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MICROMALTEACAO E MARCADORES MOLECULARES
COMO SUPORTE AO MELHORAMENTO DE CEVADA
CERVEJEIRA

CLAUDIA TONIAZZO

RESUMO - O melhoramento genético, ao selecionar variedades mais
produtivas, com qualidade industrial adequada, resistentes e tolerantes
aos estresses bidticos e abidticos, respectivamente, € com melhor
adaptagdo ecoldgica, possibilita aumentar os rendimentos agricolas.
No caso da cevada cervejeira, o melhoramento seleciona os melhores
genoétipos visando incorporar genes associados a qualidade de malte.
Entretanto, este método estreita a variabilidade genética da espécie, o
que pode ser critico quando a selecao baseia-se somente no fendtipo
analisado pela micromalteagdo. A utilizagdo de marcadores
moleculares, como auxilio na identificacdo da diversidade dos
gendtipos, se torna eficiente ferramenta aos programas de
melhoramento que visam o mercado cervejeiro. Do mesmo modo,
possibilitam a selecdo de caracteristicas de dificil avaliagdo, pois
acessam diretamente o polimorfismo em nivel do DNA. O objetivo
deste trabalho foi analisar e determinar a distancia genética entre 12
genotipos, pertencentes ao programa de melhoramento genético de
cevada da Embrapa Trigo, com o intuito de orientar futuros
cruzamentos que visam qualidade de malte. Para a realizagdo do
trabalho, foram coletadas sementes de cevadas cultivadas em 2012 em

trés locais do Rio Grande do Sul e quatro locais do Parana. Os

Bidloga, mestranda do Programa de Poés-Graduagdo em Agronomia da
Universidade de Passo Fundo/RS, Area de Producdo Vegetal
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servicos de micromalteacdo foram realizados no Laboratorio
VersuchsundLehranstaltfuerBrauerei (VLB, Alemanha) e pela INBEV
(Estados Unidos). As varidveis foram: indice de Kolbach, B-glucanos,
a-amilase e poder diastatico. A analise molecular foi realizada por
meio de 16 marcadores microssatélites, especificos para a cevada, em
sistema de eletroforese horizontal e gel de agarose 3% e 4%. As
caracteristicas de micromalteacdo de todos os genotipos foram
altamente influenciadas pelo ambiente para os diferentes locais. As
cultivares BRS Brau, BRS Korbel apresentaram os melhores valores
para qualidade de malte, sendo que Victor Graeff/RS foi o local que
apresentou melhores condi¢des ambientais para a expressdo das
variaveis. Este trabalho demonstrou que em 2012, as cultivares
brasileiras apresentaram qualidade de malte superior a cultivar padrao
internacional Scarlett. A partir da andlise com os marcadores
microssatélites e relacionando-se os dados genotipicos com o0s
fenotipicos, os genotipos que se destacaram em qualidade de malte
apareceram nos mesmos grupos quanto a diversidade genética.
Entretanto, ao verificar o parentesco entre os genotipos e a diversidade
genética dos materiais avaliados pelos microssatélites, foi
identificado, pelas distancias genéticas, a formacdo de mais grupos
quando comparados com os resultados apenas de micromalteacdo.
Portanto, o uso de marcadores moleculares demonstra maior
especificidade dos dados, podendo ser utilizados de imediato nos
programas de melhoramento genético da cevada cervejeira.

Palavras chave: Hordeum wvulgare, qualidade de malte,

melhoramento genético, diversidade genética, microssatélite.
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MICROMALTING AND MOLECULAR MARKERS AS A
SUPPORT TO THE IMPROVEMENT OF BARLEY BREWERY

ABSTRACT - The breeding to select more productive varieties with
industrial quality adequate, resistant and tolerance to biotic and
abiotic, respectively, and with better ecological adaptation stresses,
helps to increase farm incomes. The case of the malting barley,
improvement selects the best genotypes aiming at incorporating genes
associated with quality malt. However, this method can narrow
genetic variability, which can be critical when the selection is based
solely on the phenotype examined by micromalteacdo. The use of
molecular markers as an aid in identifying the diversity of genotypes,
becomes a effective tool in breeding programs aimed at the beer
market. In the same way enable the selection of characteristics
difficult to be evaluated because directly access the polymorphism in
the DNA level. The objective of this study was to analyze and
determine the genetic distance among 12 genotypes belonging to the
genetic improvement programme of barley at Embrapa Trigo, with the
purpose to guide future crosses aimed at malt quality. To conduct the
study, seeds of barley cultivated in 2012 were collected at three
locations in Rio Grande do Sul and four locations on Parana.
Micromalting services were conducted at the Laboratory Versuchsund
Lehranstaltfuer Brauerei (VLB, Germany) and InBev (United States).
The variables were: index Kolbach, B-glucans, a-amylase and diastatic
power. Molecular analysis was performed using 16 microsatellite

markers specific for acevada in horizontal agarose electrophoresis gel
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and 3% and 4% system. The characteristics of micromalting of all
genotypes were highly influenced by the environment to the different
locations. BRS Brau, BRS Korbel showed the best values for malt
quality, and Victor Graeff/RS was the site that showed the best
environmental conditions for the expression of the variables. This
study showed that in 2012 the Brazilian cultivars showed superior
malt quality of international standard cultivar Scarlett. From the
analysis with microsatellite and linking up the genotypic data with
phenotypic markers, genotypes who have excelled in malt quality
appeared in the same groups as the genetic diversity. However, when
examining the relationship between genotypes and genetic diversity of
the materials evaluated by microsatellite genetic distances was
identified by the formation of more groups, when compared with the
results just micromalting. Therefore, the use of molecular markers
demonstrates greater specificity of data and can be immediately used
in breeding programs of malting barley.

Key words: Hordeum vulgare, malt quality, genetic breeding, genetic

diversity, microsatellite.
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1 INTRODUCAO

O processo de langamento de uma cultivar de cevada
cervejeira (Hordeum vulgare L.) é considerado mais complexo
quando comparado com outros cereais, uma vez que além das etapas
normais de melhoramento, as linhagens promissoras precisam ser
submetidas a avaliagdes e andlises da qualidade de malte e da aptidao
organoléptica e sensorial para a producao de cerveja. Estas rigorosas
avaliagOes sdo indispensaveis para que a industria aprove a cultivar,
uma vez que seu objetivo ¢ a qualidade cervejeira do malte oferecido
(CAIERAO, 2008).

A qualidade cervejeira ou malteira da cevada ¢ definida
através do conjunto de varidveis associados que compde as
especificagdes demandadas pelas cervejarias. A importancia do uso de
marcadores moleculares na identificagdo de genes que conferem esta
qualidade malteira vem crescendo em fun¢do de que este método
representa uma ferramenta rapida e eficiente em um programa de
melhoramento (SWANSTON & ELLIS, 2002; HEFFNER et al.
2009). Mundialmente, diferentes instituicdes e grupos de
melhoramento de cevada cervejeira vém testando e comprovando a
eficiéncia destes marcadores moleculares.

Cultivares de cevada com caracteristicas desejaveis para
malte, ainda sdo desenvolvidas a partir do melhoramento
convencional, por meio da hibridagdo artificial (cruzamentos entre
linhagens e cultivares). Este método envolve a analise das
caracteristicas morfologicas e das caracteristicas de malteacao. A

partir disso € possivel identificar as melhores linhagens e inferir sobre
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quais podem ser cruzadas para a obtencdo de cultivares que propiciem
malte de melhor qualidade (THOMAS, 2002).

Embora o Brasil venha conquistando espago no mercado
mundial de produgdo de cerveja, muito ainda ha que se aprimorar na
pesquisa da cevada para malteacdo. Neste contexto, Castro et al.
(2013) abordam que ¢ de suma importancia tanto para o mercado,
quanto para os programas de melhoramento, que novas estratégias
sejam empregadas visando o desenvolvimento de cultivares que
apresentem cada vez mais os padrdoes que a industria exige para a
producdo de malte.

O presente projeto ¢ fruto de uma parceria entre a
Embrapa Trigo, Companhia de Bebidas das Américas (Ambev),
Fundacao Agraria de Pesquisa Agropecuaria (FAPA), e Universidade
de Passo Fundo (UPF), todas reconhecidas pela excélencia em
pesquisa e desenvolvimento. O trabalho teve como objetivo geral
empreender o uso de marcadores moleculares do tipo microssatélites
associados a diversidade, como suporte ao melhoramento genético de
cevada. Os objetivos especificos foram os seguintes:

e Analisar os dados de micromalteacdo de gendtipos de
cevada oriundas de diferentes ambientes de cultivo em campo;

e Determinar a distdncia genética entre os gendtipos de
cevada, por meio de micromalteacdo e marcadores microssatélites
genomicos desenvolvidos para esta cultura, com o intuito de orientar

futuros cruzamentos que visam qualidade de malte.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico da cevada e descricdo da espécie

A cevada (Hordeum vulgare L.) ¢ uma das espécies mais
estudadas quanto ao seu histérico e € a partir destes estudos que esta
mostra a importancia que teve para as civilizagdes em que foi
cultivada ao longo dos tempos. Primeiramente, apareceu na pré-
agricultura incipiente de alguns locais do sudoeste da Asia (ZOHARY
et al., 2012). Os registros iniciais que se tem do cultivo da cevada
como agricultura propriamente dita datam do periodo neolitico ou
7000 a.C. (ZOHARY & FISCHER, 1973). Mais tarde, em 1986, Josef
& Kislev registraram dados de cevada para 8260 a 7800 a.C. Ambos
dados sdo originarios do Oriente Médio, onde hoje se localizam Israel,
Jordania e Siria. (CAIERAQ, 2008). Por ser uma cultura tolerante a
baixas e altas temperaturas e baixa umidade relativa do ar, ¢ cultivada
atualmente desde o México, Andes, Africa até o Tibete. Porém, sua
maior produgdo se concentra na regido do Mediterraneo, Etidpia,
Russia, China, India, Canada, Estados Unidos e Australia (NEVO,
2012). Na América, os registros mostram que a cevada foi trazida em
janeiro de 1494, na segunda expedicdo de Cristévao Colombo. No
entanto, ha indicios de que o fato tenha ocorrido ja na primeira
expedi¢dao, em 1492 quando os navios distribuiam sementes na costa
para colher no caminho de volta das longas viagens de navio. Apos
estes primeiros cultivos, a cevada teve sua area de producdo
significativamente ampliada no Brasil com a chegada dos imigrantes

europeus no final do século XIX (ARIAS, 1995).
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No Rio Grande do Sul a cultura foi estabelecida por
Hildebrand em colonias alemas somente em 1854 (ARIAS, 1995), e as
primeiras pesquisas e ensaios de melhoramento no Brasil iniciaram
em 1920 pelo agronomo austriaco Carlos Gayer, em Veranopolis/RS
(CAIERAO, 2008).

A cevada pertence a tribo Triticeae, familia Poaceae e teve
origem apds o periodo Cretdceo (PRASAD et al., 2005). O género
Hordeum divergiu do género Triticum ha, aproximadamente, 13
milhdes de anos (GAUT, 2002) e hoje ¢ composto por 32 espécies
(BOTHMER et al., 1995).

A espécie H. vulgare ¢é a unica cultivada do género e
apresenta tr€s subespécies classificadas como H. vulgare ssp. vulgare,
H. vulgare ssp. distichum e H. vulgare ssp. spontaneum (MOLINA-
CANO, 1989). E teve como progenitora a espécie H. spontaneum
(HARLAN & ZOHARY, 1966).

H. vulgare caracteriza-se por ser diploide (2n=2x=14).
Porém com o uso de técnicas artificiais foi possivel a obten¢do da
cevada tetraploide (2n=2x=28). No entanto, a cevada tetraploide nao
apresenta interesse pratico, uma vez que este material possui diversos
problemas de fertilidade (MOLINA-CANO, 1989).

O genoma da cevada ¢ de 5,3 bilhdes de pares de bases e o
numero atual de genes ¢ de 5.1 Gb (HAYES et al., 2003; THE
INTERNATIONAL BARLEY GENOME SEQUENCING
CONSORTIUM, 2012), o que permite grande exploracdo génica se
comparado com outras espécies. Neste contexto, estudos apontam que
houve 65 milhdes de anos de divergéncia na evolugdo do genoma das

poaceas, fazendo com que existam diferencas importantes no
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tamanho, nivel de ploidia e nimero de cromossomos. A familia
Poaceae inclui culturas importantes, como o arroz (Oryza sativa L.), o
trigo (Triticum aestivum L.), o milho (Zea mays L.) e a cevada. Dentre
estes, o arroz tem o menor genoma (415 Kb). O genoma do milho ¢
seis vezes maior do que o de arroz, a cevada ¢ cerca de doze vezes
maior que o arroz, enquanto que o trigo hexaploide ¢ cerca de trés
vezes maior que o genoma da cevada. No entanto, quando se compara
genOmicamente as poaceas, estas apresentam conservagdo notavel de
genes marcadores e revelam alta colinearidade (DEVOS & GALE,
2000).

A cevada tem sua reproducdo por autofecundagdo, com
deiscéncia da antera ocorrendo antes da abertura da flor, normalmente
antes da emergéncia da espiga e sua taxa de fecundagdo cruzada ¢
inferior a 1%. Frequentemente a extrusdo da espiga de cevada com
seis fileiras emerge antes se comparada com a extrusdo da espiga de
duas fileiras (MOLINA-CANO et al., 1997).

