UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA
SETOR DE CIENCIAS AGRARIASNE DE TECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM AGRONOMIA

PAMELA THAISA BRESSAN

QUALIDADE DAS SEMENTES DE CEVADA EM FUNCAO DA MATURIDADE
FISIOLOGICA: PARAMETRO FISIOLOGICO E EXPRESSAO GENICA
DIFERENCIAL DE ENZIMAS ASSOCIADAS A GERMINACAO

PONTA GROSSA
2018



PAMELA THAISA BRESSAN

QUALIDADE DAS SEMENTES DE CEVADA EM FUNCAO DA MATURIDADE
FISIOLOGICA: PARAMETRO FISIOLOGICO E EXPRESSAO GENICA
DIFERENCIAL DE ENZIMAS ASSOCIADAS A GERMINACAO

Dissertacdo apresentada a Universidade
Estadual de Ponta Grossa para obtencao do
titulo de Mestre em Agronomia - Area de
Concentracdo:  Agricultura. Linha de
pesquisa: Fisiologia, Melhoramento e Manejo
de Culturas.

Orientadora: Prof2. Dra. Ana Dionisia da Luz
Coelho Novembre.

Coorientadora: Profd. Dr2. Caroline de Jesus
Coelho.

PONTA GROSSA
2018



Bressan, Pamela Thaisa
B843 Qualidade das sementes de cevada em fun¢do da maturidade fisiol6-
gica: parametro fisiolégico e expressao génica diferencial de enzimas
associadas a germinacao/ Pamela Thaisa Bressan. Ponta Grossa, 2018.
72 f.

Dissertacao (Mestrado em Agronomia - Area de Concentracdo:
Agricultura — Linha de pesquisa: Fisiologia, Melhoramento € Manejo de
Culturas), Universidade Estadual de Ponta Grossa.

Orientadora: Profa. Dra. Ana Dionisia da Luz Coelho Novembre
Coorientadora: Profa. Dra. Caroline de Jesus Coelho

1. Hordeum vulgare. 2. Semente. 3. Germinacdo. 4. Malte. 5.

a-amilase. 6. f-amilase. I Novembre, Ana Dionisia da Luz
Coelho. 1. Coelho, Caroline de Jesus. III. Universidade Estadual de
Ponta Grossa. Mestrado em Agronomia. IV. T.

CDD : 633.16

Ficha catalogrifica elaborada por Maria Luzia F. Bertholino dos Santos— CRB9/986




"'I“ |lm||l' UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA
J u ||| I Sevor oe Cinaus Aariruss  oe TeowoLOGA
: PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGRONOMIA

CERTIFICADO DE APROVACAO

Titulo da Dissertagio: “Qualidade das sementes de cevada em funciio da maturidade
fisiologica: Parimetro fisiologico e expressio génica diferencial de enzimas

associadas a germinagio”.
Nome: Pamela Thaisa Bressan

Orientador: Ana Dionisia da Luz Coelho Novembre

Aprovado pela Comissdo Examinadora:

{\MJW

Prof Dr* Ana Dionisia da Luz Coelho Novembre

——= A\

PL-DF Rofirigo Rodrigues .\u}seuo

Data da Realizagdo: 28 de Setembro de 2018,



DEDICO a Deus e aos meus pais.



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela vida, protecéo e por me dar suporte na realizacdo de mais uma
etapa em minha vida.

A Universidade Estadual de Ponta Grossa e ao curso de Pés graduagio em
Agronomia.

A Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES),
pela concessédo da bolsa de mestrado.

A Prof. Dr2. Ana D. L. C. Novembre, pela orientacdo, dedicacio, compreensio
e por compartilhar seu conhecimento durante a realizacao desse trabalho.

A minha coorientadora Prof. Dr2. Caroline de Jesus Coelho, por sua dedicac&o
e por sempre estar disposta a me ajudar em todas as etapas deste trabalho.

Ao Prof. Dr. Rodrigo Rodrigues Matiello por disponibilizar o Laboratério de
Genética Molecular para execugdo de minhas analises, pelo auxilio e por compartilhar
seu conhecimento e, também, por ceder todos os materiais do laboratério.

A minha familia, principalmente meus pais, ao Tomas e meus amigos pelo
apoio. Agradeco em especial minha mée, Dilce, por sempre me incentivar e me ajudar
de forma incondicional.

A empresa Protecta, em particular aos Eng. Agronomos Fabio Schmidt e
Fernando Campagnoli, pela disponibilizacdo das areas para a coleta das sementes
utilizadas e por dedicarem parte de seu tempo para me auxiliar.

A empresa Gourmet Malz, principalmente a Lorna Hosoya, por disponibilizar
a micro maltaria para realizacao de parte deste trabalho e pela colaboracéo.

Ao Laboratério de Andlise de Sementes da Escola Superior Luiz de Queiroz,
principalmente a Eng. Agronbma MSc. Helena M. C. Pescarin Chamma por
compartilhar seus conhecimentos e me proporcionar mais seguranca para realizacéo
das analises.

Aos funcionarios da Universidade Estadual de Ponta Grossa, em especial a
Zima Richter pela colaboracéao.

A todos que de forma direta ou indireta colaboraram para essa realizagao,

meus sinceros agradecimentos.



BRESSAN, Pamela Thaisa. Qualidade das sementes de cevada em funcéo da
maturidade fisiolégica: parametro fisiolégico e expresséo génica diferencial de
enzimas associadas a germinacado. 2018. Dissertacdo de Mestrado em Agronomia
— Universidade Estadual de Ponta Grossa.

RESUMO

A germinacdo das sementes de cevada é essencial para a producdo do malte e a
degradacdo enzimatica do amido em acucares sollveis € parte do processo de
germinacado dessas sementes. O objetivo desse trabalho foi avaliar o parametro
fisiolégico de sementes de cevada, através de testes de germinacédo e de vigor, em
funcéo de diferentes momentos de colheita, armazenadas ou néo, e a influéncia da
expressao diferencial dos genes, que codificam as enzimas a-amilase e B-amilase.
Assim, as sementes das cultivares BRS Caué e Irina foram produzidas em 2017 e
colhidas aos 99 (32% de agua), 104 (19,18% de agua), 107 (17,92% de agua) e 114
(15,89% de &gua) dias apds a semeadura (DAS) para BRS Caué e 102 (32,76% de
agua), 107 (20,27% de agua), 121 (13,63% de agua) e 127 (17,43% de agua) DAS
para a Irina. A qualidade das sementes foi avaliada logo apés a colheita e apds o
armazenamento por 111 dias (BRS Caué) e 107 dias (Irina). As sementes mantiveram
dorméncia, principalmente na avaliacao inicial; a qualidade das sementes foi superior
guando colhidas aos 114 DAS (15,89% de agua) para as sementes da cultivar BRS
Caué e aos 107 (20,27% de agua) para Irina, sem variacdo da qualidade das
sementes avaliadas apds o armazenamento. O nivel da expresséao diferencial do gene
da a-amilase para as sementes da cultivar BRS Caué colhidas aos 114 DAS foi
superior, independentemente da época de avaliacdo e aos 99 DAS inicialmente. Para
Irina os maiores niveis de expressado foram obtidos quando as sementes foram
colhidas aos 127 DAS. O nivel de expressdo do gene da B-amilase foi superior para
as sementes colhidas aos 99 DAS para BRS Caué e aos 102 DAS para Irina avaliadas
logo ap6s a colheita, com reducdo ap6s o armazenamento. A dorméncia das
sementes favoreceu a manutencdo da qualidade fisiol6gica, independentemente do
momento em gque foram colhidas. Nao € possivel estabelecer correlacdo entre 0s
resultados dos testes de germinacdo e de vigor das sementes de cevada e a
expressao génica para este experimento, evidenciando a complexidade dessa relacao
e a necessidade de mais estudos que possam melhor elucida-la.

PALAVRAS-CHAVE: Hordeum vulgare. Semente. Germinacdo. Malte. a-amilase. -
amilase.



BRESSAN, Pamela Thaisa. Quality of barley seeds as a function of physiological
maturity: physiological parameter and differential gene expression of enzymes
associated with germination. 2018. Master's Dissertation in Agronomy - State
University of Ponta Grossa.

ABSTRACT

The germination of the barley seeds is essential for the production of malt and enzyme
degradation of the starch to soluble sugars, makes part of this seed germination
process. The objective of this study was to evaluate the physiological parameters of
barley seeds, from germination and vigor tests, depending of the harvests close to
physiological maturity, stored or not, and the influence of the differential expression of
the genes which codify to a amylase and 3-amylase enzymes. The seeds of BRS Caué
and Irina were cultivate in 2017 and harvested at 99 (32% water), 104 (19.18% water),
107 (17.92% water) and 114 (15.89% water) days after sowing (DAS) to BRS Caué
and 102 (32.76% water), 107 (20.27% water), 121 (13.63% water) and 127 (17.43 %
water) DAS to Irina. The seed quality was evaluated immediately after harvesting and
storage for 111 days (BRS Caué) and 107 days (Irina). The seeds kept dormancy,
mainly in the initial evaluation; (15.89% water) for seeds from BRS Caué and 107
(20.27% water) for Irina, without variation in the quality of the seeds evaluated after
storage. The differential expression level of gene coding to a-amylase, to the seeds of
BRS Caué harvested at 114 DAS, was higher, regardless of the evaluation time and
the 99 DAS. For Irina the highest levels of expression were obtained when the seeds
were harvested at 127 DAS. The level of expression of the gene coding to B-amylase
was higher for seeds harvested at 99 DAS for BRS Caué and 102 DAS for Irina initially
evaluated, with decrease after storage. Seed dormancy favored the maintenance of
seed quality, regardless of when they were harvested. It is not possible to establish a
correlation between the results of germination and vigor tests of barley seeds and gene
expression for this experiment, evidencing the complexity of this relationship and the
requirement for research that can better elucidate it.

KEYWORDS: Hordeum vulgare. Seed. Germination. Malt. a -amylase. B-amylase.
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1. INTRODUCAO

A cevada (Hordeum vulgare L.) € originaria da regido denominada na
antiguidade de “Fertile Crescent”, no Oriente Médio (STANCA, 2016). E um cereal
altamente adaptavel e esta distribuido por inimeras regides do mundo (ZHOU, 2010).

No Brasil o cultivo de cevada esta concentrado na regido Sul, uma vez que,
nesta regido as condi¢des de clima e de solo séo favoraveis ao desenvolvimento da
cultura. Em comparacdo a outros cereais de inverno, a cevada se torna uma boa
opcdo no que diz respeito ao ciclo da cultura, possibilitando a antecipacdo da
semeadura e da colheita, o que favorece o cultivo das culturas de verdo aumentando
a eficiéncia das areas agricolas.

A producdo no pais tem como objetivo principal o malte cervejeiro, destino
economicamente vantajoso para os graos de cevada, principalmente no cenario atual,
em gue houve o aumento da producao das cervejas artesanais. Neste tipo de produto
o0 malte da cevada é requerido em maior propor¢cédo (BOND et al., 2015). No entanto,
de acordo com Punda & Prikhodko (2009) existem padrdes especificos para a
comercializacdo da cevada para fins cervejeiros, como o tamanho e o teor de
proteinas nas sementes.

A area de producéo de cevada no Brasil no ano 2017 diminuiu 2,45% quando
comparada com a safra de 2016. Além disso, a produtividade que havia aumentado
de 2.568 kg ha! para 3.921 kg ha! da safra 2015 para a 2016, reduziu em 2017 para
2.667 kg hat. Dentre os estados produtores o Parana destacou-se na safra 2017 com
a maior produgéo, sendo de 169,1 mil toneladas (CONAB, 2017).

Segundo a Embrapa (2012), 75% da produc¢éo nacional séo destinados para
a industria, 19% para producdo de racdo animal e 6% representam o mercado da
producdo de sementes. A semente € o principal insumo para a producdo agricola,
condicionando a produtividade, tanto em quantidade como em qualidade, de forma
que a utilizacdo de sementes com qualidade diferenciada € fundamental para o éxito
de qualquer cultura (REUSS et al., 2003). Ainda, particularmente para o cultivo da
cevada, visando a malteacdo, a qualidade das sementes é essencial, visto que a
eficiéncia desse processo depende da germinacgao e do vigor das sementes.

A obtencdo de sementes com qualidade superior esta diretamente
relacionada com determinagdo do momento ideal de colheita. Neste sentido, verifica-
se gque o ponto de maturidade fisiolégica de uma semente caracteriza o momento ideal

para a colheita, uma vez que, atinge neste ponto seu maximo de germinacao e vigor.
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Segundo Delouche (1980) o intervalo entre a maturidade fisiolégica e a colheita é
critico, isso porque a partir da maturidade fisiolégica a semente estd apenas
fisicamente ligada a planta, com alta umidade, sujeita as intempéries e injurias. Com
a oscilacdo de umidade da semente pode haver prejuizos para a secagem natural e o
comprometimento da qualidade (SILVA, 2007).

No sentido de verificar a qualidade das sementes, o parametro fisiolégico é
regularmente estudado, devido as mudancas degenerativas de origem bioquimica,
fisiologica e fisica apdos a maturidade das sementes, as quais estdo diretamente
ligadas a reducdo de vigor (TUNES, 2009). A reducdo do parametro fisioldgico esta
relacionada com a alteragdo de processos bioquimicos que comprometem as
atividades metabdlicas. Dessas alteracfes destacam-se as mudancas das atividades
enzimaticas nos processos de sintese, nos compostos de reserva e nas membranas
celulares (McDONALD, 1999).

As enzimas hidroliticas atuam na conversdo do amido, principal forma de
reserva em cereais, em acucares soluveis (LI et al., 2014). S&o imprescindiveis para
o processo de germinacédo e de maltagem, destacando-se neste processo as enzimas
a e B-amilases (SCHMITT et al., 2013). Essas enzimas sédo produtos da expressao
génica e sdo significativamente influenciadas pelo ambiente, isso porque os genes
que controlam a sua expressdo manifestam-se em determinados estadios do
desenvolvimento e em 6rgédos e tecidos especificos ou, ainda, sob um determinado
estimulo (RAMIREZ et al., 1991).

