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ANALISE GENOMICA PARA COMPOSTOS BIOATIVOS EM SORGO
UTILIZANDO DADOS DE MAPEAMENTO ASSOCIATIVO

RESUMO

O sorgo é o quinto cereal mais produzido no mundo, ndo possui gliten e é uma rica
fonte de compostos bioativos. A compreensdo da regulacdo genética das vias de
biossintese de compostos bioativos € importante para o desenvolvimento de cereais
mais nutritivos e funcionais. Os compostos bioativos tém sido estudados e avaliados
quanto aos seus beneficios para a salde e a. Desse modo, este trabalho teve por objetivo
analisar dados resultantes do mapeamento associativo para as caracteristicas: taninos,
fendlicos totais, cloreto de apigenenidina e cloreto de luteolinidina em sorgo através da
triagem de polimorfismos de nucleotideos unicos (SNPs) associados a essas
caracteristicas e a prospeccdo de genes candidatos. Foram identificados SNPs
associados a taninos e fenolicos totais no cromossomo 4, na regido de aproximadamente
61Mb, proximo ao Tanninl, gene responsavel por regular a biossintese de taninos em
sorgo. No cromossomo 6, proximo da regido de 57Kb, foram identificados SNPs
associados ao teor de 3-deoxiantocianidinas. Nessa regido gendmica, foram
identificados genes candidatos que podem estar relacionados a biossintese desse
composto bioativo em sorgo. Os resultados obtidos nesse trabalho contribuirdo para a
identificacdo de variedades de sorgo com potencial para melhorar a nutricdo e promover
a satde humana.

INTRODUCAO

Os cereais sdo alimentos basicos para grande parte da populacdo mundial (1). Dentre os
cereais mais cultivados, o sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] € uma rica fonte de
compostos bioativos, com diversos gendtipos apresentando diferentes niveis de acidos
fendlicos, flavonoides (antocianinas e tanino) e amido resistente (2, 3), podendo ser
classificado como um alimento funcional (4). Os compostos bioativos sdo constituintes
extranutricionais que geralmente ocorrem em pequenas quantidades nos alimentos (5, 6)
e tém sido estudados e avaliados quanto aos seus beneficios para a promocao da salde e
prevencdo de doengas (6), visto que muitos possuem efeitos antioxidantes (7,8).

A maior parte do sorgo cultivado no mundo é destinada basicamente a alimentacéo
animal e, somente em poucos paises da Africa e da Asia, ele é utilizado na alimentagéo
humana (9). Entretanto, tem-se observado um aumento crescente no interesse em
utilizar o sorgo para o consumo humano, principalmente devido a demanda por
alimentos mais saudaveis, sem glaten, com maior valor nutricional e fonte de
compostos bioativos (10). A acessibilidade, a disponibilidade e as caracteristicas
quimicas dos varios compostos bioativos apresentam ampla variabilidade entre os
diferentes genotipos de sorgo, 0 que resulta em comportamentos distintos na matriz
alimentar e na interacdo com outros ingredientes alimentares (11). Tal variabilidade
genética deve ser explorada para o desenvolvimento de cultivares de sorgo com
caracteristicas mais adequadas para a alimentacdo humana. Dessa forma, a pesquisa
genética do sorgo e a compreensdo dos mecanismos moleculares responsaveis pelas
variacfes nos niveis desses compostos, tornam-se importantes ferramentas para o
melhoramento assistido por marcadores moleculares e o desenvolvimento de variedades
com maior contetdo de compostos bioativos.
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O mapeamento associativo € um método de mapeamento genético que tem potencial de
identificar polimorfismos em regiGes genémicas proximas a genes responsaveis por
variacOes fenotipicas, inferindo o fendtipo a partir do genotipo. Assim, é possivel
identificar variagdes funcionais especificas, ligadas a diferencas fenotipicas
relacionadas a caracteres de interesse (12, 13). Estudos tém sido direcionados para a
identificacdo e caracterizacdo de genes envolvidos com a biossintese desses compostos.
A genética relacionada com a biossintese dessas substancias tem sido estudada em
espécies economicamente importantes como os cereais: milho, cevada e trigo. Estudos
de mapeamento associativo tém resultado na identificacdo de regibes gendmicas
associadas a composicao de graos em diferentes espécies de cereais, como o milho (14),
0 sorgo (15), entre outros (16). Em sorgo, o0 gene Tanninl que regula a via de
biossintese de taninos foi clonado. Ele localiza-se na regido 61Mb do cromossomo 4 do
sorgo (3). Outros estudos também foram conduzidos em sorgo para identificar regides
gendbmicas associadas com polifendis, antocianinas, taninos e atividade antioxidante
(12, 17, 13). Contudo, muitos SNPs (Single Nucleotide Polymorphism), especialmente
para capacidade antioxidante, fendlicos e antocianinas, apresentaram pequenos efeitos,
demonstrando a necessidade de estudos adicionais (12). Estudos genéticos podem
contribuir para a sele¢do e o desenvolvimento de cultivares de maneira rapida e com
menores custos comparando-se com algumas analises quimicas tradicionalmente
utilizadas para a identificacdo e a quantificacdo de compostos funcionais nos alimentos
gue sao onerosas, demoradas, além de gerarem um grande volume de residuos.

