. RESULTADOS

4.1. CARACTERIZACAO FENOTIPICA

A utilizacdo da eletroforese micro fluidica como metodologia para avaliagdo do
conteudo de zeinas, permitiu a identificagdo de cinco subunidades de zeinas com base em massa
molecular (10, 19, 21, 22 e¢ 27 kDa) (FIGURA 1). O conjunto destas subunidades
corresponderam na média a 98.31% (Populacdo UFV-MPS5) e 97.64% (Populacdo Beija-Flor)
das bandas mapeadas nos extratos. A partir de teste F a 5% de significancia, foi possivel
observar que as populagdes sdo divergentes em relagdo aos percentuais das subunidades de 19,
21, 22 e 27 kDa de zeinas, sendo observado maiores percentuais das subunidades 22 e 27 kDa
na populag¢do Beija-Flor e maior percentual da subunidade 19 kDa na populagao UFV-MP5.
Enquanto que, para a subunidade de 10 kDa nao foi observado divergéncia entre as populagdes.

Em fun¢ao da massa molecular, a subunidade de 19 kDa foi classificada como alfa-
zeinas (SHEWRY, P. R.; CASEY, R.,1999), esta subunidade apresentou os maiores percentuais
em relag@o as demais subunidades nas populagdes. Os percentuais médios foram de 67.63% e
46.12% para populacdo UFV-MPS5 e Beija-Flor, respectivamente (TABELA 1), com variagdo
de 50.80 a 85.50% (A = 34.7%) na populagcdo UFV-MP5 e 32.10 a 64.50% (A = 32.4%) para
populacao Beija-Flor (TABELA 1). Além disso, foi observado que 5.82% dos acessos da
populagdo Beija-Flor apresentaram percentuais acima de 60%, enquanto que na populagdo
UFV-MPS5 este percentual foi de 89.25%, demonstrando o maior percentual da subunidade de
19 kDa na populagdo de origem temperada.

A subunidade de 22 kDa foi a segunda classe com maior percentual nas populacgdes e
corresponde a alfa-zeina de 22 kDa, conforme descrito em literatura (SHEWRY, P. R.; CASEY,
R., 1999). As estimativas para a subunidade de 22 kDa variaram de 12.05% a 34.0% (A =
21.95%), com percentual médio de 23.54% para populagdo UFV-MP5. Enquanto que para a
populacao Beija-flor, foi observado variagdo de 17.20 a 43.60% (A = 26.40%) com percentual
médio de 32.90% (TABELA 1). A subunidade de 21 kDa foi observada em maior frequéncia
nos acessos da populacao Beija-Flor, com variagdo nos percentuais de 0 a 13.90%. Somente 11
acessos apresentaram estimativas para esta subunidade na populacdo temperada, sendo o maior
percentual 10.90%. Os menores percentuais foram associados as subunidades de 27 e 10 kDa,
que correspondem a y- ¢ d-zeinas, respectivamente (SHEWRY, P. R.; CASEY, R., 1999). A
populacdo Beija-Flor apresentou maior percentual de y-zeinas em relagdo a populagdo UFV-

MP5S.
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As populacdes também divergiram em relagdo a concentracdo de zeinas totais no
endosperma e capacidade de expansdo do grdo, com base em teste F, a 5% de significancia. A
populagao UFV-MPS5 apresentou maior estimativa média para CE em relacao a populacao
Beija-Flor. A concentragao média de zeinas totais foi de 79.91 e 46.80 ng/mg, respectivamente
para populagdo UFV-MPS e Beija-Flor (TABELA 1). A amplitude das estimativas de zeinas
totais foi de 19.09 a 374.10 ng/mg (A = 355.01 ng/mg) para populagdo UFV-MPS5, ¢ de 12.48
a 130.61 ng/mg de endosperma (A = 118.13 ng/mg) a populacao Beija-Flor. Sete acessos na
populacdo Beija-Flor (6.80% dos acessos) apresentaram concentracdes acima de 100 ng/mg,
com destaque ao acesso 5 com concentracao de 130.61 ng/mg.