O género Hordeum se caracteriza por possuir trés
espiguetas uniflorais, provida de raquila unida ao grao. A espigueta
central ¢ fértil, enquanto que as espiguetas laterais sdo estéreis. As
espiguetas possuem individualmente estruturas de protecdo, o lema e a
palea, onde o lema pode apresentar arista ou ser mutico (CAIERAO,
2008; MINELLA, 1999).

A parte da cevada da qual se tem interesse para o mercado
cervejeiro ¢ o grao, que ¢ constituido de embrido, endosperma,
aleurona e pericarpo (Figura 1). Pelo processo de malteagdo, o amido

do grao ¢ degradado pela acdo de enzimas e transformado em extrato.
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A aleurona ¢ uma camada fina de células que envolve o
endosperma. Ela ¢ responséavel pelo transporte de hormonios para o
interior do endosperma e também por sintetizar enzimas hidroliticas
como a a-amilase, B-glucanase, B-amilases, dentre outras. A casca, por
sua vez, ¢ constituida basicamente por celulose que ¢ insolavel em
agua. Esta estrutura ¢ que torna a cevada preferida para a producao de
malte, uma vez que a mesma se mantém durante o processo,
protegendo o foliculo durante a germinagdo, e assim permitindo a
completa modificacio do endosperma pela ag¢do das enzimas.
Também o alto indice de amido no grdo, sabor e aroma fazem com
que a cevada seja o grdo mais utilizado para a produgdo de malte
(KUNZE, 2006).

Outro aspecto importante diz respeito ao aproveitamento
da cevada que deve ser classificada como cevada cervejeira ou cevada
forrageira, ambas com distintos usos. A cevada cervejeira ¢ aquela que
apresenta padrao de qualidade para a produgdo de malte. Ja a cevada
forrageira € aquela que nao cumpre os padrdes de qualidade, e assim,
¢ destinada a alimentagao animal (ZSCHOERPER, 2009).

A cevada possui também classificagdo quanto ao
posicionamento na espiga, que pode ser de seis ou de duas fileiras
(Figura 2). A cevada de seis fileiras (H. hexastichum) apresenta em
cada no, seis flores que dardo origem a seis fileiras na espiga.
Comumente esta cevada se caracteriza por apresentar graos de
tamanho irregular e baixa qualidade para malteacio (TSCHOPE,
1999).

A cevada de duas fileiras se caracteriza por apresentar

fecundacao somente nas duas flores centrais, resultando em graos
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mais simétricos, maiores € com boa capacidade de malteagdao

(KUNZE, 1999).

Figura 1 - Estrutura do grao de cevada. Fonte: Fulcher et al. (1989).
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Figura 2 - Tlustracdao de cevada de duas e seis fileiras: (1) cevada de
duas fileiras, (2) cevada de seis fileiras, (a) visao superior, (b) visdao
frontal, (c) visdo lateral. Fonte: Kunze (1999).

2.2 Distribuicéo e importancia econdmica da cevada
2.2.1 No mundo

Segundo Minella (2014), a cevada ¢ hoje o cereal que
ocupa a quinta posi¢do em ordem de importincia econdmica no
mundo. Sua producdo se concentra na Europa, Asia e América do
Norte, porém também ¢ cultivada no Sul do Brasil, Argentina,
Uruguai e Australia (CAIERAO, 2008).

Por ter uma ampla adaptacdo ecologica, a cevada se
mantém entre os graos mais produzidos ao longo dos séculos

(POEHLMAN, 1985). E amplamente utilizada para a produgdo de
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bebidas como a cerveja e o uisque, na composicdo de farinha para a
panificacdo, como sucedaneos de café¢ e na composicdo de produtos
dietéticos (EMBRAPA TRIGO, 2014a).

Mais de 90% da producdo de cevada ¢ destinada a
alimenta¢do animal, sendo que somente 5% se destinam a producao de
malte e outros 5% a producdo de sementes. Atualmente a area mundial
cultivada ¢ de pouco mais de 50 milhdes de hectares (Tabela 1)

(EMBRAPA TRIGO, 2014a).

Tabela 1 - Area, rendimento, oferta ¢ demanda de cevada no
mundo, safras 2011/12, 2012/13 e 2013/14. Embrapa
Trigo, Passo Fundo — RS, 2014

Item 2011/12 2012/13 2013/14
Area colhida (milhoes ha) 49,56 50,56 50,56
Rendimento (kg/ha) 2.711 2.558 2.786
Produgdo (milhdes de t) 134,34 129,34 141,70
Estoque inicial (milhdes de t) 24,13 22,70 19,75
Importacao (milhdes de t) 20,59 19,20 18,31
Exportacao (milhdes de t) 20,37 18,98 19,28
Consumo Total (milhdes de t) 136,00 132,51 138,06
Estoque final (milhdes de t) 22,70 19,75 22,42

Relagdo estoque/consumo (%) 16,69 14,90 16,24
Fonte adaptada de: Embrapa Trigo (2014b).

2.2.2 No Brasil

No Brasil, a cevada vem sendo cultivada
comercialmente desde 1930 e seu cultivo sempre objetivou a produgdo
de graos destinados a producao malteira (MINELLA, 2013). A
realidade para o consumo de cevada para malte no Brasil ¢ muito

diferente quando comparada em nivel mundial. Geralmente, somente
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quando a qualidade do produto nao atender as especificacdes exigidas
para a producdo de malte, ¢ que sera destinada a nutricdo animal
(CAIERAO, 2008).

A producdo se concentra mais nos estados do Rio
Grande do Sul, Parand e Santa Catarina, havendo registros de
producdo também em menor escala para os estados de Goias e Minas
Gerais. A média de area cultivada no Brasil ¢ de 103 mil hectares,
aproximadamente 362 mil toneladas (Tabela 2) (EMBRAPA TRIGO,
2014b).

Tabela 2 - Area, produgio e rendimento de cevada no Brasil, por estado e total, safras
2011/12,2012/13 e 2013/14. Embrapa Trigo, Passo Fundo — RS, 2014

Estado Area colhida Produgao Rendimento
(mil ha) (mil t) (kg/ha)
2011/ 2012/ 2013/ 2011/ 2012/ 2013/ 2011/ 2012/ 2013/
12 13 14 12 13 14 12 13 14

PR 51,2 50,8 43,6 195,6 182,8 181,6 3.820 3.598 4.165
SC 3,2 5,7 1,8 10,6 17,1 6,1 3.313 3.000 3.389

RS 34,0 46,3 57,4 989 87,3 173,6 2909 1.886 3.024

Total 88,4 102,8 102,8 305,1 287,2 361,3 3.451 2.794 3.515

Fonte adaptada de: Embrapa Trigo (2014b).

O Brasil produz somente 30% da demanda das maltarias
aqui instaladas (MINELLA, 2014). O restante desta produ¢ao precisa
ser complementado com importagdes da Argentina e Europa (Tabela

3).



Tabela 3 - Quantidade exportada e importada de cevada grao e
malte, por origem, no periodo 2010 a 2013. Embrapa Trigo,

Passo Fundo — RS, 2014

Item/origem/ destino 2010 2011 2012 2013
Exportacéo (mil toneladas)

Cevada 0,220 0,138 - 25,75
Jordania 0,039 - 25,75
Portugal 0,014 0,012 - -
Espanha 0,046 0,012 - -
Suriname 0,056 0,011 - -
Angola 0,038 0,002 - 0,00

Malte - - 0,01 1,17
Paraguai - 0,04 - 1,17

Importacéo (mil toneladas)

Cevada 295,80 320,16 229,65 368,45
Argentina 191,30 304,39 229,65 325,54
Alemanha - 15,77 - -

Franga 104,50 - - 42,92

Malte 845,20 805,88 811,22 817,27

Argentina 368,04 309,21 346,68 373,09
Uruguai 253,37 291,06 275,93 267,18
Bélgica 92,52 71,26 117,11 107,59
Franga 96,56 109,67 56,84 43,13
Alemanha 22,61 20,21 11,09 12,52

Fonte adaptada de: Embrapa Trigo (2014b).

Atualmente, existem trés maltarias no Brasil instaladas
nos estados do Rio Grande do Sul, Parana e Sao Paulo (EMBRAPA
TRIGO, 2014a). Toda a producao nacional de cevada ¢ realizada sob
contrato firmado com as maltarias ou cooperativas, onde constam
clausulas sobre qual cultivar sera plantada, previsdo de volume a ser
produzido, padrdoes de qualidade na entrega do grdo e preco do

produto recebido. Este contrato confere a cevada, liquidez de mercado

(MINELLA, 1999).
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O setor cervejeiro € responsavel por empregar 1,7 milhao
de pessoas, investindo R$ 16 bilhdes em salarios, recolhendo em
média R$ 19 bilhdes em tributos e é responsavel por 1,7% do PIB.
Esta cadeia produtiva mobiliza cerca de 12 mil fornecedores e mais de
8 milhdes de profissionais, envolvidos nas mais diversas areas

(CERVBRASIL, 2014).

2.3 Processos de malteacéo e impactos no agronegocio da cevada

Os primeiros produtores de malte teriam seguido uma
abordagem cientifica de selecdo de grao para malte muito semelhante
as técnicas convencionais usadas ainda hoje (MACLEOD, 1977).

A malteagdo tem como objetivo promover alteragdes
basicas no metabolismo que abrangem a chamada “solubilizagdo do
grao”, ocasionando a decomposi¢do de amido e das proteinas. Este
processo induz a formacdo e ativagdo de enzimas preexistentes,
transforma substancias de alto peso molecular em subprodutos de
médio e baixo peso molecular e forma os componentes caracteristicos
de aroma, cor e paladar (KUNZE, 2006).

No processo de maceragdo, o embrido e a casca absorvem
agua de forma mais rapida que o endosperma, tornando a maceragao
uma das etapas mais critica no processo de malteagao, uma vez que
para a obtencdo de um malte homogéneo se faz necessaria igual
uniformidade de umidade através do grao. A percentagem de agua nos
grao ¢ mantida entre 11 a 13% durante o armazenamento, com o

objetivo de reduzir os niveis de respiragao (KUNZE, 2006).
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Durante o processo de germinagcdo ocorre O
desdobramento das paredes das células de amido e o enriquecimento
enzimatico, sendo que este objetivo deve ser obtido com o minimo de
perda das substancias de reserva. Para uma boa germinacao, ha que se
levar em consideracdo fatores como a temperatura do grao (entre 12 a
26 °C), umidade (42 a 48%), tempo de germinagdo, aeracdo e aditivos
usados. Sdo estes fatores que vao influenciar a agdo enzimadtica,
interferindo diretamente na modificacio do malte (DAL RI et al.,
1995).

Apds a germinagdo, o grao germinado ¢ chamado de
“malte verde” e este sofre o processo de secagem através da diferenca
de teor de umidade entre o grdo e o ar utilizado no processo (Figura
3). O principal objetivo deste processo ¢ de encerrar 0s processos
quimico-bioldgicos que trardo paladar, aroma e cor caracteristica ao
malte. Um destes procedimentos consiste em retirar as radiculas dos
graos que sao responsaveis pelo amargor indesejavel da cerveja (DAL

RIetal., 1955; KUNZE, 2006).

| Limpeza -
I
| Selegao e classificago (>2,2mm) |

| |
{:-:'I_I Maceragédo 16°C I,:L':"'::; Descanso de ar
L .

Germinagao 16°C ‘
Secagem |

Figura 3 - Fluxograma do processo de maltagem. Fonte: Hough
(1990).
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O melhor modo para avaliar uma cultivar de cevada quanto

a qualidade de malte ¢ submeté-la ao processo de malteacdo e analisar
itens importantes para o processo industrial, como teor de -glucanos,
viscosidade, dentre outros.

Nos ultimos anos tem-se concentrado um grande interesse
na enzima endo-(1,3)(1,4)-B-glucanase (mais conhecida como [3-
glucanase). Esta enzima ¢ sintetizada a partir de sinais de hormonios
compostos por acido giberélico que o embrido envia para a camada de
aleurona. ApOs este processo, a enzima ¢ transportada até o
endosperma (MCFADDEN et al., 1988). Para a dissolucdo proteica e
formagcdo de enzimas amiloliticas ocorre a hidrdlise das paredes
celulares, que ¢ um processo que ocorre progressivamente a partir do
embrido em direcdo a extremidade distal (ASPEGREN et al., 1995).

A enzima responsavel pela ruptura das paredes celulares
do endosperma amilaceo ¢ a (1-3,1-4)-B-glucanase, que permite o
acesso da enzima o-amilase e outras proteases aos respectivos
substratos do endosperma, sendo responsaveis pela quebra do amido
em maltose. As (1-3,1-4)-B-glucanases hidrolisam os (1-3,1-4)-B-
glucanos — um polimero linear de glicose ligado por pontes B-(1-4) e
B-(1-3), o principal componente das paredes da célula do endosperma
da cevada. Elas agem especificamente sobre as ligagoes B-(1-4), mas
somente se houver um residuo (1-3)-B-glicosil ndo reduzido na
extremidade do substrato (WOODWARD & FINCHER, 1982).