Com isso, torna-se importante a busca por informacdes a respeito dos teores desses
compostos nos diferentes genotipos de sorgo do painel constituido por 240 linhagens
com ampla variabilidade genética e de teores dos compostos bioativos. Ademais, 0s
estudos na area podem promover um maior interesse pelo cultivo do sorgo destinado a
alimentacdo humana, devido ao potencial para gerar cultivares mais nutritivos e com
propriedades funcionais, aumentando o seu valor comercial e o interesse da industria de
alimentos.

OBJETIVO

Objetivou-se analisar dados resultantes de analises de mapeamento associativo (GWAS)
para: taninos, fenolicos totais, cloreto de apigenenidina e cloreto de luteolinidina em
linhagens de sorgo através da triagem dos SNPs que se mostraram mais significativos
estatisticamente nas analises de GWAS, identificando suas localizacdes no genoma.
Além disso, foram realizadas pesquisas por genes candidatos relacionados a biossintese
dos compostos bioativos.

RESULTADO E DISCUSSAO

O mapeamento associativo foi conduzido utilizando um conjunto de aproximadamente
300.000 SNPs gerados por genotipagem via GBS (Genotyping-By-Sequencing, 18) do
genoma de 240 linhagens geneticamente contrastantes para 0s compostos bioativos
taninos, fendlicos totais, cloreto de apigenenidina e cloreto de luteolinidina. A
quantificacdo dos teores de taninos (mg CE/g) e fendlicos totais (mg GAE/g) foi
realizada através do método de espectrofotometria, e 0s compostos cloreto de
apigenenidina (ng/g) e cloreto de luteolinidina (pg/g) foram quantificados em sistema
HPLC (High Performance Liquid Chromatography; 19). Para as analises de
mapeamento associativo foi usado o software TASSEL (20).

O mapeamento associativo resultou na identificacdo de SNPs estatisticamente
associados para cada caracteristica. Nos intervalos de 10Mb (Mega pares de bases)
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proximos a esses SNPs, foram identificados genes candidatos para taninos (Tabela 1),
fendlicos totais (Tabela 2), cloreto de apigenenidina (ug/g) (Tabela 3) e cloreto de
luteolinidina (ug/g) (Tabela 4).

Tabela 1 - Genes candidatos identificados nas analises de associa¢do para taninos
(mg CE/g) do painel de linhagens de sorgo granifero.

Cromossomo | Gene ID! | Posico? Anotacio log10
(p-value)

4 Sh.04g02 | 61Mb | Fator de transcrigdo da familia MYB. 19.46
Ciclo de diviséo celular 20, cofator do

4 Sb.04g03 | 61Mb complexo APC. 19.46

Proteina contendo repetigdo WD.