O percentual médio de amilose estimado na populacdo UFV-MP5 foi de 28.48%, com
amplitude de 20.33 a 43.71% (A = 23.38%). Por consequéncia, as estimativas dos teores de
amilopectina variaram de 56.29 a 79.67%, com teor médio de 71,52% (TABELA 1). Os acessos
173, 13, 170, 180, 18, 177, 176 apresentaram maiores percentuais de amilose com 43.72%,
40.04%, 38.75%, 38.52%, 38.22%, 36.81% e 36.68%, respectivamente. O percentual de amido
para os acessos avaliados variou de 17.08 a 83.73% (A = 66.65%), com teor médio de 43.73%
(TABELA 1). Os acessos 6, 8 e 151 foram os que apresentaram maiores percentuais 83.74,
80.22 e 74.22%, respectivamente. Percentuais abaixo de 20% foram observados somente nos

acessos 183 e 177 com 17.08 e 18.08%, respectivamente.

Tabela 1. Medidas de dispersdo estimadas nas popula¢cdes UFV-MP5 ¢ Beija-Flor para conteudo de Amilose (%),
Amilopectina (%), Amido Total (%), Zeinas Totais (ng/mg de endospema) , Subunidades de Zeinas e CE (cm?/g).

Caracteristica Populacio
UFV-MP5 Beija-Flor
Média Variancia Média Variidncia
Amilose 28.48 13.86 - -
Amilopectina 71.52 13.86 - -
Amido 43.73 106.89 - -
Zeina 10 kDa 0.75" 0.36 0.90 0.54
Zeina 19 kDa 67.63" 32.34 46.12 39.08
Zeina 21 kDa 0.56" 5.04 9.17 10.22
Zeina 22 kDa 23.54" 17.32 32.90 19.26
Zeina 27 kDa 5.82" 4.84 8.53 6.32
Zeinas Totais 79.91% 2.64x10° 46.80 6.52x 10*
CE 42.43" 52.05 31.49? 57.71

ns —nao significativo a 5% pelo teste F; * - significativo a 5% pelo teste F em comparagao com a populacio Beija-
Flor; ! — Média com base em 716 individuos (dados ndo publicados); 2 —Média com base em 100 individuos (dados
nao publicados).
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Figura 1. Andlise comparativa das subunidades de zeinas em populagdes divergentes quanto a origem (tropical e
temperada) via eletroforese capilar. A. Eletroferogama frequentemente observado nos extratos de zeinas na
populagdo tropical — Beija-Flor, com as subunidades de zeinas identificadas via sistema Agilent 2100 Bioanalyzer.
B. Gel-imagem derivado do sistema Agilent 2100 Bioanalyzer do extrato de zeinas de acesso da populagdo Beija-
Flor. C. Eletroferogama frequentemente observado nos extratos de zeinas na populagdo temperada — UFV-MP5,
com as subunidades de zeinas identificadas via sistema Agilent 2100 Bioanalyzer. D. Gel-imagem derivado do
sistema Agilent 2100 Bioanalyzer do extrato de zeinas de acesso da populacdo UFV-MP5.

4.2. ESTUDOS DE ASSOCIACAO GENOMICA

A andlise de estrutura populacional para a populacio UFV-MPS5, indicou a presenca
de duas subestruturas (K-shold = 2), adotando como critério as estimativas de AK (AK =
465.3592). 138 dos acessos avaliados foram agrupados em uma subpopulacio (75.41% dos
acessos) € o restante dos acessos em outra subpopulacdo (24.59%) (FIGURA 2). Para a
populacdo Beija-Flor, ndo foi possivel identificar subestruturas. Neste sentido, ndo ha

evidéncias da populagdo Beija-Flor ser composta por mistura de populagdes.