A degradacdo completa e eficiente das paredes celulares
do endosperma ¢ crucial para a difusdo das enzimas de germinacdo e
mobilizacdo de reservas que garantem a qualidade do malte

(AHOKAS & NASKALI, 1990). A atividade das enzimas na
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germinagdo da cevada ¢ controlada pelo gendtipo e pelas condig¢des
ambientais (MORGAN et al., 1983; STUART et al., 1988).
Entretanto, estas mesmas enzimas tdo importantes para o
processo de malteacdo, também podem ser prejudiciais a qualidade do
mesmo, como ¢ o caso das B-glucanases que em grandes quantidades
podem aumentar a viscosidade do mosto e assim comprometer a
transparéncia do produto final. Algumas pesquisas tem comprovado
por meio da engenharia genética, que ¢ possivel aumentar a hidrélise
de B-glucanos pela quantidade das enzimas ou pela termo estabilidade

das mesmas (AHOKAS & NASKALI 1990).

2.4 Parametros de qualidade de malte utilizados como

variaveis neste estudo

A definicdo da qualidade cervejeira da cevada ¢ dada
através da interacdo de um conjunto de parametros demandados pelas
cervejarias. Estes variaveis avaliam a estabilidade coloidal (proteinas
e nitrogénio soluvel), capacidade de degradacdo do malte (-
glucanos), rendimento na fabricacdo de cerveja (extrato), atividade
enzimatica (poder diastatico), dentre outros (KUNZE, 2006).

Para padronizar estes parametros, foram desenvolvidos
métodos analiticos oficiais tais como EBC (European Brewery
Convention), ASBC (American Society of Brewery Chemist), IOB
(Institute of Brewing) e MEBAK (Midlle European Brewery Analisys
Commission) (ZSCHOERPER 2009; KUNZE 1999). Um malte de

boa qualidade deve apresentar um balanco equilibrado entre as
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variaveis avaliadas. A seguir, destacam-se as principais andlises

realizadas para qualidade de malte.

2.4.1 Extrato fino

Essa andlise representa o maximo de extrato que se
pode obter do malte quando moido finamente (teor de extrato moagem
fina), determinando o potencial do malte em fornecer agucares
fermentaveis e compostos de nitrogénio (POLLOCK, 1962). Esta
analise cumpre um papel importante no desenvolvimento do aroma e
estabilidade do produto final (HOUGH, 1990). Neste contexto, quanto
maior o valor do extrato, melhor ¢ o malte (KUNZE, 1999). O valor

padrdo para esta analise ¢ > 80% dm (EBC, 1987).

2.4.2 VViscosidade

A analise da viscosidade mede a degradagcdo dos [-
glucanos durante a maltagem. Sendo os P-glucanos substancias
gomosas, ¢ importante que sua degradacdo seja eficiente para nao
dificultar o processo de filtragem (TSCHOPE, 1999). O valor padrao
para esta analise ¢ de 1,50 a 1,60 mPa*s (EBC, 1987).

2.4.3 Teor de proteinas
As proteinas dao origem a nutrientes que suprem a

fermentacdo, bem como fornecem estabilidade para a espuma,

representando uma variavel que impacta diretamente na qualidade
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final da cerveja (KUNZE et al., 1999). O valor padrao para esta
analise ¢ de 10 a 12% dm (EBC, 1987).

2.4.4 Nitrogénio soluvel

A andlise quantifica o nitrogénio que foi solubilizado no
processo de mosturagdo (TSCHOPE, 1999). Valores baixos de
nitrogénio soltvel podem acarretar problemas de fermentacdo da
nutricao das leveduras, formando cervejas com problemas na espuma,
ao mesmo passo que valores altos desta medida podem causar
problemas de estabilidade coloidal na cerveja e baixo rendimento na
fabricacao (ZSCHOERPER, 2009). O valor padrio para esta analise ¢
de 650 a 850 mg/100 g dm (EBC, 1987).

2.4.5 Indice de Kolbach

O indice de Kolbach representa quanto do nitrogénio total
presente no malte foi dissolvidlo no mosto, ou seja, indica a
porcentagem de desbloqueio (modificagdo) do endosperma pelas
enzimas (KUNZE, 1999). E uma indica¢io do quanto as proteinas do
malte foram hidrolisadas pelas enzimas proteoliticas (ZSCHOERPER,
2009). O valor padrao para esta analise ¢ de 38 a 44% (EBC, 1987).

2.4.6 B-glucanos

Determina-se o total de B-glucanos no mosto, pois este

esta relacionado diretamente com a viscosidade do mesmo e a
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possiveis problemas nas etapas de filtragdo no processo de produgao
da cerveja (AASTRUP & ERDAL 1980). O valor padrdo para esta
analise ¢ <200 ppm mg/L (EBC, 1987).

2.4.7 g-amilase

A o-amilase hidrolisa de forma aleatéria o amido
reduzindo-o a cadeias menores, fazendo assim com que diminua a
viscosidade. Sua atividade ¢ medida pelo tempo necessario para
quebrar o amido. A atividade da a-amilase ¢ expressa em unidades
dextrinases (DU) (THE BREWER INTERNATIONAL, 2002). O
valor padrao para esta analise ¢ > 45 DU (EBC, 1987).

2.4.8 Poder diastatico

Esta varidvel avalia o potencial de degradagao das enzimas
a-amilase e B-amilase sobre o amido (BAMFORTH & BARCLAY et
al., 1993). Valores baixos nesta analise podem indicar dificuldades na
etapa de brasagem da cervejaria e valores muito elevados podem
influenciar o grau de fermentacdo (ZSCHOERPER, 2009). O valor
padrdo para esta andlise ¢ >220 WK (unidade Windisch-Kohlbach)
(ASBC, 1958).

2.4.9 FAN - Free amino nitrogen (amino nitrogénio livre)

A variavel FAN ¢é também conhecido como analise de

nitrogénio livre. De acordo com Kunze (1999) e Tschope (1999), o
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FAN representa a parcela nitrogenada de baixo peso molecular, na
qual estdo inseridos todos os aminoacidos do mosto que podem ser
assimilados pelas leveduras durante o processo de fermentagdo da
cerveja para permitir a multiplicacdo das mesmas (ZSCHOERPER,
2009). O valor padrdo para esta analise ¢ > 160 mg/L (ASBC, 1958).

2.5 A interacdo gendtipo x ambiente no melhoramento genético e o

processo de malteacao

Ambiente caracteriza-se por uma série de condigdes sob as
quais organismos e plantas crescem, sendo influenciado por um
conjunto de fatores como local, condi¢des edafoclimdticas, época,
praticas culturais e outras variaveis que afetam o desenvolvimento das
plantas (BOREM, 2001). Assim, o ambiente ¢ constituido de todos os
fatores que afetam o desenvolvimento das plantas que ndo de origem
genética (BOREM, 1998).

Segundo Ramalho et al. (1989), fen6tipo corresponde as
formas alternativas de expressdo de uma caracteristica, sendo
dependente do genotipo e do ambiente. Pode ser observado a niveis
fisico, morfologico, anatomico e/ou bioquimico. Segundo Hill (1975),
0s processos bioquimicos que determinam a forma e a funcdo das
plantas, ou seja, seu fenotipo, ¢ resultado de informagdes codificadas
na sequéncia de DNA e na interagdo destas com o ambiente.

Os programas de melhoramento genético geralmente
cumprem pelo menos trés etapas: selecao dos individuos que serdo

cruzados, cuja descendéncia formard a populagdo-base, selecdo dos
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individuos com melhor desempenho, resultantes do cruzamento entre
os parentais, e avaliagdo das progénies em diversos ambientes para
analisar a interagdo com o genotipo (CARGNIN et al., 20006).

A interagdo gendtipo x ambiente tem sido um grande
desafio para os melhoristas, pois o comportamento diferencial dos
gendtipos, frente as variagdes ambientais, acarreta oscilagdes e
dificulta a geragdo de cultivares com ampla adaptabilidade. Com isso
¢ possivel que o melhor geno6tipo em um ambiente ndo o seja o melhor
em outro (HILL, 1975; FALCONER, 1981). A interacdo genotipo x
ambiente ¢ muito importante para geneticistas e melhoristas uma vez
que os componentes desta interacdo fornecem informacdes sobre a
adaptacdo de uma dada cultivar em determinada regido (MEREDITH,
1984).

As caracteristicas genéticas a serem melhoradas em um
gendtipo agricola, podem ser qualitativas ou quantitativas. Os
caracteres qualitativos sdo governados por um ou poucos genes,
enquanto que os caracteres de heranga quantitativa sdo poligénicos e a
expressdo de suas caracteristicas geralmente sofre forte influéncia
ambiental, dificultando a identificagdo dos genotipos com base apenas
no fendtipo observado (RAMALHO et al., 2004).

A heranca quantitativa frequentemente ¢ identificada pela
sigla "QTL" do inglés Quantitative Trait Loci ou locos de
caracteristicas quantitativas. Os QTLs em cevada que determinam
fendtipos quantitativos como a qualidade de malteacdo apresentam
desafios para os melhoristas de plantas, por envolver uma

caracterizacdo complexa e sistematica (HAYES et al., 2003).
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Portanto, grande parte do estudo das caracteristicas
envolvidas com aspectos agronomicos e qualidade de malte ¢
direcionada para a determinag@o do efeito do gendtipo e do ambiente
para a caracteristica final que se observa. A interagdo e suas
implicagdes no melhoramento de plantas ndo representam meramente
simples efeitos estatisticos, devem ser observadas como um fendmeno
biologico e genético, que envolve a regulacdo de genes, modulados
pelos fatores externos (BOROWSKI, 2012).

Neste contexto, torna-se importante analisar a propor¢ao
da variacdo fenotipica que corresponde ao ambiente e a variacdo
correspondente ao gendtipo para poder estimar com melhor precisdo a
resposta dos gendtipos nos ambientes testados (MAIA & ROCHA
2007).

2.6 Importancia da diversidade genética no

melhoramento de cevada cervejeira

O uso eficiente de germoplasma de cevada disponivel
depende basicamente de sua caracterizagdo que permite apurar o
potencial de cada gendtipo, garantindo o sucesso na obtencao de
cultivares em um programa de melhoramento (MOREIRA et al.,
1994; VALOIS, 1998). Neste contexto, o progresso genético em um
programa de melhoramento ¢ dependente da diversidade genética
disponivel (POEHLMAN & SLEPER, 1995). Esta diversidade

expressa a diferenca entre as frequéncias alélicas nos genotipos.
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Caracterizar e avaliar a diversidade ¢ fundamental para a
organiza¢do do germoplasma, identificacdo de genitores e selecao de
cultivares (MOHAMMADI & PRASANNA, 2003). Estudos indicam
que a variabilidade existente no germoplasma mundial propicia
avangos no melhoramento da cevada, por ser suficientemente
abrangente (FOSTER, 1987; ARIAS, 1995; MINELLA & SORRELS,
1997). Porém, a cevada cervejeira oferece o desafio de se trabalhar
com uma base genética estreita, que busca a obtengdao de combinagdes
génicas com a menor divergéncia possivel, uma vez que as
caracteristicas de qualidade de malte podem ser prejudicadas pela alta
variabilidade (WYCH & RASMUSSON, 1983; HAYES et al., 2003).

A determinagdo da distancia genética entre os genotipos
pode ser medida com o uso de marcadores moleculares, bem como em
analises multivariadas, podendo ser usadas outras caracteristicas como
dados de micromalteacio com a mesma finalidade (STAUB et
al.,1996; AMARAL JUNIOR, 1999). Como a qualidade de malte é
uma caracteristica condicionada por varios genes (quantitativos),
demanda conhecimento mais aprofundado dos componentes de sua
variancia genética (RESENDE & DUARTE, 2007).

Dentre as ferramentas estatisticas para definir a diferenca
entre os gendtipos a partir da variacdo alélica destaca-se a distancia
Euclidiana, que oferece ao melhorista informagdes mais objetivas
sobre os gendtipos em estudo (RAO, 1952; SUDRE et al., 2005).

Os estudos de diversidade genética como apoio ao
melhoramento de cevada, buscando a qualidade para malteacdo, sdo
escassos no Brasil, portanto a utilizacdo de marcadores moleculares

pode amenizar as dificuldades na sele¢ao de linhagens proximas, uma
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vez que estas analises possibilitam a deteccdo de minimas diferencas

no genoma.

2.7 Marcadores moleculares microssatélites como apoio ao

melhoramento genético da cevada

O melhoramento genético, ao selecionar variedades mais
produtivas, com melhor qualidade industrial, mais tolerantes a
estresses € com melhor adaptacdo ecologica, possibilita aumentar os
rendimentos agricolas e até mesmo reduzir o uso de insumos pelo
agricultor, o que ajuda a preservar a saide humana e o meio ambiente.
Porém, alguns caracteres agrondmicos, especialmente os de heranca
quantitativa, apresentam dificuldades na selecao fenotipica, tanto na
escolha dos pais como na selegdo em populacdes segregantes. A
biologia molecular disponibiliza ferramentas que podem reduzir essas
dificuldades (BRAMMER, 2003).

Historicamente, a bioquimica e a genética da qualidade de
malte tém sido areas paralelas de estudo. O anterior centrou-se na
caracterizagdo sistematica da deposi¢do e hidrélise de amido e
proteinas. Porém, as pesquisas bioquimicas proporcionaram uma
compreensdo mais abrangente dos processos subjacentes, mas nao
fornecem aos melhoristas dados suficientes para melhorar a qualidade
de malte (HAYES et al., 2003).