A partir do exposto, a utilizacdo de ferramentas da biologia molecular
associadas ao controle de qualidade das sementes tem sido de grande valia, e vem
apresentado rapida evolucao para estes tipos de pesquisas. Dessa forma, tecnologias
de analise de expressao génica diferencial sdo muito importantes na comparacao de
processos bioldgicos. A técnica de gRT-PCR (quantitative real-time polymerase chain
reaction) tem se mostrado promissora em estudos que buscam ampliar o
entendimento dos processos envolvidos na formacéo e na preservacao da qualidade
das sementes, podendo assim, ser usada para avaliar a expressdo de genes

correlacionados a este carater durante o processo de germinacéo de sementes.
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar alteracdes no parametro fisiologico e na expressao diferencial de
genes que regulam enzimas importantes para os processos de germinagao e da

maltagem de sementes de cevada de duas cultivares comerciais.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

0] Avaliar o parametro fisiologico, através de testes de germinacéo e de
vigor, de sementes de duas cultivares de cevada colhidas em
diferentes momentos apos a maturidade fisiolégica e submetidas ou
nao ao armazenamento;

(i) Quantificar a expressdo diferencial dos genes responséaveis pela
regulagdo das enzimas a-amilase e B-amilase em resposta aos
momentos de colheita das sementes de duas cultivares de cevada

submetidas ou ndo ao armazenamento.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CEVADA

A planta da cevada (Hordeum vulgare L.) € da familia Poaceae, seu cultivo €
realizado com a espécie Hordeum vulgare L. que é classificada em duas subespécies,
Hordeum vulgare sp. vulgare, a qual representa todas as formas cultivadas, e
Hordeum vulgare sp. spontaneum, as cevadas selvagens (MINELLA, 2000). Séo
plantas diploides (2n=2x=14 cromomossomos), autdégamas, monoicas, herbaceas e
anuais (TUNES, 2009), sendo a principal caracteristica morfologica a inflorescéncia
em forma de espiga (NILAN & ULLRICH, 1993). E originaria da regido denominada na
antiguidade de Crescente Fértil (“Fertile Crescent”) no Oriente Médio, que hoje
compreende parte de paises como a Jordania, Siria, Turquia e Ird (STANCA, 2016).

As principais utilizagdes dessa planta sdo para a alimentagdo animal na
fabricacéo de racdes, pastagem, feno e silagem, assim como, a prepara¢ao do malte
na industria cervejeira, podendo ainda ser utilizada na fabricacdo de uisque e na
industria de fabricacé@o de farinha para panificacdo (AGROLINK, 2010).

A classificacao da cevada pode ser feita em funcéo da utilizacédo, da época da
semeadura e do posicionamento das sementes na espiga (ZCSHOERPER, 2009).
Assim, a cevada pode ser classificada como cervejeira ou forrageira, sendo que para
a cervejeira sdo estabelecidos padrdes quimicos, fisicos e biolégicos de qualidade
visando a producao do malte. Por outro lado, a forrageira por ndo se enquadrar nestes
padrdes, é destinada exclusivamente para a alimentacdo animal. Em relacdo a época
de semeadura pode ser classificada como cevada de inverno ou de veréo, sendo que
no Brasil apenas a cevada de inverno € cultivada (KUNZE, 1999; ZCSHOERPER,
2009).

A classificacdo usual para distincdo de variedades é baseada na posicao das
sementes na espiga, podendo ser duas e seis fileiras. A cevada de seis fileiras
corresponde a que tem seis flores em cada né da espiga central que, se fecundadas,
originardo as seis fileiras na espiga, essa cevada produz grdos de tamanhos
desiguais, achatados, menores e que tém mais proteinas quando comparados com
0s graos da cevada de duas fileiras (TSCHOPE et al., 1999). Na cevada de duas
fileiras apenas as flores centrais sao fecundadas, proporcionando o desenvolvimento

similar entre os grdos. Essa cevada é utilizada principalmente para a producao da
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cerveja, ja que possui quantidades relativas maiores de amido, pericarpo fino e teores
reduzidos de compostos fendélicos e amargos (KUNZE, 1999).

A cevada é o quarto cereal em importancia econémica no mundo, suplantado
apenas pelo trigo, arroz e milho, sua producéo esta concentrada principalmente nas
regides de clima temperado da Europa e América do Norte. A producdo mundial de
cevada em 2016 foi de 147.277,993 milhdes de toneladas em uma area colhida de
46.923,218 milhdes de hectares, sendo a Russia a maior produtora com 17.992,517
milhdes de toneladas, seguida pela Alemanha com producéo de 10.730,500 milhdes
de toneladas e a Franga com 10.306,008 milhGes de toneladas (FAOSTAT, 2018).

O aumento do rendimento da planta de cevada é considerado baixo quando
comparado com o dos demais cereais. A producdo mundial de cevada aumentou
aproximadamente de 100 milhdes de toneladas em 1960 para mais de 170 milhdes
de toneladas em meados dos anos 80 e diminuiu para 140 milhdes de toneladas em
2000. Em comparacao, a producao de arroz, milho e trigo tem aumentado de forma
continua nos ultimos anos, chegando a ser trés vezes mais do que no inicio dos anos
60. O aumento na producéo total de cevada deve-se principalmente ao incremento da
produtividade, isso devido a &rea de producdo que se manteve relativamente a mesma
ou até mesmo diminuiu nos ultimos anos (ZHOU, 2010).

Da producdo mundial, 65,8% ¢é destinada para alimentacdo animal, 18,9%
para o processamento industrial, 6,9% para sementes, 4,7% para a alimentacao
humana e 0,4% para outros usos (EMBRAPA, 2012).

A producdo de cevada é amplamente distribuida por inUmeras regifes do
mundo e é considerada o cereal mais adaptavel, podendo ser produzido em locais
onde outros cereais, como o milho e arroz, ndo se desenvolvem bem (ZHOU, 2010).
Devido a isso e aos seus inUmeros usos, as praticas de manejo sao bastante variaveis,
sendo as praticas de producdo da cevada destinada a producdo de malte as mais
rigorosas, devendo atender especificacdes de germinacéo, quantidade de proteinas e
tamanho de grdos (HORSLEY et al., 2016).

3.2 CEVADA NO BRASIL

No cenario nacional a producdo de cevada em escala comercial €
exclusivamente para a fabricagdo do malte cervejeiro. A expanséo dessa cultura em
nosso pais foi fomentada principalmente pelas industrias cervejeiras na década de 70

devido ao aumento do custo de importacdo. Desde entdo houve aumento significativo
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na area de producdo e, principalmente, na produtividade da cevada, gracas ao
incentivo oficial para construcdo de maltarias, financiamentos, garantia de precos da
producado e ao desenvolvimento de pesquisas pela Embrapa (EMBRAPA, 2012).

Atualmente o Brasil ocupa a 162 colocacédo na producao de cevada, a qual se
concentra na regido Sul do pais, devido a condi¢des favoraveis de clima e solo. Nessa
regido, o cultivo da cevada € uma opc¢do em funcéo do ciclo da cultura e da adaptagéo
ao frio; quando comparada aos demais cereais de inverno, possibilita a antecipacao
da semeadura e da colheita e o cultivo de outras culturas na propriedade (MINELLA,
2014).

Quando se trata de importacdo nosso pais passa a ser o 72 colocado, isso
porque a producéo nacional supre apenas 35% da demanda das maltarias nacionais
(MINELLA, 2014). Para suprir a demanda da indUstria cervejeira, sdo importadas em
torno de 400 mil toneladas de cevada anualmente e 1,3 milhdes de toneladas de
malte, sendo os paises do Mercosul os principais fornecedores (PORPINI, 2016).

Cerca de 91% da cevada semeada € proveniente da pesquisa nacional, as
cultivares BRS, que identificam as cultivares desenvolvidas pelo programa de
melhoramento genético liderado pela Embrapa. A maior parte das areas é cultivada
com os cultivares BRS Brau, BRS Elis e BRS Caué (MINELLA, 2016). No entanto,
empresas multinacionais procuram adaptar outros genétipos de cevada no pais, como
€ 0 caso das cultivares Danielle e Irina da empresa KWS, que foram lancadas no ano
de 2017 e que possuem potencial produtivo e qualidade para o malte diferenciada.

A area destinada para o cultivo de cevada na safra de 2017 foi de 109,2 mil
hectares, 2,45% a menos quando comparada a do ano de 2016. Ja a produtividade
reduziu 31,97%, de 3.920 kg hatem 2016 para 2.667 kg ha*em 2017. O estado do
Parand é o principal produtor com 169,1 mil toneladas, detentor de 58,05% da
producdo brasileira, seguido pelos Estados do Rio Grande do Sul com 118,8 mil
toneladas e Santa Catarina com 3,4 mil toneladas (CONAB, 2017).

Ainda segundo a Conab (2017) a reducéo na produtividade, principalmente no
estado do Parané é decorrente das condi¢des climaticas ndo favoraveis para a planta,
como o estresse hidrico nas fases de floracdo e de formacéo dos graos, além de um
outro fator agravante, que foi o atraso da colheita das lavouras tardias, em funcao do
excesso de chuva no final do ciclo da planta.

A regido de Guarapuava € responsavel pela maior parte da producdo do

Estado do Parana, no entanto, a regido de Ponta Grossa é a que mais expande sua
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producdo, com um avanco de 145% na area semeada na safra de 2015, com o
aumento da area de 12,5 mil hectares para 30,6 mil hectares (SEAB, 2015)

A producéo de cerveja no Brasil aumentou nos ultimos 30 anos, ocupando o
terceiro lugar no ranking mundial com 140 milhdes de hectolitros, atras apenas da lider
China (460 mi hl) e dos EUA (221 mi hl) e a frente da Alemanha (95 mi hl) e da Russia
(78 mi hl) (BRASIL, 2017). Atualmente estdo registradas 610 cervejarias no Brasil,
sendo que 91 destas foram registradas apenas no ano de 2017, esse crescimento se
da numa razdo de seis vezes, desde 2007 (BRASIL, 2017) e é devido as novas
tendéncias de mercado como as cervejas artesanais produzidas em micro maltarias.
Essa producdo crescente requer cada vez mais investimentos e estudos que
propiciem a otimizacdo da producdo de cevada, tanto em quantidade como em

qualidade.

3.3 QUALIDADE INDUSTRIAL DE CEVADA PARA MALTE

Em 1516 foi estabelecida uma Lei da pureza da cerveja “The Reinheitsgetbot”
gue limitava a producao da cerveja apenas com a utilizacdo do malte de cevada, do
lpulo e da &gua (PALMER, 2006). Outros elementos, atualmente, podem ser
adicionados na fabricacéo de cerveja, elementos esses que visam a reducdo do custo
de producdo, sendo os mais utilizados sdo o arroz, o milho e a cana de acucar
(KUNZE, 2006).

Ainda segundo Kunze (2006) o objetivo da malteacao é estimular alteracfes
basicas no metabolismo, conhecida como “solubilizagdo do grdo”, ou seja, a
decomposicdo do amido e das proteinas, induzindo a producao e a ativacao de
enzimas pré-existentes ou nao, que transformam substancias de alto peso molecular
em outros produtos de médio e baixo peso molecular, formando os componentes que
caracterizam o aroma, a cor e o sabor da cerveja.

A produgdo do malte representa uma forma econdmica favoravel
de destinagdo para os graos de cevada, especialmente nos Ultimos anos gragas a um
aumento da producéo de cervejas artesanais, que utilizam
o0 malte de cevada em maior propor¢cao (BOND et al., 2015).

Na portaria 691/96 do MAPA esta estabelecido que a cevada para ser
comercializada para fins de malteacdo deve ter os seguintes padrbes: germinacéo
minima de 95%, maximo de 12% de proteinas, grau de umidade maximo de 13%,

minimo de 95% de pureza varietal, maximo de 3% de material estranho e maximo de
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5% de graos avariados (BRASIL, 1996). Além desses parametros 0s graos sao
classificados por tamanho, com reflexos no preco pago pela industria cervejeira, em:
primeira classe: graos inteiros de cevada que ficam retidos nas peneiras de 2,8 € 2,5
milimetros; segunda classe: graos inteiros de cevada que passam pela peneira de 2,5
milimetros, mas que ficam retidos na peneira de 2,2 milimetros e terceira classe: inclui
0S graos que passam na peneira de 2,2 milimetros, acrescidos dos avariados, das
impurezas e matérias estranhas retidas em quaisquer das peneiras.

A preservacdo da germinacao das sementes de cevada apos a colheita €
essencial para o processo de maltagem da industria cervejeira. Esse processo se da
pela germinagéo da semente em temperatura, umidade e aeragao controladas, com o
objetivo de produzir enzimas em quantidades adequadas para a completa hidrolise do
amido e outros polissacarideos, apds essa etapa o processo é cessado pela secagem
do malte verde (VENTURINE FILHO, 2000).

O baixo teor de proteina é outra caracteristica importante, isso porque o
excesso de proteinas reduz a quantidade de amido e aumenta o tempo de maltagem.
Além disso, maior teor proteico equivale a maior teor de proteinas sollveis e
albuminas no malte, essas passam para 0 mosto, que podera dar origem a cerveja de
baixa estabilidade (FLORIANI, 2002). Os programas de melhoramento genético estdo
sempre em busca da sele¢cdo de genotipos que apresentem baixo teor de proteina no
grdao (MUURINEN et al., 2006). Outros fatores que contribuem para a preferéncia do
malte de cevada séo o alto indice de amido no gréao e enzimas, além do sabor e aroma
caracteristicos (KUNZE, 2006).

A otimizacdo do processo de maltagem tem sido grande motivagdo para
estudos de germinacdo de sementes de cevada (BRIGGS, 2002). Até quase o final
do século XX, a grande maioria dos estudos foram fisiolégicos, ja as pesquisas mais
recentes envolvem estudos moleculares como a transcriptdmica, protedmica e
metabolémica, analises que visam maior esclarecimento sobre parametros fisiolégicos
centrais e vias metabolicas. Para entender as implicagdes dos dados moleculares nos
estudos de germinagdo de sementes de cevada, o contexto fisiologico claramente
definido € um pré-requisito, incluindo a distingéo e fungédo dos tecidos da semente,
suas interacdes e mudancas durante a germinacéo e o desenvolvimento de plantulas
(DANERI-CASTRO et al., 2016).
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3.4 PARAMETRO FISIOLOGICO DAS SEMENTES DE CEVADA: COLHEITA E
ARMAZENAMENTO

A qualidade de sementes envolve diversos aspectos, sendo esses genéticos,
fisicos, fisiologicos e sanitarios. De acordo com Carvalho & Nakagawa (2000) esses
aspectos quando avaliados em conjunto possibilitam conhecer o real potencial de
utilizacdo das sementes. A avaliagdo do parametro fisiolégico € imprescindivel para
as decisbes em relacdo ao aproveitamento das sementes como material de
multiplicacéo.