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20

n.00

Figura 2. Grafico representativo da estrutura populacional observada na UFV-MP5, obtido pelo software
STRUCTURE. O grafico evidencia a existéncia de duas subestruturas nesta populac¢ao representada pela porgao
vermelha e verde. O eixo X representa os acessos pertencentes a essa populacdo e o eixo Y expressa em decimal
a probabilidade de o acesso pertencer a subestrutura em questdo, sendo que quanto mais proximo de 1 maior € a
chance de o acesso pertencer a subestrutura em questio. O acesso que contém as duas cores, tem maior percentual
da coloragdo verde, pertencendo a subestrutura verde.
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Aos caracteres avaliados na populagdo UFV-MPS5, foram identificadas associagdes
significativas as subunidades de alfa-zeinas de 19 kDa e 22 kDa, contetido de amido e
amilopectina. Em relagdo as subunidades de zeinas, foram identificadas 102 associagdes
significativas para subunidade de 19 kDa (g-valor < 0.05) e 80 associagoes para 22 kDa (q-
valor < 0.05). Para a subunidade 19 kDa, duas marcas foram detectadas no cromossomo 1 e as
demais marcas no cromossomo 4 (FIGURA 4.A). Para a subunidade de 22 kDa, uma marca foi
detectada no cromossomo 1 e as demais no cromossomo 4 (FIGURA 4.B). 68 dos SNPs
identificados como significativos para a subunidade de 19 kDa foram também identificados
para a subunidade de 22 kDa. Com base nas associagdes significativas, foram identificados sete
genes candidatos relacionados a estas duas subunidades. Genes candidatos relacionados
especificamente com as subunidades de 19 kDa ou 22 kDa nao foram identificados (TABELA
2).

Em relagdo ao teor de amido, foram identificadas oito associagdes significativas (q-
valor <0.05). Os cromossomos 1 e 3 apresentaram duas marcas, enquanto que 0s Cromossomos
2, 6, 8 ¢ 9 uma marca (FIGURA 3.A). Para percentual de amilose, foram identificadas 19
associagdes significativas (g-valor < 0.05) distribuidas nos 10 cromossomos, sendo que o0s
cromossomos 2 e 4 apresentaram trés associagdes; os cromossomos 5,6,8,9 e 10 duas
associacdes; € os cromossomos 1,3 ¢ 7 uma associa¢do (FIGURA 3.B). Destas associagoes,
foram identificados dois genes como potenciais candidatos para teor amido, e dois genes para
teor de amilose/amilopectina (TABELA 2). Os genes candidatos identificados na populagdo
UFV-MP5 foram associados a quatro processos bioldgicos, quatro fun¢des moleculares e um
componente celular. Além disso, as proteinas associadas a estes genes foram agrupadas em 5
categorias, com maior propor¢ao de chaperonas e enzimas modificadoras de proteinas

(ANEXO F).
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Figura 3. Manhattan Plots resultantes das analises de GWAs para percentual de amido e amilose obtidos por meio
do pacote GWAsPoly , Software RStudio para populacdo UFV-MPS5. A. Manhattan Plot para percentual de amido
total. B.Manhattan Plot para percentual de Amilose. O eixo X representa os cromossomos € 0 €ixo y representa
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Figura 4. Manhattan Plots das andlises de GWAs para percentuais das subunidades de zeinas - Populagdo UFV-

MP5. A. Manhattan Plot para percentual da subunidade de 19 kDa de Zeinas. B.Manhattan Plot para percentual
da subunidade de 22 kDa de Zeinas.O eixo X representa os cromossomos e o eixo y representa — logio(p).
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Os estudos de GWAs para populagdo Beija Flor, permitiram a identificagdo de seis
associagdes significativas (g-valor < 0.05) correspondente a subunidade de 21 kDa. Cinco
marcas foram localizadas no cromossomo 5 ¢ uma marca localizada no cromossomo 7.
(FIGURA 5). A partir da posicao fisica dos SNPs significativos, foi possivel identificar um
gene candidato associado a biossintese de zeinas entre os /oci identificados como significativos.

(TABELA 2).

-og(p)

Chromosome

Figura 5. Manhattan Plot da analise de GW As para percentual da subunidade de 21 kDa de Zeinas para Populagéo
-Beija-Flor.

Tabela 2. Genes candidatos associados ao percentual de amido, amilose e subunidades de zeinas para as
populacdes UFV-MPS5 e Beija-Flor. Tabela contendo genes candidatos agrupados por caracteristica, cromossomo,
posi¢ao do SNP, identificagdo do genc ¢ anotacéo funcional/génica.