Atualmente, os métodos de criagdo de novas cultivares
tem se voltado muito para o ramo da biotecnologia, que abrange
mapeamento gendmico, marcadores moleculares, biologia celular,

cultura de tecidos e engenharia genética. Estas técnicas
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biotecnoldgicas contribuem para o desenvolvimento de cultivares
adaptadas a diferentes condi¢cdes, bem como possibilita identificar
genes de qualidade em produtos do melhoramento convencional,
tornando o processo mais rapido e eficiente (BOREM et al., 2008).
Além do mencionado, também possibilita o aperfeicoamento de
caracteristicas morfologicas, dentre outros fatores de impacto
econdmico, nutricional e social (SAVIO & AGUINADA, 2011).

Uma das principais vantagens da tecnologia de marcagao
molecular ¢ possibilitar a observacao a nivel genotipico bem como
mudancgas que ocorreram no pool génico na cevada e comparar essas
mudangas com diferencas fenotipicas (SWANSTON & ELLIS, 2002).

Os marcadores moleculares tém desempenhado um papel
importante na compreensdo da base genética de caracteristicas
economicamente importantes em cevada. Na ultima década, mapas
genéticos foram construidos para os sete cromossomos de cevada, e
esses t€m sido utilizados na analise de QTLs. Além disso, o uso de
marcadores moleculares ¢ importante para a selegdo assistida, com a
qual ¢ possivel identificar marcadores ligados a caracteristicas
comercialmente importantes como qualidade de malteagao, resisténcia
a doengas e resposta a estresses bidticos em um espaco de tempo mais
curto em relacdo as técnicas de observagdo convencional
(HEARNDEN et al., 2007, EMEBIRI et al., 2009).

Os marcadores microssatélites, denominados também por
SSR (Simple Sequence Repeats), sdo sequéncias de um a quatro pares
de bases repetidas e adjacentes, distribuidas no genoma. Esse tipo de
marcador utiliza primers especificos que amplificam regides com

DNA repetitivo. Sao comumente usados em estudos de diversidade
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genética e mapas genéticos para programas de melhoramento, por
serem abundantes no genoma, multialélicos, altamente informativos e
facilmente detectaveis (ZHANG & LI, 2010). O elevado polimorfismo
revelado o torna uma das melhores opgdes para uso na caracterizagao
de cultivares, especialmente em germoplasma aparentado e de baixa
variabilidade.

De acordo com Freitas & Bered (2003), os marcadores
microssatélites destacam-se por: possuir expressao codominante; sao
hipervaridveis no que diz respeito ao nimero de alelos por locus e, por
isso, tém se tornado uma fonte importante de marcadores genéticos
polimorficos; sdo muito frequentes e distribuidos ao acaso ao longo de
todo o genoma e a existéncia de conservacdo de sitios de
microssatélites entre espécies relacionadas torna possivel, em alguns
casos, a utilizagdo de iniciadores obtidos em uma espécie para outras
espécies afins (iniciadores heter6logos). Contudo, ha limitacdes nas
analises de microssatélites, como: necessidade do desenvolvimento de
iniciadores (primers) para cada espécie (ou grupos de espécies
relacionadas), o que implica no sequenciamento prévio de partes
especificas do DNA e ndo se conhece o papel funcional das
sequéncias estudadas.

Dentre as inumeras vantagens no uso de marcadores
moleculares ressalta-se a possibilidade de fazer mapeamento genético
dos genes que expressam caracteristicas quantitativas, e/ou de
importancia econdmica, predicdo de fenotipos esperados e selegdo
indireta de caracteristicas de dificil avaliagado (BECKMANN, 1991).

O uso de marcadores moleculares possibilita acessar

diretamente o polimorfismo genético para o desenvolvimento de
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novos genotipos, permitindo a evolucdo de plantas de interesse de
forma rapida e com importantes ganhos genéticos (FEDERIZZI,
1998). Marcadores com a funcao de identificar diretamente a
qualidade cervejeira ja foram estudados e validados, porém suas
sequéncias e informagdes sdo de acesso restrito aos consorcios que os

desenvolveram.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

No presente estudo foram avaliadas oito cultivares e
quatro linhagens de cevada (Tabela 4), pertencentes ao ensaio de
Valor de Cultivo e Uso de 3° ano (VCU3) do Programa de

Melhoramento Genético de Cevada da Embrapa Trigo.

Tabela 4 - Cultivares/linhagens de cevada, e sua genealogia. Embrapa Trigo,
Passo Fundo — RS, 2012

Genotipos Genealogia Obtentor

BRS Brau MN698/3/BRS 195//Schooner/Embrapal29 Embrapa Trigo
BRS Caué BRS Borema/BRS 195 Embrapa Trigo
BRS Elis BRS 195/Scarlett Embrapa Trigo
MN 610 PFC 85104/PFC 85106 Ambev

MN 743 MN 681/Gimpel Ambev

MN 6021 Dominique/Quilmes Ayelen Ambev
Scarlett Amazone/Br.2730e//Kym Ackermann
PFC 2007020 PFC 2002025/Prestige Embrapa Trigo
PFC 2007052 BRS Lagoa/BRS Elis Embrapa Trigo
PFC 2007057 BRS 195/Barke Embrapa Trigo
PFC 2007103 PFC 200043/Barke Embrapa Trigo

BRS Korbel =~ BRS Sampa/Danuta Embrapa Trigo
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3.2 Métodos

3.2.1 Semeadura dos gendtipos e manutencdo das plantas no

campo

O experimento no campo foi conduzido no ano de 2012,
em trés locais do Rio Grande do Sul e quatro locais no Parana (Tabela
5). As cultivares de cevada foram semeadas no més de junho nos
diferentes locais do RS e nos meses de maio e junho no PR. O
delineamento experimental foi de blocos ao acaso com trés repeti¢des.
As unidades experimentais foram de cinco linhas de seis metros de
comprimento, espacadas 0,17 m entre si, com densidade de semeadura
de 280 sementes aptas/m”.

Tabela 5 - Local de cultivo das cultivares ¢ linhagens de cevada, datas de

semeadura e colheita, area e tipo de solo de cada regido. Embrapa
Trigo, Passo Fundo — RS, 2012

Regido Semeadura Colheita Area Solo
(2012)  (2012)

Bagé/RS 15/jun 20/nov  PPC* Planossolo haplico
eutrofico vertissolico

Cand6i/PR 16/ jun 24/out  PPC* Latossolo bruno
aluminico

Guarapuava/PR 31/ mai 05/nov  FAPA Latossolo bruno
aluminico

Passo Fundo/RS 02/ jun 15/out  Embrapa Latossolo vermelho

Trigo humico de textura

argilosa

Pinhao/PR 16/ jun 24/ out PPC* Latossolo amarelo
aluminico

Teixeira Soares/PR 15/ jun 21/out PPC* Latossolo vermelho
distrofico

Victor Graeff/RS 21/mai 16/ out PPC* Latossolo vermelho
hiimico de textura
argilosa

*PPC = propriedade de produtor credenciado
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A condugao dos ensaios em cada local foi realizada de
acordo com as indicagdes técnicas para produgdo (REUNIAO
NACIONAL DE PESQUISA DE CEVADA, 2011).

A colheita das parcelas foi realizada mecanicamente na
maturacao completa dos graos. Em cada local foi colhida uma amostra
composta de trés repeticdes. Os graos colhidos foram secados até a
umidade de 12%, limpos e classificados com peneira de 2,5 mm e
colocados para conservacdo em camara seca com temperatura
controlada até o envio das amostras aos laboratorios. Amostras
homogéneas de 250 gramas de graos por parcela foram preparadas e

enviadas para andlise da qualidade de malte trés meses apds a colheita.

3.2.2 Micromalteagéo

Os servicos de micromalteacdo foram realizados pelo
VLB -Versuchs- und Lehranstalt fuer Brauerei in Berlin (Research
and Trenning Institute for Brewing, Alemanha) e pela INBEV nos
EUA, Os métodos de analise foram baseados pelo EBC (European
Brewing Convention) e ASBC (American Society of Brewery
Chemists) de padrao de malte (Tabela 6). Para ambos os laboratorios
foram enviadas 250 g de sementes.

Os resultados obtidos pelos laboratorios foram submetidos
a analise da variancia, sendo que a normalidade (Shapiro-Wilk) dos
dados fenotipicos obtidos foi testada a partir das andlises de
micromalteacdo e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 1% de

probabilidade. ANOVAs individuais foram analisadas utilizando os
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dados de micromalteagdo como variaveis dependentes pelo Programa
SAS (SAS Institute, 2004 - versao 9,1).

A diversidade genética entre as cultivares, considerando as
analises de micromalteacdo, foi determinada pela distancia Euclidiana,

sendo gerada a matriz da distancia genética e dendrograma especifico.

Tabela 6 — Variaveis de qualidade de malte e métodos de analises
empregados. Embrapa Trigo, Passo Fundo/RS — RS, 2013

Padrao de

Analises Método qualidade  Laboratério Referéncias
Extrato fino (% dm) EBC >80 VLB (EBC, 1987)
Viscosidade (mPa*s) EBC 1,50 a 1,60 VLB (EBC, 1987)
Teor de Proteinas (% dm) EBC 10a12 VLB (EBC, 1987)
Nitrogénio soluvel (mg/100g dm) EBC 650 a 850 VLB (EBC, 1987)
Indice de Kolbach (%) EBC 38a44 VLB (EBC, 1987)
B-glucanos (ppm mg/L) EBC <200 VLB (EBC, 1987)
a-amilase (DU) EBC >45 VLB (EBC, 1987)
Poder diastatico (WK) ASBC  >220 INBEV  (ASBC, 1958)
FAN (mg/L) ASBC  >160 INBEV  (ASBC, 1958)

3.2.3 Extrac@o de DNA e marcadores moleculares microssatélites

As analises moleculares foram realizadas no Laboratério
de Biotecnologia da Embrapa Trigo — Passo Fundo/RS.

A extragdo do DNA de tecido foliar foi baseada no método
CTAB (brometo de cetiltrimetilamonio), conforme descrito por Doyle
& Doyle (1990), com algumas modificacdes. Para tal, 300 mg de
folhas de plantulas, obtidas de sementes previamente semeadas em
papel germitest, foram coletadas, inseridas dentro de tubos plasticos

com capacidade de 2,0 mL, e maceradas em nitrogénio liquido. Para a
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extracdo, utilizou-se 700 pL do tampao CTAB, pré-aquecido e
adicionado as amostras. Estas foram incubadas a 65 °C em banho-
maria por 60 minutos, invertendo os tubos a cada 10 minutos,
seguidas de resfriamento em temperatura ambiente por 5 minutos.
Apo6s, foram utilizados 450 pL de cloroférmio-dlcool isoamilico
(24:1), invertido por 10 minutos, seguida de centrifugacdo a 10.000
rpm por 10 minutos. Para precipitar o DNA, foi retirado o
sobrenadante (aproximadamente 700 pL) para novos tubos, com
capacidade de 1,5 mL, e adicionados 550 pL de isopropanol,
incubando-se por no minimo 30 minutos a -20 °C. O sobrenadante foi
retirado e o pellet lavado com 600 pL de etanol 96% deixando secar
em temperatura ambiente. Para a ressuspensdo do pellet, foi utilizado
100 pL de tampao TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM) e
adicionado 0,3 pL de RNAse (10mg/mL), misturando-se e incubando-
se por uma hora a 37 °C. As amostras foram armazenadas a -20° C até
o momento do uso.

Neste trabalho, inicialmente, foi analisada a distancia
genética das cultivares e linhagens em estudo, por meio de marcadores
microssatélites gendomicos, seguidos da identificacdo da presenca de
marcadores microssatélites especificos e associados aos genes
responsaveis pela qualidade de malte. Deste modo, foi testado o
polimorfismo de 96 primers, dos quais 55 apresentaram a
caracteristica. Dentre estes, 16 primers genémicos e nove primers
especificos associados a qualidade de malte (Apéndice 2). Em ambos
os casos, a selecdo destes foi feita através de bases de dados e

bibliografia especifica para a cultura da cevada.
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As amplificacdes de PCR foram realizadas em 15ul de
solucdo contendo 0,2 uM de cada primer (forward e reverse), 0,35 mM
de cada ANTP, 2,5 mM de MgClz, 0,75 U de Taq polimerase, tampao 1X
e 80 ng de DNA de cada cultivar em estudo.

As reacdoes foram conduzidas em termociclador
GeneAmpThermal Cycler 9700 (Applied Biosystems - ABI)
utilizando-se a seguinte programag¢do: um ciclo a 95° C por 3 min; 10
ciclos de 94° C por 45 s [60° C por 45 s (decrescendo 1° C por ciclo
até 55° C)], 72° C por 45 s; 25 ciclos de 94° C por 45 s, 50° C por 45 s,
72° C por 45 s; e um ciclo de 72° C por 5 min.

A eletroforese foi realizada em gel de agarose 3% e 4%,
por 3 horas sob 120 Volts. O marcador DNA Ladder empregado foi de
100 pb. Os géis foram visualizados em fotodocumentador digital
GelDoc XR+ (Bio-Rad).