O parametro fisiolégico das sementes é influenciado de forma direta pelo
gendtipo, sendo a qualidade maxima atingida na maturidade fisiolégica. A partir da
fertilizacdo ocorrem transformacdes bioquimicas, fisiologicas e morfoldgicas que
originardo o embrido, o tecido de reserva e o envoltorio da semente. O processo de
maturacao se estende até o momento em que se cessa a transferéncia de nutrientes
da planta mae para a semente, ponto em que se da a maturidade fisiol6gica (DIAS,
2001).

A maturidade fisiolégica € o momento em que se tem 0 peso maximo de
matéria seca e que comumente coincide com a maxima germinacao e 0 maximo vigor,
para a cevada isso ocorre quando a semente tem em torno de 30% de agua (ZIMMER,
2006).

A partir deste momento, havera a deterioracdo, cuja intensidade dependera
das condicbes ambientais entre a maturidade e a colheita e dos demais fatores da
producdo apos a colheita.

Delouche & Baskin (1973) sugeriram que apés atingir a maturidade fisioldgica
ocorre a seguinte sequéncia de transformacfes que causam a deterioracdo da
semente: degradacdo das membranas celulares, reducdo da atividade respiratoria,
atraso da germinacao, reducdo do potencial de conservacdo, reducédo da taxa de
desenvolvimento, reducdo da uniformidade, aumento da sensibilidade as
adversidades do ambiente, reducdo da emergéncia em campo, aumento da
guantidade de plantulas anormais e morte das sementes.

O intervalo de tempo entre a maturidade fisioldgica e a colheita € crucial para
a qualidade das sementes, isso porque nesse periodo de tempo as sementes ficam
expostas as condi¢cbes adversas do ambiente, e ainda, existe a probabilidade de que
ocorra a germinacao na propria espiga, fator que inviabiliza o gréo tanto para producgéo

de sementes como para a industria de malte (TUNES, 2008).
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Sendo assim, o ideal para manter a qualidade da semente é colher assim que
a maturidade fisiolégica seja atingida, mas devido as implicacdes praticas desse
processo, quando se refere a alta umidade, as sementes permanecem no campo
sujeitas a intempéries e outras formas de prejuizo até que se atinja umidade mais
baixa (BARROS & PESKE, 2006).

Outro ponto que influencia de forma decisiva a qualidade das sementes sao
as condicfes e o periodo de tempo em que essas sdo armazenadas. A manutencao
das caracteristicas da semente durante o periodo de armazenamento deve ser
considerada dentro do processo produtivo das culturas, isso devido ao papel crucial
da utilizacdo de sementes com alto padrao de qualidade para o sucesso de uma
lavoura (REUSS et al., 2003), como também, particularmente para a cultura da
cevada, para producéo de malte.

Para a maioria das plantas que sao propagadas por semente, a época de
colheita dificilmente coincide com a época de semeadura, o que obriga a
armazenagem dos gréos e sementes, essa € uma das etapas mais criticas para o
setor produtivo e pode determinar o sucesso da comercializacdo do produto agricola
(AGRINOVA, 2000)

Os padrdes de qualidade das sementes ndo podem ser melhorados durante
0 armazenamento, porém, as condicdes ideais favorecem a preservacio (PADUA &
VIEIRA, 2001). Os principais fatores atuantes durante o periodo de armazenamento
sdo a umidade e a temperatura, sendo que a baixa umidade do ar e as baixas
temperaturas sdo mais favoraveis, por que mantém reduzida a atividade metabdlica
do embrido (CARVALHO & NAKAGAWA, 2000).

Segundo Nery et al. (2004) a umidade relativa afeta a longevidade da semente
de forma mais acentuada e direta. Quando as sementes sdo armazenadas com teor
de agua superior a 13% ha danos causados por alteracbes no metabolismo celular,
como o aumento da atividade enzimatica e respiratoria das sementes (VIEIRA &
YOKOYAMA, 2000). A reducéo do teor de agua previne também o desenvolvimento
de fungos de armazenamento. Teores a partir de 13,5 a 14 % de agua favorecem o
desenvolvimento de Aspergillus spp. As duas principais sub espécies A. restrictus e
A. glaucus causam reducao da germinacgao e do vigor das sementes porque colonizam
em especial o embrido de sementes de cevada (LAZZARI, 2006).

As sementes quando submetidas a um determinado periodo de

armazenamento apresentam diferentes niveis de qualidade, isso devido as condi¢cdes
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a que essas sementes foram submetidas anteriormente. Sendo assim, sementes
danificadas durante a colheita e o beneficiamento conservam-se por menos tempo do
que as integras (CARVALHO & NAKAGAWA, 2000; TUNES, 2009).

3.5 GERMINAC}AO E DORMENCIA DE SEMENTES DE CEVADA

A semente de cevada € constituida pelo embrido, endosperma, camada de
aleurona e pericarpo. O pericarpo reveste a semente de cevada e regula a entrada de
agua e oxigénio, necessarios a germinacéo. A celulose é a principal constituinte do
pericarpo e é insollvel em agua, essa € uma das caracteristicas que torna a cevada
a principal opcéo para producédo de malte, pois essa estrutura € mantida durante o
processo protegendo o embrido durante a germinacao (TONIAZZO, 2014).

A camada de aleurona é delgada e envolve o endosperma, sendo composta
por células que sdo responsaveis pelo transporte hormonal em direcdo ao
endosperma e também por sintetizar enzimas hidroliticas como a-amilases, [-
amilases e B-glucanases. Essas células permanecem em um estado dormente, até a
hidratacdo da semente para atuarem no metabolismo.

O tecido de reserva de sementes de cevada é o endosperma (triploide). Esse,
é formado por células amilaceas que sédo utilizadas para manutencdo do embrido e
para o processo de germinacao, até o momento em que a plantula se torne autotroéfica.
Em torno de 70 a 80% do peso da semente é devido aos granulos de amido, os quais
sao revestidos por hemiceluloses e protoplasmas (proteinas) (TSCHOPE, 1999).

O embrido (diploide) de cevada representa de 3 a 4% da semente (TCSHOPE,
1999). Sua funcéo é reprodutiva e é formado por trés partes: cotilédone, epicotilo
(escutelo) e radicula. O cotilédone é o 6rgao responsavel pelo armazenamento de
reservas alimenticias e fornecedor de compostos organicos, propiciando o
crescimento do embrido durante a germinacgao. O epicotilo e a radicula completam o
eixo embrionario, e dardo origem as raizes e ao caule. O epicotilo, que se encontra
na parte superior do eixo embrionario é revestido por uma bainha protetora, conhecida
como coledptilo, e da origem ao primdérdio foliar. A radicula, envolvida pela coleorriza,
situada na extremidade inferior do eixo, origina as raizes (MERCIER, 2005).

O entendimento das funcdes de cada parte da semente € importante para
compreender conceitos basicos como o de germinacao, vigor e dorméncia. Segundo
Bewley (1997) a germinacdo das sementes se inicia com a embebi¢do de agua pela

semente e se torna completa com o aparecimento de um tecido embrionario, a
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radicula no caso da cevada, que se projeta através das estruturas circundantes.
Qualquer processo apos isso é correspondente ao crescimento e alongamento das
plantulas. Ja para Laburiau (1983) a germinacédo € um fenémeno biologico que pode
ser considerado botanicamente como a retomada do crescimento do eixo embrionario,
com o consequente rompimento do tegumento pela radicula. Entretanto, para os
tecndlogos de sementes, a germinacdo é reconhecida como tal, desde que as
plantulas apresentem tamanho suficiente para que se possam avaliar a hormalidade
de suas partes e a sua possibilidade de sobrevivéncia. A temperatura ideal para
germinacao de sementes de cevada € de 20°C. Segundo Reuss et al. (2003) a planta
da cevada é sensivel as precipitacdes pluviométricas no momento da colheita, o que
causa prejuizos para a germinacdo das sementes.

Outro conceito importante € o vigor de sementes, que segundo Delouche
(1980), é definido como uma propriedade inerente a semente e que determina o
potencial para uma emergéncia rapida e uniforme, e o desenvolvimento das plantulas
em condi¢cbes normais ou adversas. Varios sao os fatores que podem afetar o vigor
das sementes, 0s principais sdo a constituicdo genética, desenvolvimento e nutricao
da planta geradora, estadio de maturidade no momento da colheita, tamanho e peso,
integridade e grau de deterioracdo da semente (COPELAND & McDONALD, 1995).

Por fim, a dorméncia é considerada um estado de repouso fisiolégico em que
a semente, devido a sua estrutura ou composicdo quimica, possui um ou mais
mecanismos que bloqueiam a germinacdo (VILLIERS, 1972). Este fenbmeno tem
importancia fundamental na planta para a sobrevivéncia e producdo agricola, no
entanto, 0s mecanismos que regulam a dorméncia ainda ndo estao totalmente claros
(FINKELSTEIN et al., 2008; NONOGAKI, et al, 2014). Os niveis de dorméncia de
sementes geralmente diminuem durante domesticagéo para garantir que as culturas
tenham sucesso para germinar no campo. A compreensao dos mecanismos de
dorméncia podem facilitar a obtencdo de variedades de culturas com niveis
apropriados de dorméncia (RODRIGUEZ et al., 2015; LI et al., 2013).

O fenbmeno da dorméncia é considerado comum. Em ambientes naturais as
sementes nao germinam logo apos o rompimento da ligacdo com a planta mae, seja
ele de forma natural ou através da colheita realizada por animais, devido a
mecanismos internos, fisicos ou fisiolégicos, que bloqueiam a germinacdo. Esses
mecanismos estao programados geneticamente e ocorrem durante a formagéo e a

maturacdo da semente, de forma que, logo apos a dispersao, a semente ainda nao se
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encontra apta para germinar. Existem outros fatores além dos genéticos que podem
influenciar na dorméncia, como as condigcbes ambientais durante o periodo de
desenvolvimento e apés maturacédo das sementes (TUNES, et al., 2008%).

Para cevada, certo grau de dorméncia é considerado aceitavel ja que previne
a germinacdo precoce, ainda na espiga, especialmente em lugares como o Sul do
Brasil em que podem ocorrer periodos Uumidos e chuvas prolongadas durante a
colheita.

A regulacao da sintese e degradacao de AG (acido giberélico) e ABA (acido
abscisico) em diferentes fases da germinacdo controla os processos de germinacao
e dorméncia, sugerindo que as sementes de plantas desenvolveram um mecanismo
de regulacéo de transcricdo de DNA que pode prevenir expressédo antagonica desses
genes na mesma fase de germinacédo (AN & LIN, 2011). Segundo Holdsworth et al.
(2008), em Arabidopsis, a relacdo AG/ABA é crucial para a regulacdo da dorméncia e
germinacao de sementes. Quando a proporgdo é maior, a dorméncia é mantida. Em
contraste, quando a relacdo € menor, a dorméncia € liberada e a germinacéo é
favorecida.

O ambiente pode influenciar na intensidade que a dorméncia se expressa,
principalmente quando se trata de temperatura e a ocorréncia de precipitacdes
pluviométricas durante periodos criticos da fase de maturacéo. Estudo de Reiner &
Loch (1976) mostrou que entre 12 e 16 dias apds o espigamento, a dorméncia “curta”
era induzida por baixas temperaturas, enquanto a dorméncia mais” longa” era induzida

por temperaturas superiores a média.

3.6 ENZIMAS RELACIONADAS COM A GERMINACAO E O PROCESSO DE
MALTAGEM DA SEMENTE DA CEVADA

A producao de enzimas em sementes de cevada se da a partir da acéo de
horménios, os quais sao distribuidos com a hidratacdo da semente ao longo da
camada de aleurona (MAYA-AMPUDIA & BERNAL-LUGO, 2006). Durante a
germinacdo as enzimas a e B-amilase caracterizam-se por serem as principais
enzimas produzidas (ONYEKA & DIBIA, 2002; MURALIKRISHNA & NIRMALA, 2005).

A camada de aleurona é a responsavel pela liberacao das enzimas hidroliticas
durante a germinacdo. Essas enzimas atuam na degradacéo de lipideos, proteinas de
reserva e do amido, para que o embrido possa germinar adequadamente (COSTA, et

al., 2011). Para que haja a producao dessas enzimas a camada de aleurona precisa
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ser estimulada, sendo assim, as giberelinas sdo fito horménios necessarios. O acido
giberélico é sintetizado pelo embrido e, entdo, € distribuido pela camada de aleurona
(OLSEN, 2004). No processo de malteacéo ainda é possivel a aplicacdo exdgena de
acido giberélico, para estimular a germinacao da cevada (PINHEIRO, 2016).

A conversdo do amido em aguUcares durante o processo de maltagem €
principalmente catalisada por enzimas hidroliticas (LI et al., 2014), entre essas estdo
as dextrinases, as amilases e as glicosidases (SCHMITT et al.,, 2013). A acao
combinada dessas enzimas é conhecida como “poténcial diastatico” e influencia na
eficiéncia da fermentacdo e na qualidade da cerveja (HU et al., 2014; HERRERA-
GAMBOA, 2018).

A quantidade produzida das enzimas a e B-amilase € dependente de varios
fatores: variedade da cevada, tamanho do embrido, condicdes climaticas durante o
desenvolvimento, contetdo de 4gua na producdo do malte verde, temperatura da
germinacao e da maceracao (SAIKA et al., 2005).

Segundo Kunze (1996), a a-amilase ndo esta presente de forma acentuada
nas sementes de cevada, a maior parte da producédo dessa enzima € entre o segundo
e o0 quarto dia da germinacdo. Ja a enzima B-amilase é encontrada em quantidades
um pouco mais significativas antes mesmo da germinagao, quando comparada a a-
amilase. Depois de uma diminuicao inicial, a quantidade de B-amilase tem aumentos
consideraveis no segundo e terceiro dia de germinacdo (MOLINA-CANO et al., 2000;
KUNZE, 1996). Por ser sintetizada e acumulada durante o estagio de formacéo dos
graos seus niveis sdo diretamente afetados pelas condi¢cdes ambientais (GUERIN et
al., 1992).