Relacionado a proteina de ligacéo de

4 Sh.04g04 | 61Mb Hélice Bésica (BHLH) 19.46

Tldentificacfo do gene. “Localizacio do gene no genoma. “Valor de probabilidade
p (-log10) obtido nos resultados do mapeamento associativo.

Tabela 2- Genes candidatos identificados nas analises de associacdo para fenolicos
totais (mg GAE/Q) do painel de linhagens de sorgo granifero.

Cromossomo | Gene | Posicdo Anotagio -10g10 (p-
value)
4 Sb.04g34 | 61Mb | Fator de transcricdo da familia MYB. 15.52
Proteina de ligacdo de hélice basica
4 Sh.04g35 | 61Mb (BHLH) 15.52
4 Sh.04g36 | 85Mb Proteina fosfatase PP2A 12.37

Tldentificacdo do gene. “Localizacdo do gene no genoma. *Valor de probabilidade p (-
log10) obtido nos resultados do mapeamento associativo.

As analises de mapeamento associativo para taninos permitiram a identificacdo de SNPs
com associacao significativa na regido genémica de 61Mb no cromossomo 4 do sorgo.
Esses resultados corroboram trabalhos prévios em que o gene Tanninl, que regula a via
de biossintese de taninos, foi clonado (3). A distancia entre os SNPs identificados e 0
gene Tanl foi de 0.8Mb, ou seja, geneticamente muito proximos. Os resultados do
mapeamento associativo para os compostos fendlicos totais foram semelhantes aos
obtidos para taninos, em que os SNPs mais significativos localizam-se no cromossomo
4, também na regido de 60Mb. Isso faz sentido devido ao fato de o tanino ser um tipo de
acidos fenolicos e apresentar a parte inicial da via de biossintese em comum com esses
compostos (12), portanto, eles podem apresentar elementos regulatorios da via de
biossintese em comum.
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Tabela 3 - Genes candidatos identificados nas analises de associa¢do para cloreto de
apigenenidina (ug/g) do painel de linhagens de sorgo granifero.

Cromossomo | Gene ID* | Posic&o? Anotaco log10
(p-value)
6 Sb.06g53 | 57Mb Fator de iniciagdo de traducéo 6.54
eucariotica SUI1
Proteina semelhante a ubiquitina
6 Sbh.06g55 | 57Mb Nedds. 6.54
6 Sh.06g58 | 57Mb Proteina C44H4.4 6.54

Tldentificacdo do gene. “Localizacdo do gene no genoma. “Valor de probabilidade p (-
log10) obtido nos resultados do mapeamento associativo.

O estudo de GWAS para cloreto de apigenenidina possibilitou a identificacdo de SNPs
associados no cromossomo 6 do sorgo na regido de 57Mb. As pesquisas por genes
localizados nessa regido do genoma permitiram a descoberta de genes candidatos
possivelmente relacionados com a biossintese de 3-deoxiantocianidinas. Em regido
genémica proxima a essa, de 54Mb, um gene, denominado Sb06¢g029550, foi clonado
em sorgo. Esse gene altera a cor das folhas do sorgo sob ataque de patdgenos. Ele
codifica a enzima flavona-4-redutase que converte flavanona em flavan-4-ol na via de
biossintese de 3-deoxiantocianidina (21).

CONCLUSAO

Este trabalho possibilitou a identificacdo de SNPs resultantes das analises de GWAS e
genes candidatos que podem estar relacionados com a biossintese dos compostos
bioativos fendlicos totais, taninos, cloreto de apigenenidina e cloreto de luteolinidina.
Esses resultados serdo importantes para subsidiar pesquisas futuras que visem o
desenvolvimento de marcadores moleculares que podem auxiliar de maneira mais
rapida e mais econdmica o melhoramento genético de sorgo. Ademais, o trabalho
contribuira para a identificacdo de gendtipos superiores de sorgo tendo como principal
foco a qualidade nutricional e funcional dos graos voltados para a alimentagédo humana.
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