Foram realizadas inicialmente, analises de presenca e
auséncia de cada alelo para cada marcador e determinada a
porcentagem em cada caso. As cultivares foram consideradas como
unidades taxondmicas operacionais € como caracteres bindrios as
bandas obtidas pelos marcadores. Para determinar a diversidade
genética, foi gerada a matriz da distancia genética de acordo com Nei
(1972) e o método de agrupamento por UPGMA, “Unweighted Pair
Group Method Using Arithmetic Averages” desenvolvido por Sokal &
Michener (1958). O sistema utilizado para a geracdo dos dados foi o
NTSys versao 2.1 “Numerical Taxonomy System of Multivariate
Analisys System” (ROHLF, 1998). Por meio destas analises, foi

gerada a matriz de distancia genética e dendrogramas especificos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Micromalteacédo e interagdo genotipo x ambiente

Malteagdo ¢, acima de tudo, uma pratica de bioquimica
aplicada, especialmente enzimologia. Quando o grdo de cevada ¢
germinado, enzimas hidroliticas sdo convertidas em formas ativas que
podem degradar com facilidade os compostos. A manipulacdo das
enzimas que degradam as proteinas do malte possibilita produzir
maltes de alta qualidade, no entanto, este ndo ¢ um processo facil.
Semelhante a situa¢do de rendimento de graos, qualidade de malte ¢é
um fendtipo economicamente importante, mas com heranga genética
complexa (BAMFORTH & BARCLAY, 1993).

No presente estudo, visando as analises de
micromalteacdo, foi necessario a obten¢ao de sementes em quantidade
e qualidade suficientes. Para isso, as sementes foram colhidas das
plantas desenvolvidas em campo no ano de 2012, para os diferentes
locais de cultivo (Tabela 5) e selecionadas conforme as exigéncias dos
Laboratérios VLB - Alemanha ¢ ABInbev — Estados Unidos, onde
foram realizadas tais analises viaprestacao de servigos.

Durante os meses de cultivo, verificou-se que no periodo
de desenvolvimento vegetativo (maio, junho e julho) ocorreram
chuvas com volumes acima do nomal (< 100 mm) em praticamente

todas localidades e com temperaturas médias acima de 12 °C (Figura

4).
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No estadio de espigamento e enchimento de graos houve
uma queda brusca nos volumes de chuvas, causando um periodo de
estiagem mas ndo prejudicou o desenvolvimento da cultura. Em
contrapartida, no més de outubro, onde a cultura estava no estadio de
senescéncia e desidratacdo das sementes ocorreu excesso de chuvas
acompanhado de temperaturas em constante elevagdo, fatores estes
que associados prejudicam a qualidade das sementes (INMET, 2014;
LABORATORIO DE AGROMETEOROLOGIA DA EMBRAPA
TRIGO, 2014).

De acordo com Dias (2001), o intervalo entre a maturidade
fisioldgica e a colheita € critico pois as sementes permanecem ligadas
a planta apenas fisicamente, ficando expostas a uma série de
condi¢des adversas no campo.

No caso da cevada cervejeira, o clima e o comportamento
de cada cultivar em determinado ambiente sdo fortes fatores de
influéncia para a obten¢ao de um malte de boa qualidade (MIRALLES
et al., 2011). Para que se conheg¢a o comportamento de cada gen6tipo
em determinado local de cultivo, ¢ imprescindivel estudar e analisar o
desempenho dos mesmos de acordo com a interagdo gendtipo x
ambiente (KANG, 1990).

Verificou-se, no presente estudo, pela analise de variancia
(Tabela 7), que o ambiente (local) influenciou as nove varidveis para
qualidade de malte. Este fato ¢ semelhante aos estudos conduzidos por
Borowsky (2012), nos quais o local também influenciou todas as
caracteristicas de malte analisadas.

Foram observadas diferencas significativas entre os locais

para as variaveis extrato fino, viscosidade, teor de proteinas,
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nitrogénio soluvel e FAN. Variabilidade significativa entre local e
gendtipo foi observada nas variaveis indice de Kolbach, B-glucanos,
a-amilase e poder diastatico.

A influéncia do local, em todas as variaveis, pode ser
explicada pelo fato de que os gendtipos sdo selecionados para
caracteristicas de alta produtividade e ampla adaptabilidade. Fato este
também abordado por Borowsky (2012), que considerou que os

genotipos sdo pouco especificos para diferentes regides de cultivo.

Tabela 7 — Valor do teste F e coeficiente de variacdo das variaveis de malte

considerando local, genoétipo e local\gendtipo. Embrapa Trigo, Passo Fundo — RS,
2013

Variaveis de qualidade Valor teste F Coeficiente variagdo
Extrato fino (% dm) 4.09 1.35%

Viscosidade (mPa*s) 4.36 5.22%

Teor de proteinas (ppm mg/L) 6.26 6.52%

Nitrogénio soltivel (mg/100g dm) 15.86 6.23%

Indice de Kolbach (%) 8.79 6.22%%*

B-glucanos (mg/L) 10.22 26.50%%*x*

a-milase (DU) 19.49 13.03%**

Poder diastatico (WK) 14.79 10.36%**

FAN (mg/L) 33.18 9.02%

Significancia a < 0,001: * Local; ** gendtipo; ***Local/Gendtipo.

Segundo Ehrenbergerova et al. (2008) e Savin &
Aguinaga (2011), algumas varidveis de qualidade de malte como teor
de proteinas, nitrogénio soluvel e FAN s3o fatores fortemente
influenciados por fatores ambientais. O baixo indice de matéria
organica no solo, e principalmente ocorréncia de temperaturas
elevadas no periodo de pré-floracdo e enchimento de grios, atuam
diretamente na distribuicdo de nitrogénio para diferentes partes da

planta bem como propicia o aumento B-glucanos nos graos.
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Com relacao aos resultados das médias de cada variavel de
qualidade, considerando os gendtipos avaliados para cada local de
cultivo, estas foram comparadas pelo teste de Tukey a 1% de
probabilidade, estando especificadas na Tabela 8. Porém, os dados de
qualidade de malte na industria cervejeira sdo interpretados de forma
diferenciada e¢ recebem classificagdes de acordo com os niveis de
qualidade. Para isso propos-se escores de classificagdo (Tabela 9),
visando o auxilio a interpretacdo dos dados contidos na Tabela 8. Os
resultados das andlises de micromalteagdo, considerando todas as
varidveis analisadas separadamente para cada local e gendtipo de
cevada, sdo apresentados nas Tabelas 10 a 18. Cabe ressaltar que para
muitos dos valores obtidos destas analises, os critérios de sele¢do

podem variar dependendo do método empregado.
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FOX (2008) destaca que o extrato fino € um dos caracteres
mais importantes do malte do ponto de vista econdmico.
Considerando os padrdes para qualidade desta varidvel, Zschoerper
(2009) cita indices de no minimo 80,5% e Bamforth & Barclay (1993)
citam 80,4%. A EBC (1987) estabelece 80%, sendo este ultimo o

indice usado no presente trabalho (Tabela 10).

Tabela 10 - Analise de extrato fino a partir da micromalteagdo de gendtipos por
local de cultivo. Embrapa Trigo, Passo Fundo — RS, 2013

Victor Passo Teixeira
Genotipo Bagé Cand6i Guarapuava Graeff Fundo Pinh3o Soares

% dm

BRS Brau 80,2* 78,4 81,8% 79,6 79,8 79,4 81,5%
BRS Caué 78,1  80,8%* 80,4* 78,9 78,4  80,6* 78,8

BRS Elis 79,2 80,3* 82,2% 79,1 79,2 80,5*  82,3*
MN 610 80,1* 78,2 77,8 79,3 78,0 79,6 77,8
MN 743 80,2* 79,4 78,9 78,8 77,5  80,7* 78,9
MN 6021 79,7  81,8% 81,2%* 77,6 78,0  80,9*  80,5*
Scarlett 79,1 79,6 82,0%* 78,6 78,8 79,8 82,8%*
PFC 2007020 78,1 79,1 81,4* 79,1  80,2* 779 80,4*
PFC 2007052 77,8 76,6 79,2 77,8 78,0 78,9 78,4

PFC 2007057 80,6* 81,7* 81,2* 78,3 79,7 81,0  814*
PFC 2007103 79,1 783 80,9%* 78,2 79,0 79,6 81,1*
BRS Korbel ~ 81,2* 77,2 79,6 77,6 77,6  80,7* 78,2

* Variavel aceita indicando qualidade para a malteagdo.

Observou-se que o melhor local para extrato fino foi
Guarapuava/PR, onde oito dos doze tratamentos apresentaram
qualidade para esta variavel. O local menos favoravel foi Victor
Graeff/RS, onde nenhum tratamento atingiu o padrao minimo.

Dentre os tratamentos, a linhagem PFC 2007057

apresentou melhor desempenho para a varidavel extrato fino, sendo
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considerado suficiente em cinco dos sete locais testados, em
comparacdo a PFC 2007052, que foi insuficiente em todos os locais
testados. Estes dados corroboram com o teste de comparagdo de
médias que indica que ambas as linhagens diferem entre si (Tabela 8).
Assim, como a linhagem PFC 2007057, as cultivares BRS Brau, BRS
Elis e Scarlett atingiram niveis satisfatorios nesta varidvel para
malteagao (Tabela 9).

Na Tabela 7, em que consta o coeficiente de variagdo das
variaveis de qualidade de malte considerando local e genoétipo,
observa-se que a variavel extrato fino sofreu influéncia do local.
Resultados similares foram relatados por Kowalska et al. (2000) e
Lapitan et al. (2009), que encontraram grande variabilidade no extrato
fino em cultivares cervejeiras, quando comparados anos e locais de
cultivo.

Outros estudos apontam que mesmo um material genético
j& lancado como cevada cervejeira, pode ndo manter os indices de
langamento, sendo, portanto, fortemente influenciados pelas condigdes
ambientais (PSOTA et al., 2009 ; VERMA & SARKAR, 2010).

Para a variavel de viscosidade, Tschope (1999) informou
valores < 1,6 mPa*s, e Aastrup & Erdal (1980) consideram aceitaveis
valores entre 1,50 e 1,70 mPa*s. Porém, pela EBC (1987) (padrao que
foi usado neste trabalho), o valor estimado para esta analise ¢ de 1,50

a 1,60 mPa*s (Tabela 11).
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Tabela 11 - Analise de viscosidade a partir da micromalteagdo de gendtipos por
local de cultivo. Embrapa Trigo, Passo Fundo — RS, 2013

Victor Passo Teixeira
Genotipo Bagé Cand6i Guarapuava Graeff Fundo Pinhdo Soares
mPa*s
BRS Brau 1,57% 1,50* 1,59%* 1,57 1,56*  1,51*% 1,61
BRS Caué 1,52* 1,58%* 1,74 1,57* 1,61 1,67 1,68
BRS Elis 1,62  1,60* 1,67 1,60* 1,54* 1,64 1,66
MN 610 1,62 1,92 1,99 1,59*  1,60* 1,46 1,75
MN 743 1,55*% 1,59* 1,78 1,56* 1,56* 1,63 1,76
MN 6021 1,59* 1,60* 1,67 1,56* 1,60* 1,67 1,64
Scarlett 1,57% 1,63 1,65 1,59* 1,52* 1,70 1,69
PFC 2007020 1,58* 1,58* 1,58* 1,53* 1,55% 1,95 1,66
PFC 2007052 1,58* 1,68 1,81 1,59% 1,55% 1,76 2,08

PFC 2007057 1,63  1,60* 1,72 1,60* 1,61 1,80 1,84
PFC 2007103 1,61 1,59% 1,73 1,60*  1,59* 1,63 1,83

BRS Korbel ~ 1,51*% 1,54% 1,6* 1,50%  1,53* 1,58* 1,65
*Variavel aceita indicando qualidade para a malteacao.

Para esta variavel, o melhor local foi Victor Graeff/RS,
onde todos os tratamentos apresentaram qualidade para viscosidade e
o local menos favordvel foi Teixeira Soares/PR. Dentre os
tratamentos, as cultivares BRS Brau e BRS Korbel apresentaram
igualmente melhor desempenho, sendo consideradas suficientes em
seis dos sete locais testados, em comparacao a linhagem PFC 2007057
que foi insuficiente em cinco dos sete locais testados.

Pela analise de comparagdo das médias (Tabela §), BRS
Brau ¢ BRS Korbel nao diferiram entre si e diferiram parcialmente
com os demais genodtipos, inclusive com a linhagem PFC 2007057,

que obteve resultados menos satisfatorios. (Tabela 9).
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A alta viscosidade promove maior tempo de clarificacdo e
dificuldades de filtragdao da cerveja. Segundo Mather et al. (1997), os
elevados valores da viscosidade podem estar relacionados ao alto teor
proteico nos graos. Do mesmo modo, Bhatty & Rossnagel (1998)
afirmaram que as proteinas podem sofrer desnaturacdo ou podem se
complexar com o amido, aumentando a viscosidade.

Quanto a andlise do coeficiente de variagdo considerando local
e genotipo (Tabela 7), Ogushi et al. (2002b) destacam que a
viscosidade ¢ mais fortemente influenciada por componentes
genéticos do que por efeitos ambientais. Porém, neste trabalho
observou-se que a varidvel sofreu influéncia significativa do local.

A avaliagdo do teor de proteinas é muito importante, pois
influencia diversas caracteristicas da cerveja, como cor, espuma,
paladar e estabilidade. Segundo Kunze (2006), o ideal ¢ de no méaximo
11,5%. Entretanto, pela EBC (1987) o valor estimado para esta analise
¢ de 10 a 12% (Tabela 8), sendo este o padrio que foi usado no
trabalho.