Populacio  Caracteristica Cr* Posi¢ao SNP Gene Candidato Anotacao Génica
(bp)
UFV-MP5  Amido Total 1 33454328 Zm00001d028397 ACY-CoA-3 (ACBD3)/ZmACBP5
2 204459673 Zm00001d004962 Malato Desidrogenase
Amilose 6 158964536 Zm00001d038512 Glicosiltransferase-o-citocina
10 138643984 Zm00001d026113 NKD2 (EndospermaNu?2)
Zeinas 4 828609 Zm00001d048591 Proteina Chaperona DNAJ 6
19 e22kDa 4 1457058 Zm00001d048617  Ubiquitina Transferase E3 do tipo
RING
4 3199492 Zm00001d048687 Heat Shock 70 kDa (HSP70)
4 6012358 Zm00001d048812 Alfa-ZeinaZ1 C1 7
4 6012386 Zm00001d048813 Alfa-ZeinaZ1 C1_8
4 6012386 Zm00001d048817 Alfa-ZeinaZ1 C1 19
4 7231847 Zm00001d048894 Fator de Transcrigdo MAD-BOX
(MADS?25)
Beija-Flor Zeina 21 kDa 7 4201475 Zm00001d018751  Permeasse de aminoacido 6 (Aap6)

Cr* = Cromossomo
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5. DISCUSSAO

5.1. Caracterizacdo Fenotipica

A produg@o comercial de milho pipoca teve inicio em 1880 nos Estados Unidos, com
o primeiro hibrido comercial langado em 1934 pela Minnesota Agricultural Experiment Station,
0 Minhybrid. Desde entdo, os programas de melhoramento de milho pipoca vém buscando o
desenvolvimento de hibridos produtivos e com alta capacidade de expansdo (CE > 40 cm®/g)
(ZIEGLER; ASHMAN, 1994). No Brasil, a principal metodologia adotada pelos programas de
melhoramento foi a introdu¢do e adaptacao de cultivares de origem temperada, com enfoque na
selecdo para alta CE. Além disso, sabe-se que populacdes temperadas tendem a apresentar
maior CE na comparagdo com populagdes tropicais, todavia pouco se conhece a respeito do
efeito dos programas de melhoramento em termos do contetido de zeinas e subunidades em
populagdes de diferentes origens. Em relagdo a caracterizacao fenotipica, foi possivel notar que
as populagdes sao divergentes com relagao a CE, conforme era de se esperar, mas também em
relagcdo a concentragao de zeinas totais e as subunidades de 19, 21, 22 e 27 kDa. A populacao
UFV-MPS5, apresentou maior percentual médio de alfa-zeinas de 19 kDa, de CE e concentragao
de zeinas totais, enquanto que a populacdo Beija-Flor, maior percentual médio de alfa-zeinas
de 22 kDa e y-zeina de 27 kDa. Essa divergéncia entre as populagdes demonstra que mesmo os
programas de melhoramento tendo selecionado para CE, selecionou de forma inconsciente para
alfa-zeinas.

A capacidade de expansdo do endosperma esta relacionada com a textura do
endosperma, que esta associada a proteinas como, glutelinas e tipos de zeinas. Dentre as
subunidades de zeinas, as alfa-zeinas estdo associadas a dureza do endosperma e possui alta
correlagdo com capacidade de expansdo do griao (R? = 0.963) (BORRAS et al., 2006). Neste
sentido, a caracterizagdo para alfa-zeinas pode ser 1til aos programas de melhoramento, visando
auxiliar na identificagdo e selecao de gendtipos superiores para CE. A subunidade de 21 kDa
foi observada em maior frequéncia na populagdo tropical. Na populacdao Beija-Flor, apenas
nove acessos ndo apresentaram a subunidade de 21 kDa, seis destes apresentaram os maiores
percentuais para subunidade de 19 kDa, o mesmo foi observado na populacdo UFV-MPS5. Este
comportamento sugere que a subunidade de 21 kDa seja uma isoforma de alfa-zeinas em milho
pipoca, que foi selecionada de forma indireta durante a introducdo de novos cultivares.

Pensando na avaliagdo de caracteres relacionados a qualidade do grao, adicionalmente

a avaliacao de CE, o melhorista poderia realizar a selecdo com base no contetido de alfa-zeinas
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(19 e 22 kDa). Visto que, a utilizagdo da eletroforese micro fluidica demonstrou-se como
ferramenta promissora na avaliagdo em larga escala (centenas de individuos) para conteudo de
zeinas totais e subunidades, principalmente na caracterizacao de alfa-zeinas. Além disso,
observamos que o tempo médio gasto na caracterizacdo de 10 acessos via eletroforese micro
fluidica foi de quatro horas, enquanto que a mesma caracterizagdo realizada via SDS-PAGE
levou cerca de 72 horas, ou seja, trata-se de um ganho de 18 vezes na capacidade de avaliacio.