A a-amilase € uma endohidrolase, ou seja, € uma enzima que atua no interior
da cadeia de amido (KUNZE, 1994), somente nas liga¢cdes a-1,4 entre os carbonos,
liberando produtos maiores que dimeros. O carboidrato resultante da hidrolise da
enzima a-amilase com o amido pode ser de diferentes tamanhos, dependendo da
regido da cadeia do amido onde ha a interagcdo com a enzima (SHITAKUBO, 2015;
BUSH, et al., 1989).

A enzima a-amilase tem o ion Ca?* como cofator. A dependéncia da atividade
enzimatica com o Ca?* ja foi estudada em diferentes isoformas por Bush (1989).
Algumas das isoformas sao mais dependentes do calcio que outras, no entanto, em
um substrato deficiente de Ca?* as enzimas formadoras de dextrinas sdo inativas
(SHITAKUBO, 2015; PINHEIRO, 2016).
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A enzima B-amilase possui atividade exoamilolitica, significa que hidrolisa as
cadeias de amido a partir das extremidades, somente nas ligacbes o-1,4 entre
carbonos, resultando como produto final dimeros de glicose, as maltoses. Esse é o
acucar redutor que esta diretamente relacionado a concentracdo de alcool na
producdo de cerveja, por ser o principal acgucar consumido pelas leveduras

Saccharomyces sp. durante a producao de cerveja (PINHEIRO, 2016).

3.7 EXPRESSAO GENICA DE ENZIMAS

A compreensao da base genética da qualidade do malte é importante para o
aprimoramento da cevada para a cerveja. A qualidade do malte é um fenotipo que
combina varios fatores fisioldégicos e bioquimicos inter-relacionados e cada um desses
tem heranca complexa (HAYES & JONES, 2000).

A expressdo génica pode ser caracterizada, de forma sucinta, como o
conjunto de processos que ocorrem para que um organismo, tecido ou célula inicie,
aumente, diminua ou cesse a produc¢éo de produtos finais de seus genes, as proteinas
e, ou, RNAs (MARTINS & MACIEL FILHO, 2010).

O mapeamento genético de fendtipos de qualidade de maltagem em cevada
tem como resultado mais de 150 QTLs (“Quantitative Trai Loci”) associados a 19
caracteristicas (GAO et al., 2004; ZALE et al., 2000). No entanto, apenas alguns genes
envolvidos na determinacéo da qualidade de maltagem ja foram caracterizados. Entre
esses genes estdo os que codificam as enzimas de degradagao de amido: a-amilase,
B-amilase, a-glucosidase e limite dextrinase (FINCHER, 1989; LAPITAN, et al., 2009).
Contudo, devido ao numero de QTLs associado ao carater de qualidade de maltagem
€ possivel pressupor que muitos outros genes desempenham papéis significativos
nesse processo (LAPITAN, et al., 2009).

As isoenzimas sdo produtos da expressao génica e sao significativamente
influenciadas pelo ambiente, iSso porque 0s genes que controlam a sua expressao
manifestam-se em determinados estadios do desenvolvimento e em 0rgaos e tecidos
especificos ou, ainda, em fungdo de um determinado estimulo (RAMIREZ et al. 1991).
O termo isoenzima refere-se as diferentes formas moleculares que uma determinada
enzima pode apresentar, porém, reagindo sempre com o mesmo substrato (MARKET
& MOLLER, 1959).

A semente madura (“seca”) de cevada contém um nuamero consideravel de

MRNAs funcionais que codificam proteinas consideradas imprescindiveis para o inicio
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da germinagao (SREENIVASULU et al., 2008). Diferengas na expressao génica entre
orgdos foram encontradas precocemente em apenas quatro horas apds o inicio da
embebicdo (POTOKINA et al., 2002). Os genes preferencialmente expressos no
embrido foram relacionados ao ciclo da divisao celular e a formacéo do citoesqueleto;
ja os preferencialmente expressos no escutelo estavam relacionados a producédo de
enzimas hidroliticas, enquanto no endosperma estavam relacionados a producéo de
enzimas hidroliticas e antioxidantes. Alteracdes na expressdo de genes no
endosperma sao atribuidas a camada de aleurona (DANERI-CASTRO et al., 2016).

O gene Amy32b foi caracterizado por Whittier et al. (1987) e codifica a a-
amilase e é expresso em células da camada de aleurona de cevada controlado pelos
horménios vegetais, acido giberélico e abscisico.

A B-amilase codificada pelo gene B-amyl € uma das enzimas envolvidas na
germinacao e na producao do malte de cevada (SUN & HENSON, 1991). O gene [3-
amyl da cevada tem sido intensamente estudado devido & sua importancia para o

potencial diastatico para fabricacédo de cerveja (VINJE, 2011).

3.8 EXPRESSAO DE GENES PELA TECNICA DE QRT-PCR (QUANTITATIVE
REAL-TIME POLYMERASE CHAIN REACTION)

O estudo da expressédo dos genes responsaveis pela regulacdo enzimatica de
processos como a germinacdo das sementes é relevante para contribuir para a
elucidacdo dos diversos mecanismos envolvidos nesses processos. As pesquisas
sobre qualidade de sementes associadas a biologia molecular evoluiu rapidamente,
devido a isso técnicas moleculares sao consideradas Uteis para a obtencao de classes
distintas de marcadores moleculares, os quais colaboram com o esclarecimento de
causas que afetam a qualidade, a manipulacéo, a identificacdo e preservacao do
material genético (DANTAS et al., 2002).

Segundo Kuiper et al. (2001) o estudo da expressao génica pode ser realizado
em nivel proteico ou de transcritos das células. A mensuracéo qualitativa e quantitativa
dos niveis de transcritos das células vegetais permite que genes, diferencialmente
expressos, possam ser identificados, de forma que sua fungdo metabdlica possa ser
esclarecida. Neste sentido, a técnica de transcricdo reversa acoplada com a reacao
de polimerase em cadeia, também conhecida como qRT-PCR (quantitative real-time
polymerase chain reaction), tem sido amplamente utilizada, possibilitando a realizagao
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precisa de andlises da expressdo de genes de distintos tecidos ou submetidos a
diferentes situacbes ou ambientes (COELHO, 2015).

A diferenca entre gRT-PCR e o PCR classico é a mensuracao do produto de
PCR amplificado em cada ciclo de reacdo de amplificacdo. Nesse processo uma
camera de video grava a luz emitida por sondas fluorogénicas ou por agentes
intercalantes de fitas duplas de DNA. Dessa forma, o qRT-PCR possibilita o
acompanhamento em tempo real da amplificacdo durante a fase exponencial dos
ciclos, permitindo de forma &gil, especifica e sensivel a deteccdo de um determinado
acido nucleico alvo (GACHON et al., 2004). A eficiéncia da amplificacdo pode ser
afetada de diversas formas, como por exemplo o comprimento do amplicon, existéncia
de estruturas secundarias na amostra, qualidade dos primers utilizados, erros nos
procedimentos laboratoriais, presenca ou utilizacdo de inibidores ou promotores da
PCR (OLIVEIRA, 2010). Apesar disso, € uma técnica acessivel para pesquisas em
que a quantidade de material inicial € pequena ou para avaliar quantidades minimas
de RNA em varios genes (FREEMAN et al., 1999).
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4. MATERIAL E METODOS

~

Duas éareas de producdo de sementes pertencentes a empresa Protecta,
foram cedidas para a conducdo dos experimentos. As sementes de cevada, das
cultivares BRS Caué e IRINA, foram produzidas em é&reas distintas, conforme as
recomendacdes técnicas indicadas para a producao destas sementes.

Cada um dos experimentos foi conduzido no delineamento de blocos
aleatorizados com quatro repetigdes. Os tratamentos foram arranjados em esquema
fatorial 4x2, sendo quatro momentos de colheita, as quais foram avaliadas em duas

épocas, recém colhidas e apos armazenamento (Figura 1).

24dm
r'y
Colheita 1 Colheita 4 Colheita 3 Colheita 1
Colheita 4 Colheita 2 Colheita 4 Colheita 2
7.2m
Colheita 2 Colheita 3 Colheita 1 Colheita 3
Colheita 3 Colheita 1 Colheita 2 Colheita 4 ILB m

>
6m

Figura 1 - Croqui experimental da area de producéo das sementes de cevada, para cada um dos experimentos com
as cultivares BRS Caué e Irina, colhidas em quatro momentos.

4.1 AVALIACAO DAS SEMENTES DA CULTIVAR BRS CAUE

O experimento foi conduzido no Sitio Abdala, municipio de Ipiranga-PR, em
uma area de 57,3 ha para a producdo comercial das sementes de cevada S2 (nao
certificada de 22 geracdo) da cultivar BRS Caué (descricdo no apéndice A). O clima
da regido segundo a classificacdo de Koppen-Geiger é Cfa, subtropical imido. Os
dados meteoroldgicos de temperatura e precipitacdo durante ciclo da cultura, estdo
descritos na Tabela 1.

A érea total designada para o experimento foi de 172,8 m? e a area de cada
parcela experimental foi de 10,8 m? (Figura 1). A semeadura foi realizada no dia 3 de
junho de 2017, com densidade de 160 kg ha' e espacamento de 0,17 m entre linhas.
A adubacdo de base foi de 300 kg ha' na formulacdo NPK (nitrogénio, fésforo e

potassio) de 14-40-00 mais 7% de S (enxofre). Em cobertura foram aplicados 120 kg
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hal de ureia mais 200 kg ha' de KCL (cloreto de potassio). Os tratamentos
fitossanitarios realizados estao descritos no apéndice B.

Tabela 1 - Dados de temperatura e precipitacdo média durante a producédo das sementes de cevada e média
historica dos Ultimos 5 anos.

Maio Junho Julho Agosto Setembro Outubro Novembro
Temperatura média(°C) 16,92 14,33 12,79 15,58 19,73 18,58 19,33

Temperatura historica 1555 13,8 1324 1511 17,4 19,14 19,94
média (°C)

Precipitagdo média (mm)  198,2 160,4 9,2 121,0 52,4 357,6 2134

Precipitacao historica 1005/ 25045 16055 137,25 1454 189,98 126,88
média (mm)

Fonte: Sma, Fundacéo ABC, 2018. Fonte: Sma, Fundacdo ABC, 2018.

As colheitas foram realizadas a partir da maturidade fisiolégica das sementes,
que segundo Zimmer (2006) € quando as sementes de cevada tém em torno de 30%
de 4gua; a previsdo determinada para as demais colheitas foi baseada na variacdo
de, pelo menos, 5% de 4gua entre os momentos previstos para a colheita, entretanto,
devido as condic¢des climaticas néo foi possivel manter esse parametro para todas as
colheitas. Posteriormente, as sementes foram avaliadas em dois momentos,
imediatamente apos a colheita e apés 111 dias da primeira colheita. Sendo assim os

tratamentos estao descritos na Tabela 2.

Tabela 2 - Descri¢do dos tratamentos. Datas das colheitas e teor de agua correspondentes das sementes.

Momento de Cultivar Data de Dias apés a semeadura Teor de &gua das
colheita colheita (DAS) sementes (%)
12 BRS Caué 10/10/17 99 32,00
22 BRS Caué 15/10/17 104 19,18
32 BRS Caué 18/10/17 107 17,92
42 BRS Caué 25/10/17 114 15,89

4.2  AVALIACAO DAS SEMENTES DA CULTIVAR IRINA

O experimento foi conduzido na Fazenda Nhazinha, municipio de Palmeira -
PR em uma area de 157 ha de producédo comercial de sementes de cevada S1 (nao
certificada de 12 geracao) da cultivar Irina, a qual esta descrita no apéndice C. O clima
segundo a classificacdo de Koppen-Geiger é Cfa, subtropical imido. Os dados
meteoroldgicos de temperatura e precipitacdo estdo descritos na Tabela 3.

A érea total designada para o experimento foi de 172,8 m? e a area de cada
parcela experimental foi de 10,8 m? (Figura 1). A semeadura foi realizada no dia 4 de

junho de 2017, com densidade de 160 kg ha* em um espacamento de 0,17 m entre
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linhas. A adubacéo de base foi de 300 kg ha! da formulacdo NPK (nitrogénio, fésforo
e potassio) de 10-20-20 e a adubacédo de cobertura foi de 120 kg ha* de ureia. Os

tratamentos fitossanitarios realizados estédo descritos no apéndice D.

Tabela 3 - Dados de temperatura e precipitagdo média durante a produgdo das sementes de cevada e média
historica dos Ultimos 5 anos.

Maio Junho Julho Agosto Setembro Outubro Novembro

Temperatura média (°C) 164 141 126 149 19,4 17,9 18,7
Temperat“”‘(orgto”ca média 153 135 129 148 17,0 18,6 19,4
Precipitacdo média (mm) 150,8 151,2 9,8 123,2 54,2 268,6 121,2

Precipitagdo histérica média

159,0 267,5 138,9 128,9 160,5 253,3 161,7
(mm)

Fonte: Sma, Fundacdo ABC, 2018.

Semelhantemente ao experimento de avaliacdo da cultivar BRS Caué, as
colheitas foram realizadas a partir da maturidade fisiolégica das sementes, em torno
de 30% de agua. Devido as condi¢des climaticas ndo foi possivel manter um
pardmetro para todas as colheitas. Em raz&o disto, os teores de 4gua nos quais as
colheitas foram realizadas estédo descritos na Tabela 4. As sementes foram avaliadas
em dois momentos, imediatamente ap0s a colheita e ap6s 107 dias da primeira

colheita.

Tabela 4 - Descricéo dos tratamentos. Datas das colheitas e teor de agua correspondente das sementes.

Momento de Cultivar Data de Dias apés a semeadura Teor de agua das
colheita colheita (DAS) sementes (%)
1° Irina 14/10/17 102 32,76
20 Irina 19/10/17 107 20,27
3° Irina 02/11/17 121 13,63
40 Irina 08/11/17 127 17,43

4.3 AMOSTRAGEM DAS SEMENTES

Foram colhidas aleatoriamente em média 60 espigas por parcela
experimental, as quais foram levadas para o laboratério de Analise de Sementes da
Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG). Primeiramente, realizou-se o
processo de debulha manual das espigas e, em seguida, uma parte das sementes foi
separada para as analises sem armazenamento. Outra parte foi seca em estufa de
circulacao forcada de ar a 35° C até 11 a 13% de agua e, posteriormente, armazenada
em camara fria por 111 e 107 dias para as cultivares BRS Caué e Irina,

respectivamente, e entdo submetidas as analises.
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4.4 ANALISES DE PARAMETRO FISIOLOGICO
4.4.1 Teor de agua das sementes (TA)
Foi determinado pelo método da estufa, a 105°C + 3°C durante 24 horas, de
acordo com as Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009). Os resultados

foram expressos em porcentagem de &gua.