Comparando-se os resultados da Tabela 12, os melhores locais
foram Pinhdo/PR e Teixeira Soares/PR, onde dez, dos doze
tratamentos, apresentaram qualidade para a varidvel viscosidade, e o
local menos favoravel foi Passo Fundo/RS, onde nenhum tratamento
foi favoravel.

Resultados ndo satisfatorios para o teor de proteinas foi
observado nas cultivares MN 610, MN 743 e nas linhagens PFC
2007020, PFC 2007052 e PFC 2007103 (Tabela 9) que foram

insuficientes em seis dos sete locais testados. Porém, pela analise de
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comparacdo das meédias, ambos materiais nao diferiram

estatisticamente entre si (Tabela 8).

Tabela 12 — Teor de proteinas a partir da micromalteagcdo de gendtipos por local de
cultivo. Indice expresso em %. Embrapa Trigo, Passo Fundo — RS,

2013
Genotipo Bagé Candéi Guarapuava g;zteof? Ezisc?o Pinhdo ;’z:;z;ra
%
BRS Brau 12,2 11,8% 11,6* 11,2 13,6  10,8* 10,8*
BRS Caué 11,5% 11,8% 12,1 11,3* 13,5 114* 11,9%
BRS Elis 11,4% 11,2* 11,4* 13,0 13,4 11,3* 9,2%
MN 610 11,6* 12,2 14,2 11,7 13,6 11,5* 12,9
MN 743 12,2 13,1 13,4 12,9 14,6 11,1* 12,4
MN 6021 12,5 10,8%* 10,7* 13,2 13,8 11,0* 9,8%
Scarlett 11,6* 11,3* 11,7* 12,6 142  11,0%* 8,9*
PFC 2007020 13,2 13,1 11,6 12,4 12,6 12,3 11,8%
PFC 2007052 13,4 13,5 12,4 12,5 12,9 11,6* 11,1%*
PFC 2007057 11,9*  10,9* 12,4 11,9 12,8  10,8* 10,3*
PFC 2007103 12,1 14,0 12,5 11,7 13,5 12,2 10,2%
BRS Korbel 11,8* 12,1 11,6%* 10,9* 134 11,6% 10,2%

*Varidvel aceita indicando qualidade para a malteag@o.

Segundo Chapman & Carter (1976), temperatura média
alta e baixa umidade relativa do ar, no periodo de enchimento dos
graos, promoveram acréscimo no teor de proteina. Estes dados
corroboram com os dados climaticos que indicaram que nos meses de
agosto e setembro, as precipitacdes no Sul do Brasil ficaram abaixo do
padrao climatolégico e as temperaturas minimas ¢ maximas ficaram
acima do padrao climatolégico (INMET, 2014). Problemas no teor de
proteinas associado ao ambiente também foi constatado por Correll et
al. (1994) e Passarella et al. (2005), onde citam uma diminui¢do no
tamanho de grdo e consequentemente o aumento no teor de proteinas

em detrimento do clima seco e quente.
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Para a varidvel de nitrogénio soluvel, as indicagdes de
Tschope (1999) citam que valor padrdo para esta andlise deve ser de
650 a 820 mg/100g dm, diferente do que indica a EBC (1987) que ¢
de 650 a 850 mg/100g dm. No presente trabalho (Tabela 13),
utilizando o padrao da EBC, foi verificado que os melhores locais
foram Cand6i/PR e Guarapuava/PR, onde todos os tratamentos
apresentaram qualidade para nitrogénio soluvel. O local menos
favoravel foi Passo Fundo/RS, em que onze dos doze tratamentos

testados ndo atingiram o padrdao minimo.

Tabela 13 - Analise de nitrogénio soluvel a partir da micromalteagdo de
gendtipos por local de cultivo. Embrapa Trigo, Passo Fundo —

RS, 2013
Victor Passo Teixeira
Genotipo Bagé Candoi Guarapuava Graeff Fundo Pinhdo Soares
mg/100g DM
BRS Brau 830* 798% 837* 865 949  718*  737*

BRS Caué 838*  789* 840* 831* 956  768* 797*
BRS Elis 779%  733% 807* 999 999  722% 654

MN 610 743*%  689%* 650%* 720* 924 676* 629%*
MN 743 853 T57* 755% 888 928 641 663
MN 6021 860  783* 682* 924 879  T67* 640%*
Scarlett 796*  695* 802* 970 1021  665* 688
PFC 2007020 855 831* 710%* 923 904  692%* 695
PFC 2007052 781* 683* 742%* 920 917 642 624*

PFC 2007057 791* 728%* 757* 808*  842*  671* 656
PFC 2007103 787* 834* 774%* 829* 913  770*  645%*
BRS Korbel 860  803* 771%* 826* 920  815* 698

*Variavel aceita indicando qualidade para a malteag@o.

Dentre os tratamentos, as cultivares BRS Caué e MN 610
e as linhagens PFC 2007057 e PFC 2007103 apresentaram igualmente
melhor desempenho para a variavel, tendo seus indices considerados

satisfatorios em seis dos sete locais testados. Contrariamente, a
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cultivar MN 743 foi insatisfatoria para a varidvel em cinco dos sete
locais testados. Considerando as médias dos genotipos nos locais,
observou-se que as cultivares MN 610, MN 743, MN 6021 e as
linhagens PFC 2007052, PFC 2007057 e PFC 2007103 apresentaram
indices favoraveis para a variavel (Tabela 13).

Pela comparagdo de médias (Tabela 8), houve diferenca
significativa entre os genotipos BRS Caué e MN 610 para esta
caracteristica, sendo que ambos obtiveram médias satisfatorias. No
caso do coeficiente de variagdo, considerando local e gendtipo,
observou-se que a influéncia maior e estatisticamente significativa foi
do local, dado este que concorda com Savio & Aguinaga (2011), para
0s quais o nitrogé€nio solivel é mais fortemente influenciado pelo
ambiente do que pelo genotipo.

Quanto aos teores de nitrogénio solivel e de Kolbach,
estes estdo relacionados com a solubilizagdo proteica do malte
(EUROPEAN BREWERY CONVENTION, 1997). Passarella et al.
(2003) afirmaram que a quantidade de nitrogénio solivel no mosto ¢
importante para a sustentagdo do crescimento das leveduras e do
metabolismo. Assim, quanto maior a atividade das enzimas
proteoliticas durante a malteagdo, maior serd o valor do nitrogénio
soluvel. Entretanto, um elevado indice de nitrogénio solivel promove
efeito negativo na estabilidade fisico-quimica da cerveja.

O indice de Kolbach ¢ importante para informar sobre a
modificacdo da proteina e é fornecido pela relagdo entre o nitrogénio
solivel e o  nitrogénio total (EUROPEAN BREWERY
CONVENTION, 1997). Conforme Tschope (1999) e EBC (1987), o

valor padrdo para esta andlise ¢ de 38 a 44%, sendo que neste trabalho
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os valores de referéncia foram conforme o especificado pela EBC

(Tabela 14).

Tabela 14 - Analise indice de Kolbach a partir da micromalteag¢ao de gendtipos
por local de cultivo. Embrapa Trigo, Passo Fundo— RS, 2013

Victor Passo Teixeira
Gendtipo Bagé Canddéi Guarapuava Graeff Fundo Pinhdo Soares
%
BRS Brau 43%  42% 45 48 43% 42% 43%
BRS Caué 46 42% 43% 46 44%* 42% 42%
BRS Elis 43%  41%* 44* 48 47 40* 44*
MN 610 40% 35 29 38%* 42% 37 30
MN 743 44%* 36 35 43% 40%* 36 33
MN 6021 43% 45 40 44* 40* 44% 41*
Scarlett 43%  38%* 43* 48 45 38%* 48
PFC 2007020 40*  40%* 38%* 47 45% 35 37
PFC 2007052 37 32 37 46 45 35 35
PFC 2007057 41*  42% 38%* 42% 41% 39% 40%
PFC 2007103 41%* 37 39% 44%* 42% 39% 39%
BRS Korbel 46 42% 42% 48 43* 44* 43*

* Variavel aceita indicando qualidade para a malteagdo.

Observou-se que os melhores locais foram Bagé/RS e
Passo Fundo/RS, onde nove dos doze tratamentos apresentaram
qualidade para esta variavel e o local menos favoravel foi Victor
Graeft/RS, em que sete dos doze tratamentos testados ndo atingiram o
padrdo minimo pela EBC (1987). No caso dos tratamentos, a linhagem
PFC 2007057 apresentou melhor desempenho em todos os locais
testados. Ja a linhagem PFC 2007052, mesmo apresentando-se
insatisfatoria para os mesmos locais, apresentou niveis satisfatorios na
média geral (Tabela 8). Ambas as linhagens diferiram parcialmente na
comparagdo de médias a 1%, e o Gnico gendtipo que ndo atingiu a

média satisfatoria para a variavel foi a cultivar MN 610 (Tabelas 8 e 9).
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Pela analise do coeficiente de variacao, considerando local
e genodtipo, observou-se que o indice de Kolbach sofreu influéncia
tanto do local quanto do genotipo. Diversos estudos encontraram
dados similares informando que esta varidvel ¢ fortemente
influenciada por ambas caracteristicas (SILVA et al., 2000;
KACZMAREK et al., 2002; AMABILE et al., 2008; SARKAR et al.,
2008; FOX, 2010).

Para os teores de B-glucanos, Palmer (1999) indica que o
valor padrdo para esta analise deve ser <100 ppm mg/L; Brennan et al.
(1996) indicam <145 ppm mg/L e Tschope (1999) informa que deve
ser <250 ppm mg/L, contrapondo do que ¢ informado pela EBC
(1987), que deve ser < 200 ppm mg/L, indice este que foi utilizado

como referéncia no presente estudo (Tabela 15).

Tabela 15 - Andlise de B-glucanos a partir da micromalteacdo de gendtipos por
local de cultivo. Embrapa Trigo, Passo Fundo — RS, 2013

Victor Passo Teixeira
Genotipo Bagé Cand6i Guarapuava Graeff Fundo Pinhdo Soares
ppm mg/L
BRS Brau 637 271 249 170* 260 277 536
BRS Caué 519 662 766 192%* 298 834 708
BRS Elis 846 581 778 144* 231 749 622
MN 610 803 633 937 937 720 937 937
MN 743 526 937 910 303 690 871 937
MN 6021 763 558 625 266 795 937 618
Scarlett 577 552 847 245 257 899 641
PFC 2007020 770 315 296 95%* 274 937 721
PFC 2007052 937 863 937 282 243 937 937
PFC 2007057 791 542 937 215 808 937 937
PFC 2007103 750 657 937 192%* 736 722 937
BRS Korbel 275 246 621 120* 212 548 518

* Variavel aceita indicando qualidade para a malteacgao.
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Destaca-se que a cevada cervejeira deve apresentar teores
baixos de B-glucanos (AASTRUP & ERDAL, 1980; GALLANT et
al., (1991); BRENNAN et al., 1996), pois teores altos propiciam a
formacao de coloides, prejudicando o processo de fabricagdo de
cerveja na etapa de filtragdo.

Neste trabalho, observou-se que, de forma geral, os locais
e gendtipos apresentaram insuficiéncia para esta variavel (Tabela 9),
com excecao de Victor Graeff/RS, onde seis dos doze gendtipos
atingiram o padrdo minimo pela EBC (1987). Entre os tratamentos, a
maior diferenga estatistica, observada pela comparacdo das médias, foi
entre BRS Brau e MN610, onde a primeira cultivar foi a que obteve o
melhor indice (mesmo que insatisfatorio na média geral), enquanto
que a segunda foi insatisfatoria em todos os locais ¢ obteve o indice
menos satisfatorio no teste de comparagao de médias (Tabela 8).

Diante dos resultados do coeficiente de variagdo para local
e genotipo (Tabela 7), observou-se que o teor de p-glucanos foi
influenciado tanto por gendtipo quanto por local/ambiente, o que
corrobora com outros trabalhos que citam esta interacdo sobre a
variavel (POWELL et al., 1985; HENRY, 1986; NARASIMHALU et
al., 1995; FASTNAUGHT et al., 1996; MOLINA-CANO et al., 1997;
ZHANG et al., 2001; OGUSHI et al., 2002b; YALCIN et al., 2007).

A a-amilase, por sua vez, ¢ uma enzima que desenvolve
um papel crucial na transformagdo do amido em maltose. Assim,
indices baixos desta varidvel acarretam problemas na fabricacdo da

cerveja (HOSENEY, 1994; GEORG-KRAEMER et al., 2001) .
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Peterson (2001) indica que o valor padrao para a a-amilase

no malte deve ser > 20 DU, contrapondo do que indica a EBC (1987)

que deve ser > 45 DU, referéncia usada no presente trabalho (Tabela 16).