A proporcao amilose/amilopectina afeta a qualidade ¢ a produgao do endosperma (LI
et al.,, 2018a), além de propriedades uteis a industria alimenticia como, gelatinizacdo e
solubilizacdo, aspectos importantes ao desenvolvimento de produtos a base de amido (LEMOS
et al., 2019), portanto a caracterizacdo para estes compostos poderdo ser Uteis aos programas
de melhoramento associados a industria alimenticia. Além disso, a caracterizagdo em larga
escala para contetudo de amilose e amilopectina ¢ inexistente em milho pipoca, sendo essenciais
estudos como esse para caracterizagdo da diversidade genética. Em relacdo ao perfil de
distribuicdo de amilose e amilopectina, na populacdo UFV-MPS5 foi possivel observar variacao
de 20.33 a 43.71% no conteudo de amilose. Em milho pipoca, a variacdo observada para
contetido de amilose varia de 27 a 44.9% (PARK et al., 2000; BORRAS et al., 2006) portanto,
a variagdo observada em nosso estudo estd de acordo com o que vém sendo observado em
literatura. O amido € o principal polimero associado a expansao do grao (SWELEY; ROSE;
JACKSON, 2013). Alteracdes no formato da pipoca podem estar associadas a capacidade de
expansdo dos granulos de amido do endosperma vitreo (WU; SCHWARTZBERG, 1992). O
percentual médio de amido observado na populagdo UFV-MPS5 foi de 43.73%, com variacao
de 17.08% a 83.73%. O percentual observado foi inferior ao observado em outros estudos

(COOK et al., 2012; SAITO et al., 2021).

5.2. Estudo de Associacio Genomica

As alfa-zeinas (19 e 22 kDa) sao codificadas por quatro subfamilias de genes (Z1A,
Z1B, Z1C e Z1D) (HOLDING, 2014) distribuidos em sete cromossomos (LI ET AL., 2020).
As subfamilias Z1A, Z1B e Z1D estdo relacionadas a sintese de alfa-zeina 19 kDa, enquanto
que Z1C codifica a zeina de 22 kDa (HOLDING, 2014). A alfa-zeina de 19 kDa possui relagao
com 25 genes distribuidos em 5 regides gendmicas, alocados nos cromossomos 1,4 ¢ 7, com
cobertura gendmica aproximada de 1 MB (SONG; MESSING, 2002). Cépias de genes das
subfamilias Z1A e Z1C estdo presentes em duas localiza¢cdes no cromossomo 4 (MICLAUS;

XU; MESSING, 2011). Os genes candidatos Zm00001d048812 (Z1_C1_7), Zm00001d048813
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(Z1_C1_8) e Zm00001d048817 (Z1_C1 _19) sdo descritos em literatura como pertencentes a
subfamilia Z1C, estando relacionados diretamente com a sintese de alfa-zeinas. O gene
Z1 C1_8 também esta envolvido na biossintese de alfa-zeina de 22 kDa (SONG et al., 2001).
Esses genes candidatos foram associados as duas subunidades de alfa-zeinas (19 e 22 kDa).

A sub familia Z1C ¢ constituida por 16 genes, destes seis genes sdo expressos durante
o desenvolvimento do endosperma (azs22.4, azs22.7, azs22.8, azs22.9, azs22.19 e f12-azs22.16)
(FENG et al., 2009; SONG; MESSING, 2003). A partir de analise de expressao génica em
embrido imaturo para o loci Z1Cl1, foi demonstrado que os genes AZS22.4 e AZS22.19
(Z1_C1_19) apresentaram os maiores niveis de transcri¢do, considerando a linhagem B73
(MICLAUS; XU; MESSING, 2011). Mesmo sendo demonstrado que o loci Z1A apresenta
maior nivel de transcri¢do entre os loci, € desempenha papel principal na sintese de alfa-zeinas,
a sintese destas ¢ dependente da atuagdo conjunta de outros loci, tornando o candidato
Z1 CI1_19 um gene chave no processo de sintese de alfa-zeinas.