4.4.2 Massa de mil sementes
A avaliacdo da massa de mil sementes, baseou-se no método indicado nas
Regras para Analises de Sementes (BRASIL, 2009). A determinac¢édo foi por meio da
contagem de oito repeticbes de 100 sementes que foram pesadas em balanca

analitica de precisdo. Os resultados foram expressos em gramas.

4.4.3 Germinagdo (G) e indice de Velocidade de Germinacéo (IVG)

Foram avaliadas 50 sementes em quatro repeticbes, as quais foram
distribuidas em papel de germinacdo (Germitest), umedecido com agua,
correspondente a 2,5 vezes o peso do substrato seco. Em seguida, os rolos de
germinacao foram mantidos em um germinador a 20°C por 7 dias (BRASIL, 2009),
sendo realizadas avaliagbes diarias. Com os dados obtidos foram calculados a
porcentagem de sementes germinadas, considerando-se as plantulas normais, e o

indice de Velocidade de Germinago, conforme proposto por Maguire (1962).

4.4.4 Comprimento da plantula (CP)
Foram avaliadas 10 sementes em quatro repeticoes. As sementes passaram
pelo processo de germinacdo, conforme descrito no item no item anterior. Apos o
periodo de 7 dias, foram determinados os comprimentos (em centimetros) da parte

aérea e da raiz da plantula, com o auxilio de uma régua.

4.4.5 Envelhecimento acelerado (EA)

Para esse teste uma camada Unica de sementes foi colocada sobre uma tela,
no interior de uma caixa plastica contendo 75 mL de agua destilada que, em seguida,
foi mantida a 41 °C por 72 horas em incubadora do tipo B.O.D (demanda bioquimica
de oxigénio). Apés esse periodo estas sementes foram avaliadas por meio do teste

de germinacao apos quatro dias, verificando-se a porcentagem de plantulas normais.
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4.4.6 Teste de Tetrazdlio (TTZ)

Foram avaliadas quatro repeticbes de 50 sementes, as quais foram
previamente hidratadas. As sementes foram distribuidas em papel de germinacéao
(Germitest), umedecido com agua, correspondente a 2,5 vezes o peso do substrato
seco, e mantidas em germinador a 20 °C por 18 horas. Em seguida foram seccionadas
no sentido longitudinal e imersas em solugéo de sal de tretazélio (2, 3, 5 trifenil cloreto
de tetrazélio), com pH 7,0, na concentragéo de 0,1% durante 3 horas a 30 °C (BRASIL,
2009). A avaliacédo foi baseada na coloracéo dos tecidos das sementes, onde foram

quantificadas as sementes viaveis, em porcentagem.

4.4.7 Emergéncia da Plantula (EP) e indice de Velocidade de Emergéncia da
Plantula (IVEP)

Foram avaliadas 50 sementes em quatro repeticdes em substrato areia,
umedecido com agua em quantidade equivalente a 60% da capacidade de retencéo
da agua pela areia, e mantidas em ambiente natural. A partir do inicio da emergéncia
das plantulas, as avaliac6es foram diarias até a estabilizacdo deste processo. Foram
quantificadas as plantulas emersas, em porcentagem, e o indice de velocidade de
emergéncia das plantulas, conforme indicado por Maguire (1962).

4.5 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA DAS ENZIMAS POR RT-QPCR (EG)

Foram selecionadas as amostras das colheitas realizadas aos 99 dias apos a
semeadura (DAS) (32% de agua) e aos 114 DAS (15,89% de agua) avaliadas
inicialmente (A/l) e apés ao armazenamento (A/111), para cultivar BRS Caué. Ja para
cultivar Irina as colheitas selecionadas foram as realizadas aos 102 DAS (32,76% de
agua) e aos 127 DAS (17,33% de agua) avaliadas inicialmente (A/l) e apds ao
armazenamento (A/111)

Para a analise de expressdo génica das enzimas a-amilase e B-amilase por
gRT-PCR, primeiramente, as sementes de ambas as cultivares passaram pela
maceracgao, etapa inicial do processo de malteagéo. Este processo foi realizado nas
dependéncias da micro maltaria Gourmet Malz, localizada no municipio de Palmeira,
seguindo um protocolo para producao de malte do tipo Pilsen.

Foram utilizados cerca de 18 gramas de sementes por repeticdo, as quais
foram acondicionadas em tecido do tipo tule, o qual permite a livre movimentacéo de

agua pela massa de sementes (Figura 2A). Segundo o protocolo utilizado pela
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empresa, as sementes sdo primeiramente imersas em agua por 4 horas. Apos a
remocgdo da agua, as sementes passam por um periodo dito “seco”, por 4 horas
(Figura 2B). Em seguida, uma nova imerséo em agua é realizada por mais 4 horas,
passando depois por outras 16 horas de periodo “seco”. Ao final deste periodo é feita
a aspersao de agua sobre as sementes, a qual se repete apos 8 horas. Depois de
mais 16 horas realiza-se o revolvimento da massa de sementes, e entdo, uma nova
aspersao de agua apos 8 horas. Finalmente, depois de mais 12 horas o processo &
encerrado, totalizando 72 horas. No fim do processo as sementes foram colocadas
em caixas térmicas com gelo e transportadas até o Laborat6rio de Genética Molecular
da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG), onde foram estocadas em freezer

(- 20°C) até a etapa de extracdo do RNA total.

= AT PRl ' 3 L= s ]
Figura 2 - Sementes da cevada envolvidas pelo tecido do tipo tule para o processo de maceracdo (A). Sementes
no tangque durante o processo de maceracdo (B).

4.6 EXTRAC}AO DE RNA TOTAL

Para cada um dos experimentos (cultivares BRS Caué e Irina) foram utilizadas
8 sementes por repeticdo de cada tratamento para a extragdo do RNA, totalizando 16
amostras. Primeiramente, as sementes foram fragmentadas em nitrogénio liquido e,
em seguida, foi realizada a extracdo de RNA com o kit PureLink RNA mini kit
(Ambion€) seguindo o protocolo do fabricante. Posteriormente as amostras de RNA
foram armazenadas em ultra freezer a - 80 °C até sua utilizagéo.

A concentragdo (ng pL ) e pureza do RNA total extraido foram determinadas
a partir das relagbes de absorbancia Azeso/A2s0 (RNA/proteinas) e Azeo/A230
(RNA/polissacarideos e polifendis), com a utilizacdo de um espectrofotdbmetro
(NanoVue GE Healfcare®) (Apéndice E).
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A integridade do RNA extraido foi visualizada em gel de agarose 1%.
Aliquotas de 2,0 uL de RNA total foram coradas com 2,0 pL de GelRed 0,1 X com
adicao de 2,0 uL de tampéo de carregamento (0,25 de azul de bromofenol e 0,4 de
sacarose). As amostras foram submetidas a corrida eletroforética por
aproximadamente 1,5 h a 60 V e fotodocumentadas sob luz UV no aparelho
Alphalmager HP, versdo 3400, sendo comparadas a um marcador de 100 pb
(NORGEN Biotek corp.). A presenca dos fragmentos referentes ao RNA ribossémico
28S e 18S confirmaram a integridade das amostras de RNA extraidas.
Posteriormente, as amostras foram tratadas com DNAase, para eliminacdo de
possivel DNA nas amostras, através da utilizacdo do kit comercial DNase |
Amplification Grade (Sigma-Aldrich), seguindo as recomendacdes técnicas do
fabricante.

Para a sintese dos cDNAs (DNA complementar), aproximadamente 0,5 ug de
RNA total foi submetido a transcricdo reversa utilizando o kit comercial First-Strand
cDNA Synthesis Kit (GE Helthcare, UK Limited), seguindo as recomendacdes técnicas
do fabricante. As amostras de cDNAs obtidas foram posteriormente diluidas para a
concentracdo de 10 ng uL* e armazenadas em freezer (- 20 °C). Aliquotas dessas
amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 2% para a verificar a
integridade das mesmas.

4.7 EXPRESSAO GENICA POR QRT-PCR

A andlise de expressado génica foi realizada por ensaio de RT-qPCR através
do equipamento G8830A AriaMx Real-Time PCR System (Agilent Technologies). Para
a quantificacéo da expressao do gene Amy32b, que codifica para a enzima a-amilase,
foi utilizado o seguinte par de primers: Forward 5CGGCAATGACTATGCCGTAT3 e
Reverse 5’GCATGTCCCTCATCCTCACT3 (LAPITAN et al.,, 2009). Ja4 para a
quantificacdo da expresséao do gene B-amyl, que codifica para a enzima B-amilase,
foi utilizado o seguinte par de primers: Forward 5 TGATAACCAGCCTCTCTTCCA3 e
Reverse 5GACGATAACACCAGCATCCA3’ (OVESNA et al., 2012). Como controle
interno foi utilizado o gene de normalizacdo G3PD (Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase) através dos primers: Forward 5 GCCAGTTACTGTCTTTGGCGTC3’
e Reverse 5’GGCCTTGTCCTTGTCAGTGAAG3’, com eficiéncia de 88,8% (OVESNA
et al., 2012). Para as rea¢cbes de amplificacao utilizaram-se os seguintes reagentes:
10 uL Brillant Il Ultra-Fast SYBR® Green qPCR Master Mix (Agilent Technologies),
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0,3 yL ROX (Reference dye Agilent) (1:500), 0,8 yL de cada primer forward/reverse
em concentracédo de 10 mM, 2 uL de cDNA (10 ng pL 1) e &gua ultrapura estéril para
completar 20 yL de reagdo. Em cada experimento de RT-gPCR foi incluido um
controle negativo (agua), visando a confirmacdo da auséncia de contaminantes na
reagdo. O equipamento foi programado para a seguinte ciclagem: 10 minutos a 95°C
e 40 ciclos de: 15 segundos a 95°C, 30 segundos a 60°C e 30 segundos a 62°C. A
curva de dissociacao foi composta pela seguinte programacédo: 1 minuto a 94°C, 30
segundos a 55°C e 10 segundos a 94°C. Os niveis de expressao diferencial do gene
foram calculados através do método AACT (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) através do
programa GenEx Enterprise (versao 6.1 Demo).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 MASSA DE MIL SEMENTES

As médias obtidas para peso de mil sementes para as cultivares BRS Caué e
Irina n&o apresentaram diferencgas significativas em relagdo ao momento de colheita,
apresentando valores de 46 e 47 g para BRS Caué e de 47 e 49 g para lIrina,
respectivamente. Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos por Tunes et al.
(2008), para sementes de cevada, da cultivar Scarllet, colhidas em diferentes
momentos. Entretanto, Lin & Carvalho (1978) ao avaliarem o peso de mil sementes
de trigo, colhido em diferentes momentos a partir da maturidade fisiol6gica, obtiveram

resultados distintos entre as colheitas.

5.2 TESTES DE GERMINAC}AO E DE TETRAZOLIO

O desdobramento da interacdo dos periodos de colheita, em funcdo do
armazenamento das sementes, para o teste de germinacdo das sementes, da cultivar
BRS Caué, sdo apresentados na Tabela 5. Os resultados evidenciaram a diferenca
estatistica significativa entre as sementes avaliadas logo apds as colheitas e as
armazenadas, sendo observadas as maiores porcentagens de germinagao nas
sementes que permaneceram armazenadas. A germinacdo das sementes colhidas
aos 114 DAS (15,89% de &agua), avaliadas recém-colhidas, apresentaram
porcentagem superior de germinacdo (99%) quando comparadas aos demais
periodos de colheita. Nao houve variacdo estatistica para os resultados de
germinacdo das sementes colhidas aos 99, 104 e 107 DAS com 82, 80 e 87%,
respectivamente. As sementes armazenadas nao apresentaram diferencas
significativas entre os momentos distintos de colheita, mostrando que nao houve
reducdo da germinacdo em decorréncia da postergacao da colheita (Tabela 5).

A germinagdo da maioria das sementes de cevada avaliadas foi superior a
85%, padrdo minimo exigido para a comercializacdo destas sementes (BRASIL,
2013). Entretanto, apenas as sementes recém colhidas aos 114 DAS (15,89% de
agua) e as armazenadas, obtidas das quatro colheitas, tiveram germinacao superior
a 95%, que é a porcentagem minima requerida para a comercializacdo do gréo da

cevada, para a producéo do malte (BRASIL, 1996).
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Tabela 5 - Desdobramento das médias dos testes de germinacao e de tetrazolio de sementes de cevada, cultivar
BRS Caué, em quatro periodos de colheita e analisadas inicialmente e aos 111 dias.

" '~ 0 Ali 0,
Momento de Germinacdo (%) — Teste Tetrazolio (%)
colheita (DAS) — : goes .
Inicial 111 dias Inicial 111 dias
99 82 Bb 100 Aa 93 Bab 98 Aa
104 80 Bb 97 Aa 83 Bc 97 Aa
107 87 Bb 99 Aa 87 Bbc 97 Aa
114 99 Aa 99 Aa 95 Aa 93 Aa
CV (%): 4,42 CV (%): 3,16

Médias seguidas da mesma letra, mailscula na linha e mindscula na coluna, néo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. DAS= Dias ap06s a semeadura. CV = Coeficiente de variagao.

Devido a ocorréncia de dorméncia nas sementes de cevada, os resultados do
teste de germinacgao representam a soma das plantulas normais obtidas pelo teste de
germinacao em 7 dias, mais a quantidade de sementes viaveis, remanescentes, que
nao haviam germinado pelo mesmo teste, avaliadas pelo teste de tetrazdlio. A
dorméncia das sementes de cevada, assim como das sementes de outras espécies,
ndo esta esclarecida. Este fato limita as discussdes a respeito de como esse
mecanismo de sobrevivéncia pode influenciar o desenvolvimento das sementes em
determinadas condicbes, como as que essas sementes foram submetidas neste
trabalho, em que observou-se que a dorméncia ndo apresentou distribuicdo uniforme
na populacéao avaliada.