Tabela 16 - Analise de a-amilase a partir da micromalteagdo de gendtipos por local

de cultivo. Embrapa Trigo, Passo Fundo — RS, 2013

Victor Passo Teixeira
Genotipo Bagé Candoi Guarapuava Graeff Fundo Pinhdo Soares
DU
BRS Brau 85,3* 67,5*% 42,6 57,5% 63,1* 559*  50,3*
BRS Caué 83,7 69,2%* 42,6 69,9* 70,6% 62,5* 654*
BRS Elis 91,0% 71,2% 24,2 83,4* 41,5 59,4%  55,6*
MN 610 48,5% 41,1 43,6 492% 438 36,5 32,1
MN 743 65,5% 63,5*% 33,7 62,2* 532% 428 39,9
MN 6021 64,4% 582% 36,6 73,8*% 57,3* 46,1*  53,5%
Scarlett 94,7*  73,4% 39,0 103,8* 72,1* 71,5%  67,0%
PFC 2007020 72,4* 51,0% 32,6 58,8* 458* 40,5 449
PFC 2007052 84,2* 56,3* 35,1 89,7*  60,9* 47,0%¥  52,1%*
PFC 2007057 80,9* 62,9* 42,5 83,2* 59,3* 523*%  54,8%*
PFC 2007103 90,5* 61,0* 33,7 65,2* 53,1* 532%  542%
BRS Korbel 93,9* 73.4%* 44,1 69,7* 67,9* 629* 629*

* Variavel aceita indicando qualidade para a malteacao.

Para esta variavel, observou-se que os melhores locais

foram Bagé/RS e Victor Graeff/RS, onde todos os tratamentos

apresentaram niveis satisfatorios. Contudo, o local menos favoravel

foi Guarapuava/PR, onde todos os tratamentos testados ndo atingiram

o padrao minimo. De modo geral, nos demais locais os tratamentos

apresentaram bom desempenho. Para os tratamentos, somente a

cultivar MN 610 apresentou dados insatisfatorios em cinco dos sete

locais testados, sendo que este dado corrobora com a andlise de

comparagdo das médias que indica a MN 610 como a cultivar que
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mais diferencia do restante dos gendtipos estudados e a inica que nao
atinge indice minimo para a variavel (Tabela 8).

Para a média dos locais, segundo a Tabela 9, os gendtipos
BRS Caug, Scarlett, PFC 2007057 e BRS Korbel apresentaram médias
consideradas “Muito Bom” para a variavel. Pela anélise do coeficiente
de variacdo (Tabela 7), observou-se que esta varidvel ¢ influenciada
igualmente por ambos fatores, dados estes que vao ao encontro do que
citam Yan et al. (1999), quando analisaram em seus estudos a forte
relagdo do genotipo x ambiente nas analises de a-amilase.

Para a varidvel de poder diastatico, Bamforth & Barclay,
(1993) citam que o valor padrio para esta analise deve ser >230 WK;
Tschope (1999) indica que este valor deve ser >200 WK. Ambos
divergem do padrao da ASBC (1958) de >220 WK, selecionado para
este trabalho (Tabela 17).

Tabela 17 - Analise de poder diastatico a partir da micromalteagdo de gendtipos por
local de cultivo. Embrapa Trigo, Passo Fundo — RS, 2013

Victor Passo Teixeira

Genotipo Bagé Cand6i  Guarapuava Graeff Fundo Pinhdo  Soares
WK

BRS Brau 427,9* 351,3* 310,7* 314,5*%  434,5% 336,3*  317,3*
BRS Caué 514,1*%  512,9* 373,0* 386,9* 515,0% 458,1*  441,0*
BRS Elis 419,4*  347,1%* 225,5% 443,8* 339,0% 322,8%  296,8%
MN 610 361,7%  296,3* 259,0%* 288,5* 322,0% 264,5%* 286,8*
MN 743 515,2*%  412,6* 302,8%* 421,9*%  439,3* 341,6* 351,7*
MN 6021 360,4* 319,3* 272,5% 351,0%  357,4* 2822*%  289,6*
Scarlett 456,0*  371,6* 253,2% 544.2*%  470,7% 377,1*  310,5*

PFC 2007020 542,77 414,2* 333,7* 459,6*  419,8* 308,7*  422,9*
PFC 2007052 397,4*% 351,8* 259,1%* 450,7%  385,6% 2672*  316,2*
PFC 2007057 511,0% 422,8* 349,2% 521,5%  445,3*% 341,9%  396,4*
PFC 2007103 594,3*  417,6* 301,8* 394,3* 394,77 380,6% 368,5*
BRS Korbel 490,6*% 423,3* 257,7* 381,0% 433,3*% 322,9*% 352,1%

* Variavel aceita indicando qualidade para a malteagao.
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Observa-se na Tabela 17 que todos os genoétipos e locais
foram satisfatorios para esta varidvel. Porém, pelo teste de
compara¢ao das médias, a cultivar MN 610 obteve a menor média e,
mesmo diferenciando estatisticamente dos demais gendtipos
analisados (Tabela 8), atingiu escore satisfatorio para a varidvel
(Tabela 9). Os teores de poder diastatico foram afetados igualmente
por local e gendtipo (Tabela 7), o que € aceitavel para esta varidvel,
quando comparado com os dados de Yan et al. (1999).

Para a variavel de FAN, tanto Zschoerper (2009) ¢ ASBC
(1958) citam que este o valor deve ser > 160 mg/L. No presente
trabalho, observou-se que o local foi decisivo para a qualidade desta
variavel (Tabelas 7 e 18), sendo que em Bagé/RS, Passo Fundo/RS e
Victor Graeff/RS todos os tratamentos apresentaram qualidade,
enquanto que em Guarapuava/PR e Teixeira Soares/PR todos os
tratamento testados ndo atingiram o padrio minimo pela ASBC

(1958).
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Tabela 18 - Andlise de FAN — amino nitrogénio livre, a partir da micromalteagao
de genotipos por local de cultivo. Embrapa Trigo, Passo Fundo— RS,
2013

Victor  Passo Teixeira
Genotipo Bagé Cand6i Guarapuava Graeff Fundo Pinhdo Soares

mg/L

BRS Brau 214,0* 173,4* 128,1 205,0% 226,6*% 184,6% 152,8
BRS Caué 188,7* 168,4* 132,5 219.4* 247,5% 177,3* 158,1

BRS Elis 202,4* 144,0 103,4 284.4* 187,7% 149,2  147.8
MN 610 160,7* 129,9 127,5 174,6% 207,9*% 127,2 1243
MN 743 208,5*% 173,5% 118,6 218,6% 220,2* 156,9 140,5
MN 6021 204,9*% 139,3 115,2 234,9*% 227,0% 141,0 149,6
Scarlett 198,3* 146,2 123,7 265,9*% 251,0% 171,1* 148,0

PFC 2007020 206,7* 138,6 118,6 241,6* 198,8% 136,3 1343
PFC 2007052 182,3* 1294 113,0 232,3* 220,6* 143,3 135,1
PFC 2007057 172,9* 1339 122,5 231,0% 190,1* 138,1 131,1
PFC 2007103  205,8* 135,9 109,7 216,2* 199,8*% 1483 1289
BRS Korbel 234,6* 171,6* 136,0 237,0% 224,8* 160,0%* 154,0

* Variavel aceita indicando qualidade para a malteagdo.

Comparando-se todos os locais, as cultivares que
apresentaram melhor desempenho foram BRS Brau, BRS Caué¢ e BRS
Korbel, sendo satisfatorias para a analise em cinco dos sete locais
testados. Pelo teste de comparacdo de médias, estas cultivares
diferiram parcialmente entre si, e diferiram totalmente com a cultivar
MN 610, que obteve a menor média para a variavel, sendo
considerada insatisfatoria (Tabela 9).

Diante do exposto, e fazendo-se uma analise ampla através
do teste de comparagdo das médias (Tabela 8) para todas as varidveis
avaliados da micromalteacdo, observou-se que os tratamentos BRS
Brau, BRS Elis, Scarlett ¢ PFC 2007057 obtiveram o maior numero de

variaveis positivas para qualidade de malte.
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Estes dados demonstram que as cultivares nacionais
equiparam-se igualmente as internacionais quanto a qualidade,
principalmente se comparadas com a cultivar Scarlett que ¢
reconhecida mundialmente por seu desempenho. Para a interagao
genodtipo x ambiente, o local que teve melhor desempenho, dentre a
maioria das analises, foi Victor Graeff/RS (Tabela 19). Considerando-
se os resultados ndo satisfatorios, nenhum local teve destaque, porém
para tratamento, foi observado desempenho insatisfatorio para a
cultivar MN 610 (Tabela 9).

Borowsky (2012) analisou o desempenho das cultivares
BRS Elis, BRS Caué, MN 743, MN 610, Scarlett, em quatro locais de
cultivo, quanto a qualidade de malte e observou que Victor Graeff/RS
apresentou as melhores médias para as variaveis analisadas.

As variaveis de micromalteacdo sdo, em sua maioria,
correlacionadas entre si. Segundo Fox et al. (2003), por exemplo,
valores elevados de proteinas possuem correlagdo negativa com teores
de carboidratos influenciando o extrato, fazendo com que seja
necessario dispender mais tempo no processo de malteagdo e
consequentemente aumento dos custos industriais (KUNZE, 2006).

Conforme mencionado por Borowsky (2012), o
desenvolvimento de uma cultivar que retina de forma equilibrada e
satisfatoria todos as variaveis para qualidade de malte ¢ o foco de todo
melhorista. Porém, as varidveis ambientais e genéticas que limitam
este objetivo sdo diversas. Associado a isso, ressalta-se que todas as
caracteristicas avaliadas sdo determinadas por vdarios genes,
apresentando heranga quantitativa e fortemente influenciados pelo

ambiente, condi¢do esta que dificulta o melhoramento da cevada para
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as caracteristicas de qualidade de malte (RAMALHO et al., 2004;
FALCONER, 1981; PATERSON et al., 1991).

As interagdes de genétipo x ambiente sdo complexas e
influenciam diretamente nas caracteristicas fenotipicas da cultura por
se tratarem de um fenomeno biologico, genético, que envolve a
regulagdo de genes modulados pelos fatores externos e interagdes de
moléculas que atuam na sinalizagdo celular. Portanto, conhecer
melhor a interacdo genotipo X ambiente permite aos melhoristas
explorar seus efeitos benéficos e contornar seus efeitos indesejaveis
no trabalho de avaliacdo e indicagao de cultivares (RAMALHO,
2001).

Além do mencionado, ¢ conforme Mufioz-Amatriain et al.
(2010), ainda ndo existe defini¢do Unica para a qualidade de malte,
uma vez que tanto as praticas de malteagdao, como as de melhoramento
genético, variam em todo o mundo. Além disso, pelo fato do grande
numero de varidveis que contribuem para a qualidade de malte estar
inter-relacionados, a compreensdo inicial do controle genético esta

apenas comec¢ando a emergir.
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4.2 Micromalteacdo, marcadores moleculares genémicos e

diversidade genética

Os genotipos também foram avaliados e agrupados de acordo
com a sua diversidade genética, por meio da andlise da distancia
Euclidiana, visando identificar os gendtipos mais proximos € com isso
poder auxiliar em programas de melhoramento genéticos futuros,
principalmente no momento de selecdo dos parentais para os
cruzamentos e retrocruzamentos.

Para a andlise diversidade genética foram selecionadas
somente as caracteristicas de micromalteacdo que apresentaram
significancia tanto do gendtipo quanto do da ambiente, ou seja, indice
de Kolbach, B-glucanos, a-milase, e poder diastatico. As varidveis que
sofreram variagdo apenas do local foram descartados desta analise,
uma vez que o foco foi abordar os aspectos genotipicos. Para tal,
foram realizadas andlises conjuntas com os resultados obtidos da
micromalteacdo com das analises moleculares utilizando os 16
marcadores  microssatélites ~ gendmicos que  apresentaram
polimorfismo dentre os 56 testados (Apéndice 1).

Primeiramente, foi gerada a matriz da distdncia genética
(Tabela 20) considerando os resultados da micromalteacdo e seu
respectivo dendrograma (Figura 5) seguido da matriz dos dados
moleculares (Tabela 21) e do seu dendrograma (Figura 6), buscando-
se uma relagdo entre estas analises.

Para relacionar dados genotipicos e fenotipicos, todos os
métodos estatisticos ja propostos podem ser eficazes, porém ha um

consenso em geral de que a andlise conhecida como "modelo misto",
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que se baseia em utilizar varias ferramentas, ainda ¢ melhor para este
tipo de investigacao (YU et al., 2006).

Comparando-se os dois dendrogramas com os seus
respectivos pontos de corte, verifica-se a formagdo de trés grandes
grupos considerando o dendrograma que comparou os genodtipos
através dos dados de micromalteagdao (Figura 5) e cinco grupos no
dendrograma que comparou os genotipos através dos dados de
marcadores moleculares (Figura 6). Os agrupamentos podem ser
comparados na Tabela 22 que também sinaliza os gendtipos presentes
nos mesmos grupos em cada dendrograma.

Analisando a Tabela 22, observou-se que as cultivares BRS
Brau, BRS Caué, BRS Elis, MN 743 e a linhagem PFC 2007020
ocuparam os mesmos grupos independentes do dendrograma. Porém,
o dendrograma obtido através de dados moleculares indica a formagao
de dois grupos a mais que o dendrograma obtido através de dados de

micromalteagao.
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Tabela 22 — Distribui¢do dos genotipos através dos
grupos formados no dendrogramas de
micromalteagdo e no dendrograma de
marcadores moleculares . Embrapa Trigo,
Passo Fundo — RS, 2014

Grupos nos dendrogramas

Genotipos Malteagdo Molecular
BRS Brau | |
BRS Caué 1 1
BRS Elis 1 1
MN 610 11 1l
MN 743 Il Il
MN 6021 111 11
Scarlett 11 1
PFC 2007020 1 "
PFC 2007052 I v
PFC 2007057 111 I
PFC 2007103 1 I
BRS Korbel I \V4

Em negrito: gendtipos que se encontram no mesmo
grupo entre os dois dendrogramas

A partir deste dados, podemos inferir que as informagdes
obtidas através de marcadores moleculares sao mais especificas para
identificar a diversidade genética dos materiais do que as informacgdes
obtidas através da micromaltea¢do. A maior por¢do de variagao entre
os gendtipos foi, provavelmente, decorrente do elevado nivel de
polimorfismo dos marcadores utilizados como ja relatado em estudos
desenvolvidos em outras culturas (PRIOLLI et al., 2004).