O gene azs22.8 representa cerca de 13.07% dos genes pertencentes a subfamilia Z1C
(FENG et al., 2009). Este gene apresenta maior nivel de expressdao aos 18 dias apos a
poliniza¢do, concomitante com o pico de expressdo do gene f12 (FENG et al., 2009) sugerindo
a atuagdo conjunta destes genes na sintese de alfa-zeina. Além disso, SEGAL; SONG;
MESSING (2003) demonstraram que o silenciamento deste gene via RNA de interferéncia
levou a reducdo na expressdo de alfa-zeina de 22 kDa, portanto pode-se inferir que este gene
tem relacdo direta com a sintese de alfa-zeinas. O gene azs22.7 corresponde a 12.56% dos genes
pertencentes a subfamilia Z1C e possui maior nivel de expressao aos 22 dias apos polinizagao.
Além disso parece atuar em conjunto com o gene azs22.19 durante a biossintese de alfa-zeina
(FENG et al., 2009).

Para as subunidades 19 e 22 kDa, o gene candidato Zm00001d048687 codifica a
proteina Heat Shock 70 kDa (HSP70). Dois transcritos sdo descritos na literatura, contendo 515
e 483 aminoacidos. A proteina HSP70 pertence a familia de proteinas HSP70, descritas como
chaperonas (BOSTON et al., [s.d.]) e atua no processamento de proteinas no reticulo
endoplasmatico. A superexpressdao de HSP70 foi observada em mutantes com baixo teor de
zeinas (mutantes fI2, De-B30 e Mc), sugerindo a atuagdo desta proteina no transporte e/ou
acumulo de zeinas nos corpos proteicos O comportamento envolvendo elevagdo da sintese de
chaperonas ¢ redugdo da biossintese de zeinas vém sendo observado em outros mutantes, como
opaquel e opaquel() (SHEWRY; CASEY, 1999), o que demonstra relagdo desta familia de

proteinas com a regulacdo da Biossintese de zeinas. Neste sentido, a proteina chaperona DNAJ6
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codificada pelo gene candidato Zm00001d048591 pode estar também relacionada com a
biossintese de Zeinas, visto que vém sendo demonstrado que as chaperonas contribuem no
dobramento e deposicio de zeinas nos corpos proteicos (MUNTZ, 1998)

Além dos genes envolvidos na sintese de zeinas, quatro tipos de fatores de transcri¢ao
sdo conhecidos por atuarem diretamente na regulacao da transcri¢do de genes de Zeinas, como
fatores de transcri¢ao (O2, PBF1, OHP1/2 ¢ MADS-box) (LI et al., 2018b). O fator de
transcricdo zmMADS47, pertence a familia MADS, controla a ativagao de genes que codificam
a sintese de alfa-zeinas e 50 kDa, e interagem com O2 (VICENTE-CARBAJOSA et al., 1997;
LI ET AL., 2020). O gene candidato MADS25 codifica fator de transcri¢ao da familia MAD-
BOX localizado no endosperma, possui atividade de dimerizacdo de proteinas, atuando no
desenvolvimento do endosperma.

O gene candidato Zm00001d048617 codifica gene putativo da superfamilia RING zinc
finger domain. Essas proteinas desempenham papéis cruciais nas respostas de planta frente a
estresses de seca (KONG ET AL., 2013). VICENTE-CARBAJOSA et al. (1997) demonstrou
que uma proteina pertencente a esta superfamilia se liga a Prolamina-BOX, regido rica em
promotores de genes relacionados a proteinas de reserva de sementes em milho, e interage com
ativadores transcricionais de Opaque?2, sugerindo que outros fatores transcricionais em adi¢ao
ao Opaque? podem regular coordenadamente a expressdo de genes de zeinas como estes
identificados.

Em relacdo ao contetido de amido, foram identificados dois genes candidato gene
ZmACBP5 e Zm00001d004962.0 gene candidato ZmACBPS5 codifica a proteina ACY-CoA-3
(ACBD3). Em milho, as proteinas de ligagdo de Acil-CoA sdo codificadas por nove genes
distribuidos em cinco cromossomos, com trés genes localizados no cromossomo 1, incluindo
ACBD3(OKITA, 1992; SUNG et al., 1988; ZHU ET AL., 2021). Apesar de ndo existirem
trabalhos envolvendo associagdo desta proteina com conteudo de amido em milho, ZHU ET
AL (2021) observaram alta expressao desta proteina durante o desenvolvimento do endosperma
(18 a 22 dias ap6s polinizag@o) e associagao com caracteres relacionados ao grao como peso do
grao, comprimento e largura do grao, numero de sementes por fileira e teor de 6leo, sugerindo
atuacdo desta proteina em multiplas fun¢des durante o desenvolvimento da semente.