Tunes et al. (2010) observaram a ocorréncia de dorméncia nas sementes de
cevada da cultivar Scarllet em funcéo de diferentes periodos de colheita, dos 118 dias
até os 149 dias apds a semeadura. No entanto, para a cultivar MN 721, os autores
verificaram germinagéo de 59% na primeira colheita e na medida em que a colheita
foi postergada, houve reducdo da germinacdo. Estes resultados comprovam a
variabilidade existente entre as cultivares com relacdo a dorméncia intrinseca, assim
como, a influéncia do ambiente de producdo dos gendtipos distintos (BARROS &
PESKE, 2006).

A expressao da dorméncia de um genotipo € dependente de inimeros fatores,
incluindo o ambiente em que a semente foi produzida e as condicbes de
armazenamento. Condi¢cdes ambientais durante a embriogénese e o amadurecimento
de sementes tém impacto no desenvolvimento de dorméncia. Estudos indicam que a
reducdo da temperaturas durante a formacéo das sementes €, provavelmente, o fator
preponderante para a dorméncia das sementes de cevada (BURAAS & SKINNES,
1984; STRAND, 1989).
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Estudos em sementes de arroz vermelho demonstraram que além da
influéncia de caracteristicas genéticas de cada variedade e das condi¢cdes ambientais
vigentes durante a formacdo das sementes, a posicdo da semente na panicula
também pode interferir na forma e na intensidade com que a dorméncia se expressa
(JENNING & DE JESUS, 1964; SIKDER, 1967; ARGEL & HUMPREYS, 1983;
DELATORRE, 1994). Aléem de que sementes oriundas de diferentes plantas ficam
expostas aos diferentes microambientes, que podem modificar o balanco interno de
fitormdnios, alterando o grau de dorméncia (DELATORRE, 1999).

Os dados médios percentuais para o teste de tetrazolio para a cultivar BRS
Caué foram similares aos do teste de germinagéo (Tabela 5). A maior porcentagem
de sementes viaveis foi obtida apos o periodo de armazenamento. Quando se observa
a diferenca entre resultados decorrentes dos momentos de colheita, para a avaliagéo
inicial, constata-se que aos 114 DAS (15,89% de agua) e aos 99 DAS (32% de agua)
a viabilidade das sementes foi superior.

Para a cultivar Irina, de maneira geral, a germinacdo das sementes
armazenadas superou a das sementes recém colhidas, exceto para o segundo
momento de colheita, porque ndo houve diferenca entre as duas épocas de avaliacdo
(Tabela 6). A menor porcentagem de germinacéo (63%) foi das sementes colhidas
aos 102 DAS (32,76% de agua) da avaliacdo inicial. Essa reducdo da germinacédo
pode ser decorrente de uma quantidade expressiva de sementes que nado havia
atingido a maturidade fisiolégica e, portanto, ndo tinham a formacédo suficiente para
germinar (Tabela 6).

Apenas as sementes das quatro colheitas que foram armazenadas, com
excessao aos 127 DAS, e as sementes colhidas aos 107 DAS (20,27% de agua)
avaliadas recém colhidas atingiram germinacdo minima de 85% (BRASIL, 2013),
exigida para a comercializagdo como semente. Para a cultivar Irina, em nenhum dos
tratamentos as sementes atingiram a germinacdo minima requerida para a malteacao
(95%) (BRASIL, 1996) (Tabela 6).

A reducao da germinacgédo das sementes foi, provavelmente, decorrente das
condi¢des adversas do ambiente durante o ciclo de desenvolvimento da plantas de
cevada, pois houve limitacdo de agua no més de junho, que coincidiu com a
semeadura e o desenvolvimento inicial das plantas, e no més de setembro, época da
floracdo e formacgdo das sementes (Tabela 3). Outro aspecto para ser considerado €

que se trata de um genotipo recém introduzido da Europa na regido de Ponta Grossa,
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necessitando ainda de mais pesquisas quanto a sua adaptacdo as condicdes
ambientais da regiéo.

N&o houve interferéncia dos diferentes momentos de colheita em relacdo a
germinacao das sementes das duas cultivares, avaliadas apds o armazenamento 0
qgue indica que o intervalo de dias estabelecido ndo foi suficiente para causar a
deterioragéo e afetar a germinacdo das sementes. Resultado similar aos obtidos por
Nakagawa et al. (1994), que n&o observaram diferencas significativas para a
germinacao de sementes de aveia preta colhidas entre o 212 e o 382 dias, apoés a
emergéncia das paniculas no campo.

Embora, ndo haja reducdo da germinacdo das sementes, a reducdo da
capacidade de germinar € uma das consequéncias do processo de deterioracdo das
sementes (PERRY, 1978), diferencas minimas entre a germinacéo das sementes de
um lote podem ser representativas em relacdo a deterioracdo (ELLIS; ROBERTS,
1980).

A avaliacdo da viabilidade das sementes pelo teste de tetrazélio, para a
cultivar Irina, demonstrou de modo geral, maior viabilidade de sementes apos o
periodo de armazenamento. Entretanto, para a colheita aos 107 DAS (20,27% de
agua) verificou-se maior porcentagem de sementes viaveis, na avaliacao inicial. Para
a avaliacdo ap0s o0 armazenamento, as sementes colhidas aos 102 DAS (32,76% de
agua) e aos 107 DAS (20,27% de agua) apresentaram maior viabilidade (Tabela 6).

Na medida em que as sementes permaneceram mais tempo no campo apés
atingirem a maturidade fisioldgica, a reducao da viabilidade foi observada de forma
mais efetiva na avaliagdo ap6s o armazenamento. Segundo Halmer & Bewley (1984),
parte das mudangas no metabolismo basico da semente est4 associada as redugdes
de viabilidade, afetando de forma direta o desenvolvimento das sementes. Isso pode
ser explicado, provavelmente, pelo consumo de reservas, ou seja, a deterioracdo, na
fase que antecedeu a colheita.

Para as duas épocas de avaliacdo houve diferenca apenas para a colheita
realizada aos 102 DAS (32,76% de agua), no qual as sementes armazenadas tiveram
viabilidade superior a das recém colhidas (Tabela 6). Esse resultado caracterizou a
diferenca do momento em que as sementes atingiram a maturidade fisioldgica, assim

como a distribuicdo desuniforme da dorméncia na populacéo avaliada.
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Tabela 6 — Desdobramento das médias dos testes de germinacao e de tetrazolio de sementes de cevada, cultivar
Irina, colhidas em gquatro momentos e analisadas iniciaimente e aos 107 dias.

— —
Momento de Germinacdo (%) — Tetrazolio (%)
colheita (DAS) — : goes .
Inicial 107 dias Inicial 107 dias
102 63 Bc 87 Aa 69 Bb 97 Aa
107 86 Aa 86 Aa 95 Aa 99 Aa
121 71 Bbc 85 Aa 76 Ab 82 Ab
127 74 Bb 84 Aa 67 Ab 73 Ab
CV (%): 6,40 CV (%): 5,76

Médias seguidas da mesma letra, mailUscula na linha e minUscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. DAS = Dias ap6s a semeadura. CV = Coeficiente de variacao.

5.3 TESTE DE 1: CONTAGEM DE GERMINACAO

A primeira contagem do teste de germinacao € utilizada para estimar o vigor,
uma vez que, a velocidade de germinacdo é reduzida na medida em que ha a
deterioracdo da semente (BARROS et al., 2002).

O resultado da primeira contagem de germinacéao, aos 4 dias, indicou que as
sementes da cultivar BRS Caué avaliadas ap6s o0 armazenamento tiveram
germinacdo superior em relacdo as sementes recém colhidas. Foram observadas
diferencas significativas entre os momentos de colheita para a avaliacao inicial, na
qual, as sementes colhidas aos 114 DAS (15,89% de agua) destacaram-se com
germinacao de 87% (Tabela 7). A grande amplitude dos resultados, principalmente
entre as duas épocas de avaliacdo, pode ser explicada em funcdo da superacao
gradativa da dorméncia pelas sementes durante o periodo de armazenamento.

Para as sementes da cultivar Irina a tendéncia dos dados foram similares, o
gue confirma a superacdo gradativa da dorméncia, fenbmeno nao observado nas
sementes que ficaram armazenadas, periodo esse de armazenamento que foi
suficiente para superacao da mesma (Tabela 8).

Quando se observam os dados da 12 contagem de germinacéo das sementes
apos o armazenamento, ndo ha variacdo da germinacdo decorrente da deterioracéo
nos periodos posteriores de colheita, provavelmente devido a dorméncia das
sementes.

O armazenamento destas sementes, que foi em camara fria, entre 7 e 10°C,
favoreceu a superacdo da dorméncia. Segundo Brasil (2009) um dos métodos de
superacao de dorméncia é o pré-esfriamento a 5-10°C por um periodo de até sete
dias ou mais.

Tunes et al. (2010) observaram, ao analisar a germinacao das sementes de
cevada da cultivar Scarllet, que na medida em que o periodo de colheita foi mais



42

tardio, a germinacao variou de 50% (118 dias ap0s a semeadura) a 64% (140 dias
apos a colheita). Entretanto, ap6s o armazenamento houve aumento significativo da
germinacao, atingindo valores superiores a 90%. Este fato pode ser explicado pela
dorméncia, que € comum nas sementes recém-colhidas de diversas espécies
(BRASIL, 2009). Segundo Carvalho & Nakagawa (1983) quando as sementes recém-
colhidas tém dorméncia, o armazenamento entre a colheita e a semeadura favorece
0 aumento da germinacdo das sementes. Nesse sentido, Tunes et al. (2010)
afirmaram que houve superacéo da dorméncia das sementes de cevada armazenadas

tanto em camara fria e seca, quanto em ambiente natural por 6 meses.

5.4 INDICE DE VELOCIDADE DE GERMINACAO

O indice de velocidade de germinacdo das sementes da cultivar BRS Caué
foi superior para as sementes avaliadas ap6s o armazenamento. Nestas condicgdes,
as sementes colhidas aos 99 DAS (32% de agua), aos 114 DAS (15,89% de 4gua) e
aos 107 DAS (17,92% de agua) apresentaram os maiores indices, sendo que esta
tltima néo diferiu estatisticamente da colheita aos 104 DAS (19,18% de agua). Para
a avaliacdo das sementes recém-colhidas o melhor indice foi obtido aos 114 DAS
(15,89% de agua), Tabela 7.

Tabela 7 - Desdobramento das médias das avaliagdes da primeira contagem de germinag&o (12 CG), e do indice
de velocidade de germinacado (IVG) e do teste de envelhecimento acelerado de sementes de cevada,
cultivar BRS Caué, colhidas em quatro momentos e analisadas inicialmente e aos 111 dias.

Momento 12 CG (%) VG Envelhecimento Acelerado (%)
de colheita Avaliacbes
(DAS) Inicial 111 dias Inicial 111 dias Inicial 111 dias
99 11 Bc 99 Aa 4,08Bd 17,19 Aa 19 Bb 95 Aa
104 13 Bc 99 Aa 5,69 Bc 16,07 Ab 83 Ba 98 Aa
107 30Bb 97 Aa 8,65 Bb 16,28 Aab 95 Aa 96 Aa
114 87 Ba 99 Aa 13,35 Ba 17,03 Aa 98 Aa 88 Aa
CV (%): 5,17 CV (%): 3,81 CV (%): 9,45

Médias seguidas da mesma letra, maiuscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. DAS= Dias ap6s a semeadura. CV = Coeficiente de variagao.

Para as sementes da cultivar Irina o resultado relacionado ao indice de
velocidade de germinacédo também foi superior para as sementes avaliadas apos o
periodo de armazenamento, para as quais ndo houve diferenca significativa entre os
momentos de colheita. Na avaliag&o inicial, o resultado das sementes colhidas aos

127 DAS (17,43% de agua) nao diferiu estatisticamente do obtido da avaliacdo das
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sementes colhidas aos 121 DAS (13,63% de agua), sendo superior aos demais
(Tabela 8).

Os resultados do IVG para sementes das duas cultivares demonstram que o
periodo de armazenamento foi suficiente para a superacdo da dorméncia das
sementes e que quanto mais proximo da maturidade fisiologica mais evidente foi esse
fendmeno. Esses dados corroboram com os de germinacao e de 12 CG, em que a
deterioracéo ocorrida entre os momentos de colheita néo foi pronunciada a ponto de

influenciar nestas analises.

5.5 TESTE DE ENVELHECIMENTO ACELERADO

Em relacdo ao teste de envelhecimento acelerado para as sementes da
cultivar BRS Caué, as sementes germinaram mais nas avaliacdes realizadas apos o
armazenamento, para as colheitas aos 99 DAS (32% de agua) e aos 104 DAS
(19,18% de agua), nas demais, ndo foram observadas diferencas significativas
(Tabela 7).

Na avaliacéo inicial, o resultado da germinacdo das sementes colhidas aos
99 DAS (32% de agua) foi inferior aos demais resultados, que nao diferiram entre si
(Tabela 7). Este resultado pode ser decorrente da dorméncia das sementes.

Resultados similares foram obtidos para as sementes da cultivar Irina,
havendo diferenca estatistica apenas para a colheita aos 102 DAS (32,76% de agua)
em relacdo as épocas de avaliacdo, na qual a germinacdo das sementes
armazenadas foi superior. Na avaliacdo inicial, ndo houve variacdo estatistica
significativa para os resultados das colheitas aos 107, aos 121 e aos 127 DAS.

Para avaliacdo apdés o periodo de armazenamento nas duas primeiras
colheitas, aos 102 DAS (32,76% de agua) e aos 107 DAS (20,27% de agua) os
resultados foram superiores, indicando que nas colheitas posteriores o vigor das
sementes foi inferior ao das colhidas préximo a maturidade fisiologica. As condi¢cbes
do ambiente de producdo, durante o periodo excedente que as sementes
permaneceram no campo, provavelmente, causaram deterioragcdo que reduziu a
qualidade dessas sementes. (Tabela 8).

Cardozo et al. (2002) avaliaram as sementes de aveia branca por meio do
teste de envelhecimento acelerado e verificaram reducao linear da germinagao dessas
sementes na medida em gque aumentou o0 tempo em que as sementes ficaram no

campo. Estes resultados confirmam que quanto mais tempo, apds a maturidade
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fisiologica, as sementes permanecem no campo, mais acentuada é a reducdo do
vigor.