A domesticagdo e selecdo de cevada acumularam alelos
favoraveis em multiplos loci que determinam a qualidade de malte.
Muitos dos determinantes destes componentes, como a atividade o-

amilase sdo conhecidos. No entanto, as pesquisas ainda estdo em
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processo de desenvolvimento de uma compreensdo abrangente de
como os determinantes individuais interagem para determinar os
fenotipos finais. Em termos de diversidade genética para estes
varidveis, ainda hd que se desenvolverem muitos estudos quanto aos
alelos que determinam essas caracteristicas. Assim sendo, os alelos
especificos que foram acumulados nos principais grupos de
germoplasma de cevada podem ser diferentes, com base em
preferéncias regionais e deriva genética (HAYES et al., 2003).

Ganhos genéticos relativamente baixos para qualidade de
malte podem ocorrer devido a baixa média de herdabilidade dos
caracteres (HAN et al., 1997). O exemplo disso, sdo estudos
realizados por Kaeppler & Rasmusson (1991) que mostram resultados
onde a herdabilidade para os genes que codificam a atividade da o-
amilase, variam de 37 a 65% a partir de progénies F, e Fs,
respectivamente. Estes dados confirmam as afirmacgdes de Hayes et al.
(2003) e Ullrich et al. (1997), onde abordam que quantificar as
variagoes caracteristicas de qualidade de malte ¢ um processo dificil e
trabalhoso devido a heranga complexa deste tipo de fenotipo.

No dendrograma obtido pelos marcadores moleculares
(Figura 6) observou-se que alguns gen6tipos com parentais proximos
ou iguais em sua genealogia (Tabela 4) foram agrupados com menor
distancia, resultado que ja era esperado.

Diversos estudos tém sido desenvolvidos usando
marcadores microssatélites associados as caracteristicas morfologicas
para aprofundar o conhecimento da diversidade genética em genotipos
de trigo (LUBBERS et al., 1991; DVORAK et al., 1998; PESTSOVA
et al., 2000; SAEIDI et al., 2006; TAHERNEZHAD et al, 2010).
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Kashi & Soller (1998) sugeriram que alguns
microssatélites estariam associados a codificacdo de proteinas e
também ao processo de transcrigdo em muitos organismos. Outros
estudos sugerem que varios locos microssatélites em soja, por
exemplo, apresentaram associa¢do com genes de resisténcia a fungos e
nematoides (PALMER et al., 1992; MIAN et al., 1999; SCHUSTER
et al., 2001; FRONZA, 2003). Entretanto, segundo Semagn (2002), a
maioria dos estudos nesta area encontraram dificuldades em relacionar
dados morfolégicos com dados genéticos nos casos em que foi usado
um numero restrito de marcadores moleculares. Porém, nos casos em
que foi usado um expressivo numero de marcadores, se tornou
possivel uma cobertura mais abrangente do genoma e com isso uma
correlacdo igualmente mais eficiente dos dados.

Portanto, para o inicio de um estudo que visa relacionar
caracteres morfologicos a marcadores moleculares com o intuito de
observar a diversidade, se faz necessario o uso de marcadores
microssatélites distribuidos aleatoriamente e de forma abrangente em
todo o genoma para melhor diferenciar os gendtipos

(TAHERNEZHAD et al., 2010).

4.3 Micromalteacdo, marcadores moleculares associados a

gualidade de malte e diversidade genética

Dentre os marcadores moleculares microssatélites
polimérficos, identificados neste estudo, nove foram selecionados por
estarem associados a qualidade de malte, segundo bibliografia

consultada (Apéndice 2). Do mesmo modo que as andlises anteriores,
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também foram comparados os resultados de micromalteagdo para os
variaveis que sofreram influéncia do gendtipo com os resultados dos
marcadores microssatélites especificos. Neste caso, a Tabela 24
apresenta a matriz obtida, a Figura 7 o dendrograma gerado e a Tabela
25 a comparacdo dos gendtipos quanto aos grupos formados no
dendrograma.

A partir da andlise dos nove marcadores moleculares
especificos, houve a formagdo de cinco grupos distintos, onde
observa-se que para os dados fenotipicos os gendtipos que se
destacaram em qualidade apareceram nos mesmos grupos, bem como
tiveram a mesma formac¢do na andlise genotipica, exceto o gendtipo
PFC 2007057 que ¢ distinto em genealogia das demais pelo parental
Barke. Conforme verificado nas Tabelas 22 e 25, os gendtipos BRS
Brau, BRS Caué, BRS Elis ¢ PFC 2007020 se mantiveram nos
mesmos grupos. Porém, a cultivar MN 743 ndo apresentou relagdo
com os dados de micromalteacdo quando os marcadores foram
selecionados para qualidade. J& a cultivar BRS Korbel nao apresentou
relacdo com algum grupo do dendrograma de micromalteagdo, quando
os marcadores estavam associados a qualidade de malte, apresentou

relacdo entre os dendrogramas (Tabela 22).
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Tabela 24 — Distribuigdo dos gendtipos através dos
grupos formados no dendrogramas de
micromalteagdo e no dendrograma de
marcadores microssatélites para qualidade
de malte. Embrapa Trigo, Passo Fundo —

RS, 2014
Grupos nos dendrogramas
Gendtipos Malteagdo Molecular
BRS Brau | |
BRS Caué 1 1
BRS Elis 1 1
MN 610 111 1
MN 743 11 \Y4
MN 6021 111 111
Scarlett 11 111
PFC 2007020 " 1
PFC 2007052 I v
PFC 2007057 111 I
PFC 2007103 I I
BRS Korbel | |

Em negrito: genotipos que se encontram no mesmo grupo
entre os dois dendrogramas
Observa-se, pelas andlises de micromalteacdo
(Tabela 8), que as cultivares BRS Brau, BRS Korbel
apresentaram os melhores valores para qualidade e ambas sdo
apresentadas na Tabela 25 com grupos pareados entre dados
fenotipicos e genotipicos. Da mesma forma BRS Caué, BRS
Elis ¢ PFC 2007020 apresentaram niveis satisfatorios para as
quatro variaveis de malte considerados nesta andlise. Cabe
ressaltar que as cultivares BRS Brau e BRS Korbel tém a
cultivar BRS 195 como genitor em comum que se caracteriza
por apresentar um perfil de qualidade de malte, a qual atende a
maioria das especificacdes da industria cervejeira (EMBRAPA

TRIGO, 2014c).
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Mapas genéticos detalhados estdo se tornando cada
vez mais importantes na pesquisa genética teodrica e aplicada.
Entretando, a constru¢cdo de mapas genéticos de cevada com
SSRs tem sido dificultada pelo polimorfismo limitado (>30%)
que ¢ tipicamente encontrado em cruzamentos derivados de
germoplasma cultivado (ABLETT et al., 2003). Este problema
foi parcialmente tratado pela geracdo de mapas compostos,
construidos a partir de varias populacdes mapeadas para
melhorar a cobertura do genoma (ABLETT et al., 2003;
KARAKOUSIS et al., 2003; ROSTOKS et al., 2005; WENZL et
al., 2006). No entanto, a ordem dos loci pode ser dificil de
estabelecer, quando o numero de marcadores comuns entre
mapas individuais ¢ restrito. Essa ambiguidade ¢ uma limitacao
para certos tipos de andlises genéticas, tais como o desequilibrio
de mapeamento de ligagdo e estudos do genoma completo
(HEARNDEN et al., 2007).

Segundo Paux et al. (2012), a associagdo fenotipica
com marcadores moleculares pode se tornar muito eficiente se
considerar que os dados fenotipicos histéricos podem ser
utilizados para criar conjuntos de dados, e assim o unico custo
adicional entre analises de fenotipo/gendtipo seria a analise
molecular. Estes resultados sdo diretamente aplicaveis em um
programa de melhoramento permitindo a selecdo imediata dos
gendtipos utilizando marcadores.

Segundo Heffner et al. (2009), no inicio dos anos
1990, a selecdo assistida por marcadores ainda era considerada
uma ferramenta muito onerosa para os programas de

melhoramento e em vista disso, esta ferramenta era pouco
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utilizada. Porém, atualmente estes custos diminuiram muito e
tém facilitado a genotipagem em grande escala em programas de
melhoramento.

Neste contexto, varias iniciativas  publicas
objetivando o mapeamento genético de genes de importancia
agrondmica, via marcadores moleculares diversos, estdo em
andamento. Exemplos bem sucedidos sao o AGOUEB projeto
em cevada (WAUGH et al., 2010), o Triticeae Genome em trigo
e Cornell Panel para linhagens de milho (FLINT-GARCIA et
al., 2005). Essas iniciativas demonstram a importancia e o
potencial destas ferramentas moleculares como auxilio nos
programas de melhoramento genético.

O impacto econdmico do uso de marcadores
moleculares ¢ destacado pela Monsanto Company) que
informou que, de 2000 a 2006, a empresa constatou diminui¢ao
de seis vezes no custo por marcador molecular e, desta forma,
pode aumentar em quarenta vezes o volume dados visando
maior eficiéncia no seu programa de melhoramento genético
(EATHINGTON et al, 2007).

Deste modo, o emprego de marcadores moleculares
junto aos programas de melhoramento, torna-se cada vez mais
presente nas inumeras instituicdes de pesquisa. Para a selecao
assistida em cevada, o presente estudo levantou dados sobre
valores em reais (R$, moeda local) com o objetivo de elucidar
que dentro de um programa de melhoramento o custo/beneficio
desta ferramenta ndo ¢ mais tdo oneroso, principalmente se for
considerado o aumento e a disponibilidade de empresas que

prestam servicos de analises moleculares (Tabela 25).
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Tabela 25 — Custo para a prestacdo de servigos de micromalteagdo e analises
genéticas via marcadores moleculares. Embrapa Trigo, Passo
Fundo — RS, 2014

Prestacdo de servigos Valor médio por
gendtipo/amostra

Micromalteacao (09 varidveis) RS 100,00%*

Extra¢dao de DNA + analise com marcador SSR via

eletroforese em agarose RS 44,00

Extra¢dao de DNA + analise com marcador SSR via

eletroforese capilar RS 83,50

* Sem acréscimo de transporte internacional.

Os dados obtidos no presente estudo podem ser
utilizados de imediato nos programas de melhoramento. Cabe ao
melhorista avaliar e escolher adequadamente o método
empregado quanto a diversidade e especificidade genética para a
qualidade, otimizando o programa de melhoramento genético, ¢
diminuindo o periodo de tempo necessario na escolha dos
parentais, uma vez que estes sdao selecionados com mais
eficiéncia com base ndo s6é no fendtipo como também no
genotipo.

Contudo, o potencial de informagdes que as analises
fenotipicas, associadas a marcadores moleculares pode gerar
para um programa de melhoramento ainda nao foi plenamente
elucidado, sendo que o presente estudo foi um passo inicial

nesta vasta area da genética e melhoramento de plantas.
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5 CONCLUSOES

° As caracteristicas de micromalteagdo de todos os
genotipos sao altamente influenciadas pelo ambiente, embora
para as variaveis indice de Kolbach, B-glucanos, a-amilase e
poder diastatico ha também influéncia da interacdo genotipo x
ambiente, considerando-se o ano de 2012, em diferentes locais
no estado do Parana ¢ Rio Grande do Sul;

o Os gendtipos que apresentam melhor desempenho
baseado em dados fenotipicos para qualidade de malte foram
BRS Brau, PFC 2007057, BRS Elis e Scarlet, sendo Victor
Graeff/RS o local que apresenta melhores condigdes ambientais
para a expressao das variaveis;

° No ano de cultivo do presente trabalho, as cultivares
brasileiras apresentam qualidade de malte superiores a cultivar
padrdo internacional Scarlett, fator este que demonstra um
grande avango no melhoramento nacional;

° A distancia genética entre os gendtipos de cevada,
observada através de analises conjuntas de micromalteacdo e
dezesseis marcadores moleculares gendmicos demonstram que
cinco dos doze gendtipos analisados (BRS Brau, BRS Caué,
BRS Elis, MN 743 ¢ PFC 2007020) encontram-se no mesmo
grupo tanto na analise fenotipica quanto genotipica. A distancia
observada através de marcadores moleculares subdivide em
mais grupos do que através dos resultados de micromalteacao, o
que demonstra maior especificidade dos dados. Estas analises

podem orientar futuros cruzamentos visando qualidade de malte;
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° As cultivares BRS Brau, BRS Korbel apresentam os
melhores valores para qualidade de malte dentre os varidveis
que sofreram influéncia do gendtipo. Ambas cultivares
demonstram pareamento entre dados fenotipicos e genotipicos
quando considerados somente os nove marcadores moleculares

avaliados e associados a qualidade de malte.
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