O gene candidato Zm00001d004962 codifica a enzima Malato Desidrogenase, esta
enzima desempenha papel na via de gliconeogénese. A via de gliconecogénese ¢ responsavel
pela geragdo de glicose a partir de substratos de carbono ndo-agucares como, piruvato, (s)-

lactato e glicerol. Por sua vez a glicose atua na sintese de sacarose, que desempenha papel de
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substrato para glicosideos de armazenamento como amido e frutanos (OKITA, 1992; SUNG et
al., 1988). Desta forma, esta enzima esta relacionada de forma indireta com a biossintese de
amido.

Os genes candidatos Zm00001d038512 ¢ Zm00001d026113 estdo relacionados com o
contetdo de amilose. O gene candidato ZmO00001d038512 codifica a proteina
glicosiltransferase-o-citocina, representada por uma sequéncia de 491 aminoécidos e
pertencente a familia UDP-Glicosiltransferase. As glicosiltransferase sdo responsaveis por
catalisar a formacdo de ligagdes glicosidicas, gerando dissacarideos, oligossacarideos e
polissacarideos (LAIRSON et al., 2008). LI et al. (2018a) por meio de estudo de associacao
gendmica para teor de amilose em milho, identificou 39 genes candidatos relacionados ao
conteido de amilose, destes quatro codificam glicosiltransferase. Esta classe de proteina
desempenha papel importante no metabolismo de amilose, ao passo que atuam em conjunto
com a amido sintase ligada a granulos (GBSS), principal enzima responsavel pela sintese de
amilose (LI et al., 2018a).

O fator de transcrigdo NKD2 (EndospermaNu2) codificado pelo gene candidato
Zm00001d026113 desempenha papel chave no desenvolvimento do endosperma, incluindo
deposicao de nutrientes de reserva (GONTAREK et al., 2016). Anélise de expressao diferencial
de genes envolvendo mutante de NKDI/NKD?2, evidenciou que genes relacionados a nutrientes
de reserva como, GBSS e fator de transcri¢do de ligagao a prolaminas-box tiveram redugdo da
expressao nos mutantes de NKDI/NKD?2, levando a alteragdes na composi¢ao do endosperma
com redugdo de 32.5% no teor de amido (GONTAREK et al., 2016). Além disso, NKD2 parece
atuar em conjunto com uma série de outros fatores de transcri¢do no controle da biossintese de
zeinas (ORTIZ-LOPEZ, [s.d.]; LIET AL., 2020).

Para a subunidade de 21 kDa foi identificado um gene candidato. O gene candidato
Zm00001d018751 codifica para a proteina permeasse de aminoacido 6 (Aap6), que pertence a
familia de transportadores de aminoacidos (ATF) (ORTIZ-LOPEZ, [s.d.]). PENG et al., (2014)
demonstraram que Aap6 atua como importante regulador na sintese e acumulo de proteinas de
reserva em graos de arroz bem como, na biossintese de amido. De acordo com YAO et al.
(2020), ATF’s apresentam similaridades bioquimicas em diferentes espécies (ex. arroz,
arabidopsis, soja) sugerindo que a fungdo destas proteinas € conservada entre as plantas
vasculares. Desta forma, por homologia, supde-se que Aap6 esteja relacionada com a

biossintese e acumulo de zeinas.
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6. CONCLUSOES

As populagdes avaliadas divergiram em relacdo a capacidade de expansdo,
concentracao de zeinas totais e subunidades de zeinas, com exce¢ao da subunidade de 10 kDa.
Na populagao de origem temperada, foi observado a predominancia da alfa-zeina de 19 kDa,
em contrapartida, na populagdo tropical foi observado predominio de alfa-zeina de 22 kDa. Este
evento demonstra que a sele¢do para CE pelos programas de melhoramento, resultou de forma
inconsciente na seleg¢ao diferencial para alfa-zeinas em fun¢ao da origem (temperada e tropical).