O teste de envelhecimento acelerado € uma opcao para avaliar o vigor das
sementes. O baixo vigor causa reducdo da viabilidade das sementes quando s&o
submetidas a condi¢des de alta temperatura e umidade. Por outro lado, as sementes
mais vigorosas, mantém sua capacidade de produzir plantulas normais e apresentam

germinacao mais elevada apos serem submetidas ao envelhecimento (VIEIRA, 1994).

Tabela 8 — Desdobramento das médias das avaliagbes da primeira contagem de germinacéo (12 CG) e do indice
de velocidade de germinacgéo (IVG) e do teste de envelhecimento acelerado de sementes de cevada,

cultivar Irina, colhidas em quatro momentos e analisadas inicialmente e aos 107 dias.

Momento 12 CG (%) VG Envelhecimento Acelerado (%)
de colheita Avaliacdes
(DAS) Inicial 107 dias Inicial 107 dias Inicial 107 dias
102 2 Bd 50 Aa 2,17 Bc 9,40 Aa 65 Bb 94 Aa
107 22 Bc 65 Aa 7,17 Bb 11,15 Aa 89 Aa 93 Aa
121 40 Bb 65 Aa 7,66 Bab 11,02 Aa 75 Aab 63 Ab
127 57 Aa 65 Aa 9,65 Ba 11,67 Aa 77 Aab 63 Ab
CV (%): 19,16 CV (%): 13,34 CV (%): 14,05

Médias seguidas da mesma letra, mailscula na linha e mindscula na coluna, néo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. DAS= Dias ap6s a semeadura. CV = Coeficiente de variacao.

Os resultados obtidos antes do armazenamento das sementes de cevada,
tanto para BRS Caué, evidenciaram que, apés o teste de envelhecimento acelerado,
a germinacao foi maior para as sementes obtidas das duas ultimas colheitas. Este fato
pode ser explicado pela superacdo da dorméncia dessas sementes devido a
temperatura desse teste, pois dentre os métodos descritos para a superacdo da
dorméncia das sementes de cevada, € indicada a utilizacdo de temperatura entre 30°C
e 35°C por um periodo de sete dias (BRASIL, 2009).

5.6 EMERGENCIA DE PLANTULA E INDICE DE VELOCIDADE DE EMERGENCIA
DE PLANTULA

Através da analise de emergéncia de plantula das sementes da cultivar BRS

Caué, observou-se néo houve deterioracao significativa das sementes armazenadas,

uma vez que a dorméncia € uma forma de garantir e conservar a qualidade das
sementes (Tabela 9).

Para a avaliagdo das sementes recém-colhidas a maior porcentagem de

emergéncia da plantula (91%) foi obtida para as sementes colhidas aos 114 DAS
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(15,89% de 4gua). Em relacdo as sementes armazenadas, o resultado da emergéncia
da plantula para a colheita aos 99 DAS (32% de &gua) foi superior quando comparado
ao da colheita 114 DAS (15,89% de agua), no entanto, nao diferiu das colheitas aos
104 (19,18% de agua) e aos 107 (17,92% de agua), Tabela 9.

O resultado do indice de velocidade de emergéncia da plantula, das plantulas
originadas das sementes da cultivar BRS Caué foi estatisticamente superior para as
sementes armazenadas em relacdo as recém colhidas. Entre as recém colhidas o
maior indice foi observado no momento de colheita aos 114 DAS (15,89% de agua),

para as armazenadas néo houve diferenca significativa (Tabela 9).

Tabela 9 - Desdobramento das médias das avaliacbes da emergéncia da plantula e do indice de velocidade de
emergéncia da plantula (IVEP), plantulas originadas das sementes de cevada, cultivar BRS Caué,
colhidas em quatro momentos e analisadas inicialmente e aos 111 dias.

Momento de Emergéncia da plantula (%) IVEP
colheita Avaliacdes
(DAS) Inicial 111 dias Inicial 111 dias
99 12 Bc 100 Aa 1,07 Bc 12,57 Aa
104 47 Bb 98 Aab 4,20 Bb 12,30 Aa
107 44 Bb 97Aab 3,75Bb 11,75 Aa
114 91 Aa 94 Ab 7,83 Ba 11,75 Aa
CV (%): 3,93 CV (%): 5,88

Médias seguidas da mesma letra, mailuscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. DAS= Dias ap0s a semeadura. CV = Coeficiente de variagao.

Para a cultivar Irina as maiores porcentagens de emergéncia de plantula na
avaliacao inicial foram observadas para as colheitas aos 107, 121 e 127 DAS, as quais
nao diferiram entre si. JA para as sementes que foram armazenadas o resultado
superior foi encontrado na colheita aos 107 DAS (20,27% de agua) (Tabela 10).

Entre as épocas de avaliagdo ndo houve diferenca apenas para a colheita
121 DAS e (13,63% de agua), para as demais colheitas as maiores porcentagens
foram observadas para as sementes avaliadas apds o armazenamento (Tabela 10).

O IVEP apresentou resultados similares aos da emergéncia da plantula, onde
0s momentos de colheita apresentaram resultados superiores quando avaliados apos
o armazenamento (Tabela 10). Novamente é possivel observar o efeito da dorméncia
sobre as sementes recém-colhidas e a preservacao da qualidade que esse fenémeno

exerce sobre as sementes.
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Tabela 10 - Desdobramento das médias do teste de emergéncia da plantula e do indice de velocidade de
emergéncia da plantula (IVEP), plantulas originadas das sementes de cevada, cultivar Irina, colhidas
em quatro momentos e analisadas inicialmente e aos 107 dias.

Momento Emergéncia da plantula (%) IVEP
de colheita Avaliacdes
(DAS) Inicial 107 dias Inicial 107 dias
102 13 Bb 63 Ab 1,12 Bb 6,62 Ab
107 39 Ba 81 Aa 3,13 Ba 9,28 Aa
121 55 Aa 64 Ab 4,55 Ba 7,49 Aab
127 45 Ba 58 Ab 4,33 Ba 6,61 Ab
CV (%): 16,56 CV (%): 17,07

Médias seguidas da mesma letra, mailUscula na linha e minascula na coluna, nao diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. DAS= Dias apds a semeadura. CV = Coeficiente de variagéo.

5.7 COMPRIMENTO DE PARTE AEREA E DE RAIZ DE PLANTULAS

O comprimento de parte aérea da cultivar BRS Caué (Tabela 11), de modo
geral, foi superior nas sementes que passaram pelo periodo de armazenamento. As
plantulas originadas de sementes avaliadas apés o armazenamento aos 114 DAS
(15,89% de agua), apresentaram o maior comprimento de parte aérea.

Tunes et al. (2010) observaram aumento significativo do comprimento da
parte aérea na 12 e 22 colheitas, 118 e 129 dias apés a semeadura, da cultivar de
cevada Scarllet, ap6s o periodo de 6 meses de armazenamento em ambiente natural
e de camara fria. Os resultados desses autores corroboram com o observado nesse
experimento, em que as trés primeiras colheitas apresentaram aumento significativo
apos as sementes terem sido armazenadas, demonstrando que a antecipacdo da
colheita de sementes de cevada dessas cultivares, nao influenciou na reducéo da
germinacao. Porém, quando colhidas com teor elevado de 4gua, apresentaram maior
dorméncia, sendo essa superada mais lentamente durante o armazenamento.

Para o comprimento de raiz as colheitas aos 107 DAS (17,92% de agua) e
aos 114 DAS (15,89% de agua), foram superiores nas sementes recém-colhidas, nédo
havendo diferenca entre as colhidas aos 104 DAS (19,18% de agua) e aos 107 DAS
(17,92% de &gua). Na avaliacdo apdés o armazenamento ndo houve diferenca
significativa entre os momentos de colheita. Entre as épocas de avaliacéo as colheitas
aos 99 e 114 DAS apresentaram diferenca, sendo superior na avaliacdo inicial aos

114 DAS e superior ap6s 0 armazenamento aos 99 DAS (Tabela 11).
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Tabela 11 — Desdobramento das médias dos comprimentos da parte aérea e da raiz das plantulas de cevada,
originadas das sementes, da cultvar BRS Caué, colhidas em quatro momentos e analisadas
inicialmente e aos 111 dias.

Momento Comp. parte aérea (cm) Comp. raiz (cm)
de colheita Avaliacdes
(DAS) Inicial 111 dias Inicial 111 dias
99 2,14 Bc 7,96 Aa 2,66 Bc 4,46 Aa
104 4,56 Bab 8,80 Aa 4,11 Abc 5,07 Aa
107 4,05 Bbc 7,46 Aa 4,38 Aab 4,16 Aa
114 6,51 Aa 7,82 Aa 5,70 Aa 4,32 Ba
CV (%): 17,92 CV (%): 18,21

Médias seguidas da mesma letra, mailUscula na linha e minascula na coluna, nao diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. DAS= Dias ap6s a semeadura. CV = Coeficiente de variacéo.

Para as sementes da cultivar Irina (Tabela 12) as variac6es foram constatadas
apenas entre as épocas de avaliagdo, em que as sementes armazenadas originaram
plantulas que tinham o maior comprimento da raiz, com excecao apenas para as
sementes colhidas aos 121 DAS (13,63% de agua), cujos resultados foram similares.

Na avaliacao inicial, para o comprimento da raiz da plantula, o resultado das
sementes colhidas aos 102 DAS (32,76% de agua) foi inferior aos demais, as quais
nao diferiram estatisticamente entre si, e na avaliacdo das sementes armazenadas
nao houve diferenga, em fungdo do momento de colheita.

Entre as épocas de avaliacdo houve diferenca do comprimento de raiz para
as sementes colhidas aos 102 DAS (32,76 % de agua) e aos 121 DAS (13,63% de
agua), onde na colheita aos 102 DAS (32,76 % de agua) o comprimento de raiz da
plantula foi maior nas plantulas originadas das sementes armazenadas e aos 121 DAS
(13,63%de agua) as sementes recém colhidas originaram plantulas que tinham raiz

com o maior comprimento (Tabela 12).

Tabela 12 — Desdobramento das médias dos comprimentos da parte aérea e da raiz das plantulas de cevada,
originadas das sementes, da cultivar Irina, colhidas em quatro momentos e analisadas inicialmente e aos

107 dias.
Momento Comp. parte aérea (cm) Comp. raiz (cm)
de colheita Avaliacdes
(DAS) Inicial 107 dias Inicial 107 dias
102 1,03 Ba 5,30 Aa 0,93 Bb 2,51 Aa
107 3,78 Ba 6,58 Aa 2,36 Aa 2,68 Aa
121 3,71 Aa 5,40 Aa 3,79 Aa 1,85 Ba
127 4,08 Ba 6,05 Aa 3,19 Aa 2,11 Aa
CV (%): 29,77 CV (%): 40,53

Médias seguidas da mesma letra, mailuscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. DAS= Dias apds a semeadura. CV = Coeficiente de variagdo.
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5.8 EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL POR RT-QPCR

Para a cevada, as pesquisas que visem o0 entendimento dos processos
fisiolégicos, para a otimizacédo da producéo e da qualidade do malte, sdo essenciais.
Neste sentido, ha diversos estudos relacionados as avaliacbes dos indices de
degradagcédo e modificacdo do tecido de reserva em diferentes condi¢cbes de
germinacdo. Uma vez que o controle da germinacéo da semente da cevada € a base
da industria de maltagem e a compreensao dos fatores que regulam este processo
sao importantes em termos econdmicos (SHENG et al., 2018).

Nas sementes de cevada tém quatro enzimas associadas a producao dos
acucares fermentaveis durante a germinagéao (B-amilase, a-amilase, a-glucosidase e
limite dextrinase). A B-amilase, codificada pelo gene (B-amyl, é a que tem a maior
correlacdo com o potencial diastatico, uma medida da atividade aminolitica total e
essencial para aferir a qualidade do malte (OVESNA et al., 2012). A partir do exposto,
foram realizadas as analises de expressao dos genes Amy32b e -amyl, envolvidos
na regulacdo das enzimas a-amilase e [p-amilase, respectivamente, visando
determinar a relacdo com as andlises utilizadas para avaliar o parametro fisioldgico
das sementes de cevada.

O padrao de expressao dos genes Amy32b e B-amy1l foi verificado por meio
da utilizacdo da PCR quantitativa em tempo real para as sementes da cultivar BRS
Caué (Figura 3). As sementes que ndo passaram pelo processo de malteacao foram
utilizadas como controle, demonstrando que ndo ha a expressdo dos genes nas
sementes quiescentes.

A analise do gene Amy32b evidenciou 0s maiores niveis de expressao nas
sementes colhidas aos 114 DAS, independentemente da época de avaliagéo (inicial,
A/l e apbés os 111 dias, A/111), e aos 99 DAS na A/l (Figura 3). Esse nivel de
expressao do gene obtida na colheita posterior, indica que nédo houve deterioracao
das sementes devido ao aumento do periodo que as sementes ficaram no campo apos
atingirem a maturidade fisiolégica a ponto de interferir nesse parametro.

O mecanismo molecular da sintese e regulagao de a-amilase na semente da
cevada €, ha algumas décadas, uma das principais areas de pesquisa dessa espécie
(SHENG et al., 2018). O &cido giberélico aumenta a sintese de mMRNA especifico para
a-amilase e a eficiéncia da traducdo (HIGGINS et al., 1976). Por outro lado, o &cido
abscisico inibe a sintese de a-amilase no momento de transcricdo e traducdo
(CHRISPEELS & VARNER, 1967; JACOBSEN et al.,1982).
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Para o gene B-amyl foi possivel observar o pico de expressao nas sementes
colhidas aos 99 DAS e avaliadas imediatamente apds a colheita. Uma vez que as
sementes colhidas proxima a maturidade fisioldgica tém o maximo de qualidade, em
termos fisioldgicos, a maior expressao desse gene, indica que possivelmente o maior
potencial diastatico da cultivar € atingido nestas condi¢cdes de colheita e sem
armazenamento.

Para as sementes colhidas aos 99 DAS, primeira colheita, nos resultados da
avaliacdo inicial a expressao dos dois genes foi superior; Ja, para as sementes
oriundas dessa colheita que foram armazenadas, a expressao destes genes foi menos
evidente (Figura 3).

Resultado que evidencia que as sementes recém colhidas e colhidas proximo
a maturidade fisiologica tém os maiores niveis de expressao diferencial destes genes,
assim, este resultado possibilita associar a maturidade fisiolégica da semente de
cevada ao valor do potencial diastatico que, por sua vez, sera utilizado como
referéncia para o controle da producédo do malte. Por outro lado, apés a secagem e o
armazenamento destas sementes houve reducéo da expressao desses genes, 0 que
pode ser consequéncia da temperatura da secagem.