A incorporacdo da eletroforese micro fluidica demonstrou-se ser promissora na
caracterizagdo de acessos para contelido de zeinas e subunidades. A partir das analises de
GWAs para conteudo de prolaminas, foi possivel identificar sete genes candidatos relacionados
com a biossintese/acimulo de alfa-zeinas (19 e 22 kDa), e um gene relacionado com a
subunidade de 21 kDa. Para as subunidades de 10 e 27 kDa nao foram encontradas associacoes
significativas, o que demonstra que estas populacdes ndo apresentaram divergéncias nos teores
significativas ao ponto de detectar associagdes. A subunidade de 21 kDa foi observada
majoritariamente na populagdo Beija-Flor, o que parece ser uma isoforma de alfa-zeina
associada a origem da populagao.

A caracterizac¢do em larga escala para conteudo de amilose e amilopectina ainda nao ¢é
uma realidade nos programas de melhoramento. Acredita-se que a diversidade para amilose e
amilopectina em milho pipoca, seja superior ao relatado em literatura, sendo necessario mais
estudos nessa area. Os genes identificados para contetido de amilose e amido localizam-se em
regides gendmicas relacionadas com a biossintese de amido e amilose, demonstrando a acuracia

desta ferramenta na identificagdo de genes candidatos.
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ANEXO A. Manhattan Plots resultantes das analises de GWAs para concentracio de zeinas e percentuais
das subunidades de zeinas para Popula¢ao Beija-Flor, obtidos por meio do pacote rrBlup, Software RStidio.
A. Manhattan Plot para percentual da subunidade de 10 kDa. B.Manhattan Plot para percentual da subunidade de
19 kDa. C. Manhattan Plot para percentual da subunidade de 22 kDa. D. Manhattan Plot para percentual da
subunidade de 27 kDa. E. Manhattan Plot para concentragdo de Zeinas totais (ng/mg). O eixo X representa os
Cromossomos e o eixo y representa — logio(p).
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ANEXO B. Manhattan Plots resultantes das anilises de GWAs para concentracio de zeinas e percentuais
das subunidades de zeinas para Populacao UFV-MPS, obtidos por meio do pacote rrBlup, Software RStidio.
A. Manhattan Plot para percentual da subunidade de 10 kDa. B. Manhattan Plot para percentual da subunidade de
21 kDa C. Manhattan Plot para percentual da subunidade de 27 kDa. D. Manhattan Plot para concentracao de
Zeinas totais (ng/mg). O eixo X representa 0s cromossomos € o eixo y representa — logio(p).
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ANEXO C. Matriz de correlacdo entre os caracteres para as populacdes UFV-MPS e Beija-Flor. A.
Correlagdo entre os caracteres avaliados na populagéo Beija-Flor. B. Correlagdo entre os caracteres avaliados na

populagdo UFV-MPS5.
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ANEXO D Histogramas para os caracteres avaliados na populacio UFV-MP5 (Histogramas de A a G) e
caracteres avaliados na populacdo Beija-Flor (Histogramas de H a M). A. Subunidade de 10 kDa. B.
Subunidade de 19 kDa. C. Subunidade de 22 kDa. D. Subunidade de 27 kDa. E. Concentragio de zeinas totais. F.
Percentual de amilose (%). G. Percentual de amido (%). H. Subunidade de 10 kDa. I. Subunidade de 19 kDa. J.
Subunidade de 21 kDa. K. Subunidade de 22 kDa. L. Subunidade de 27 kDa. M. Concentragdo de zeinas totais.



37

-
-
& & % € S & = -
- = - - = - - s} -

9TKDA

66 KDA

4SKDA

30 KDA

20,1 KDA

144 KDA

ANEXO E. Perfil de Zeinas em gel de SDS-PAGE. Marcador Molecular (MM) GE Healthcare. As numeragdes
correspondem a identificacdo dos acessos avaliados na populagao UFV-MP5.
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ANEXO F. Graficos de Barras representando a distribuiciio dos genes candidatos da populacio UFV-MP5
em func¢io dos processos biologicos, funcoes moleculares, componentes celulares e classes de proteinas de
acordo com GO ONTHOLOGY. A. Grafico de barras contendo no eixo X o niimero de genes identificados e no
eixo y a descrigdo da fung¢do molecular, processo biolégico ou componente celular envolvido, sendo: BP =
processo biologico, CC = componente celular e MF = fun¢do molecular. B. Grafico de barras contendo no eixo X
o numero de genes identificados e no eixo y a descrigdo da classe de proteina em questdo.