Ovesna et al. (2012) obtiveram reducdo do numero de genes regulados
positivamente e relacionados ao metabolismo das macromoléculas regulados
positivamente, na medida em que houve o aumento da temperatura no processo de
malteacado. Fato esperado, tendo em vista que no processo de malteacdo a secagem
€ empregada para cessar a germinacdo das sementes. No entanto, alguns genes
permaneceram positivamente regulados, dentre os quais os que codificam as enzimas
a-amilase, limite dextrinase, a-glucosidase e B-glucanase, indicando que sdo enzimas
termoestaveis. Resultado diferente do obtido nesta pesquisa, pois houve reducdo da
expresséo do gene codificante de a-amilase, quando as sementes colhidas aos 99
DAS (32% de agua) foram secas até 13% de agua.

Na Figura 4 pode ser observado o padrao de expressao dos genes Amy32b e
B-amyl para as sementes da cultivar Irina. Para o gene Amy32b, 0s maiores niveis
de expressao foram observados nas sementes colhidas aos 127 DAS, com maior
expressao nas sementes que ndo passaram pelo periodo de armazenamento.

As analises do gene (B-amyl evidenciaram maior expressao para a colheita
aos 102 DAS nas sementes sem armazenamento. Este resultado, corrobora com o

obtido para a cultivar BRS Caué, indicando que a colheita mais préxima da maturidade



50

fisiologica da cultura favorece a manutencdo da qualidade da semente e,
consequentemente, em fungcdo da maior concentracdo de (B-amilases na semente,
contribui para a melhor qualidade do malte.

Segundo Saika et al. (2005) a quantidade de a e B-amilase na semente é
influenciada por inimeros fatores como, por exemplo, o gendtipo da cultivar, as
condicdes climéticas durante a formacao das sementes e do processo de germinacéao,

conteudo de agua na producao de malte verde e temperatura de maceracao.
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Figura 3 - Expressao relativa dos genes Amy32b e B-amyl em funcdo de dois momentos de colheita (99 DAS e
114 DAS), analisadas inicialmente e aos 111 dias (A/l e A/111), das sementes de cevada da cultivar BRS
Caué. Ponta Grossa, 2018.

Apesar do objetivo do trabalho ndo envolver comparacdes entre os genotipos
avaliados, verifica-se que para a cultivar Irina os valores de expressao relativa foram
elevados quando comparados ao da cultivar BRS Caué.

A empresa detentora da cultivar Irina, material recém introduzido no Brasil,
atribui a esse gendtipo qualidade superior para producdo de malte cervejeiro,
caracteristica que pode estar associada aos maiores valores de expressao dos genes
gue codificam para enzimas que influenciam no potencial diastatico das sementes.

As diferengas de expresséao diferencial do gene -amyl entre genétipos séo
demonstradas por Vinje et al. (2011), os quais verificaram que a cultivar Harrington
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apresentou os mesmos niveis de mRNA de (3-amyl que a cultivar Legacy aos 17, 19
e 21 dias ap0s a antese. Entretanto, as cultivares Ashgelon e Pl 296897 obtiveram
niveis de mRNA em torno de 3 vezes superior as demais cultivares, evidenciando uma
grande variacdo na abundancia de transcritos $-amyl.

De modo geral, as sementes colhidas mais tardias para BRS Caué e Irina (114
DAS e 127 DAS respectivamente) expressaram o gene Amy32b em maior quantidade
que gene B-amyl. Resultado que diverge do encontrado por outros autores
gueconstataram que plantas superiores apresentam maior atividade da -amilase em
relagdo a outras enzimas hidroliticas (DOEHLERT et al., 1983; DUKE et al., 2009;
HENSON et al., 2008; KAKEFUDA et al., 1986; SUN et al.,1991; VINJE et al., 2011).
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Figura 4 - Expresséo relativa dos genes Amy32b e fmy1 em fungdo de dois momentos de colheita (102 DAS e 127
DAS), analisados inicialmente e aos 107 dias (A/l e A/107) das sementes de cevada da cultivar Irina. Ponta
Grossa, 2018.

A maioria dos trabalhos sobre a expresséo diferencial de genes codificadores
de enzimas responsaveis pelo potencial diastatico em cevada abordam a diferencga de
expressao durante o periodo de germinacdo. Em alguns destes estudos, foram
observados que a B-amilase esta presente em quantidades um pouco maiores na
cevada antes da germinagéo, quando comparada a a-amilase. E que depois de uma
diminuigao inicial, a quantidade de B-amilase tem aumentos consideraveis no segundo
e terceiro dia de germinacdo (MOLINA-CANO et al., 2000, 2001; KUNZE, 1996;
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SANTOS et al., 2010). Resultado que néo foi observado para este experimento, onde
ndo houve expresséo dos genes antes do inicio da germinagéo.

Resultados de Kunze (1996), apontam que a enzima a-amilase ndo esta
acentuadamente presente na semente de cevada. A sua sintese se da entre o
segundo e quarto dia de germinacdo e a quantidade desta enzima pode ser
aumentada durante o prolongamento da germinacdo condicionado pela concentracao
de substrato. Segundo Santos et al. (2010) os aumentos e diminui¢cdes na sintese de
a-amilase estédo relacionadas possivelmente ao processo fisiologico de formacéo e
desenvolvimento da semente e na germinacdo. Este fato evidencia que a regulacéo
dos genes que codificam essas enzimas € dependente de inumeros fatores
intrinsecos e extrinsecos as sementes, e que Sao necessarios maiores estudos que
correlacionem a regulacédo génica dessas enzimas com os estadios de formacéo das

sementes e a deterioracdo das mesmas.

5.9 CORRELACAO CANONICA

A andlise de correlacdo candnica € utilizada para a identificacdo e
quantificacdo da associacdo entre dois grupos de variaveis (CHAVES NETO, 2002).
A analise de regressao multipla € uma técnica multivariada que pode prever o valor
de uma Unica variavel dependente a partir de uma funcao linear de um conjunto de
variaveis independentes. Em alguns casos, o interesse pode ndo ser em uma Unica
variavel dependente, e sim nas relacbes entre conjuntos de mdultiplas variaveis
dependentes e independentes (LIRA, 2004).

Na Figura 5 é possivel observar o grau de relagcdo entre a expressao
diferencial dos genes Amy32b e B-amyl e as variaveis fisiologicas avaliadas para
cultivar BRS Caué. A correlacdo obtida foi baixa e negativa para ambos os genes.
Apesar disso, 0 gene Amy32b apresentou maior correlacgdo com a analise de
envelhecimento acelerado e de comprimento de raiz de plantula. Enquanto o gene [3-

amy1 foi melhor correlacionado com o teste de tetrazdlio e de germinacao.
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Figura 5 - Correlagao candnica entre as variaveis fisiologicas e a expressao dos genes Amy32b e -amyl em fungdo
de dois momentos de colheita (99 DAS e 114 DAS), analisadas inicialmente e aos 111 dias das sementes
de cevada da cultivar BRS Caué. Ponta Grossa, 2018.

Para a cultivar Irina as correlagcdes entre os grupos de varidveis foram
positivas e de maior magnitude quando comparadas com a cultivar BRS Caué.
Semelhantemente, o gene (B-amyl esteve melhor correlacionado com o teste de
tetrazolio e de germinacao. Entretanto para os dados de expressao do gene Amy32b
melhor se correlacionaram com o teste de 1° contagem de germinacéo (Figura 6).

Os resultados obtidos indicam que nédo foi possivel estabelecer uma
correlacdo da expressdo dos genes com as andlises fisiologicas realizadas. A
composicdo genética de cada cultivar, o ambiente de formacao e desenvolvimento
das sementes e as condi¢cfes no periodo de germinacéo séo fatores que influenciam
diretamente a expressdo desses genes. Além disso, a qualidade de malte é um
fendtipo complexo que combina um grande numero de componentes inter-
relacionados e cada um com heranca complexa (HAYES et al., 2000).

Lapitan et al. (2009) identificaram cerca de 102 genes relacionados com seis
caracteristicas diferentes de qualidade do malte. A maioria desses genes nao tem
funcdo estabelecida, enfatizando que a base molecular das caracteristicas de

qualidade do malte ndo é ainda compreendida. Neste sentido, verifica-se a

necessidade de maiores estudos visando a melhor compreensao dos processos



54

fisiologicos e genéticos responsaveis pela qualidade da semente que,
consequentemente, contribuem para o elevado potencial diastatico da cevada.
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Figura 6 - Correlacdo candnica entre as variaveis fisiolégicas e a expresséo dos genes Amy32b e 3-amyl em funcéo
de dois momentos de colheita (102 DAS e 127 DAS), avaliadas inicialmente e aos 107 dias das sementes
de cevada da cultivar Irina. Ponta Grossa, 2018.
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6. CONCLUSOES

()

(ii)

(i)

(iv)

v)

(vi)

(vii)

As sementes das duas cultivares que foram avaliadas apdés o periodo de
armazenamento apresentaram de forma geral maior germinacao e vigor.

A presenca de dorméncia nas sementes propiciou a manutencao da qualidade
dessas mesmo apds o0 armazenamento.

A cultivar BRS Caué para avaliacao inicial apresentou maior germinacao e
indices de vigor na colheita realizada aos 114 DAS (15,89% de agua), na qual
o fendmeno de dorméncia foi menor.

Para cultivar Irina os melhores resultados foram decorrentes da colheita
realizada aos 107 DAS (20,27 % de agua). Indicando que as sementes colhidas
apos esse periodo sofreram perdas de qualidade devido as condicdes
ambientais reinantes no periodo.

A expresséo diferencial dos genes Amy32b e (B-amyl ocorreu em escalas
diferentes entre as duas cultivares, sendo que a cultivar Irina apresentou
valores mais significativos.

N&o houve deterioracdo suficiente das sementes a ponto de influenciar de
forma substancial a expressao diferencial desses genes.

N&o € possivel estabelecer uma correlacéo entre testes de germinacgao e vigor
com o de expressdo génica para este experimento, evidenciando a
complexidade dessa relacdo e a necessidade de mais estudos que possam

melhor elucida-la.
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APENDICE A — DESCRICAO DA CULTIVAR BRS CAUE

A cultivar foi desenvolvida pelo programa de melhoramento genético da
Embrapa Trigo, em parceria com a Ambev e a Cooperativa Agraria Agroindustrial.

Segundo a Embrapa, essa cultivar apresenta porte ando, medindo cerca de
0,80 m, estatura que condiciona maior resisténcia ao acamamento. A semeadura é
indicada para o més de junho, seu ciclo € de 125 a 135 dias, iniciando seu
espigamento a partir de 85 dias apos a semeadura. O rendimento potencial € de 6000
kg hal, e seus gréos apresentam classificacdo média superior a 80% de classe 1.

O malte produzido a partir dessa cultivar no Parana e Rio Grande do Sul

apresenta perfil de qualidade e atende as normas das industrias cervejeiras.
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APENDICE B — Manejo fitossanitario para o experimento de avaliacdo da Cultivar
BRS Caué

A semeadura da cultivar BRS Caué foi realizado no dia 3 de junho de 2017,
com densidade de 160 kg ha ! e espacamento de 0,17 m entre linhas. A adubacéo
de base foi de 300 kg ha! na formulagdo NPK (nitrogénio, fésforo e potassio) de 14-
40-00 mais 7% de S (enxofre) e a adubacéo de cobertura foi de 120 kg ha! de ureia
mais 200 kg ha! de KCL (cloreto de potassio).

No dia 28 de junho realizou-se a aplicacdo do herbicida HussarC
(lodossulfurom-metilico-sédico), na dosagem 0,1 kg ha' com o adjuvante Hoefix@
(Lauril éter sulfato de sédio), na dosagem de 0,2 L ha™.

Uma aplicacdo conjunta de herbicidas mais fungicida foi aplicada no dia 7 de
julho, Ally@ (Metsulfurom-metilico) na dosagem 0,05 kg ha' e 2-4-D na dosagem de
1 L ha?, mais Corbel€ (Fenpropimorfe) na dosagem de 0,6 L ha' e lharol€ (6leo
mineral) na dosagem 0,25 L hal, respectivamente.

Em 2 de agosto aplicou-se os fungicidas Corbel@, (Fenpropimorfe) na
dosagem 0,4 L ha'e Gauss@ (Epoxiconazol), na dosagem 0,6 L ha.

Os fungicidas Nativo& (Trifloxistrobina e Tebuconazo), na dosagem 0,8 L ha
1 Rovral@ (lprodiona), na dosagem 0,5 L ha, mais o adjuvante Hoefix@ (Lauril éter
sulfato de sédio), na dosagem 0,2 L hat.

No dia 4 de setembro foram aplicados os fungicidas CarbendazimE
(Carbendazim), na dosagem 1,0 L ha' e Gauss@ (Epoxiconazol), na dosagem 0,6 L

ha.
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APENDICE C - Descri¢éo da cultivar Irina

A cultivar Irina foi desenvolvida na Europa pela empresa KWS, é caracterizada
como cevada de primavera e vem ganhando mercado devido sua alta produtividade e
também & elevada qualidade do malte obtido (FARMERS GUIDE, 2014). Apresenta
alta resisténcia ao acamamento e grande capacidade de perfilhamento (KWS, 2018).

No Brasil sua adaptacéo € uma parceria entre a empresa KWS e a FAPA, sua
apresentacio aos produtores no estado do Parana foi no ano de 2017 (AGRARIA,
2017), sendo assim, ainda ndo se tem informacfes disponiveis a respeito do

desempenho dessa cultivar para as nossas condicfes ambientais.
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APENDICE D - Manejo fitossanitario para o experimento de avaliacdo da Cultivar

Irina

A semeadura da cultivar Irina foi realizada no dia 4 de junho de 2017, com
densidade de 160 kg ha! em um espacamento de 0,17 m entre linhas. A adubacéo
de base foi de 300 kg ha! da formulagdo NPK (nitrogénio, fésforo e potassio) de 10-
20-20 e a adubacéo de cobertura foi de 120 kg ha* de ureia.

No dia 27 de junho foi realizada a aplicagéo conjunta de herbicida Hussarc
(lodossulfurom-metilico-sédico), na dosagem 0,1 kg ha' com o adjuvante Hoefix@
(Lauril éter sulfato de sodio) e Guapo& (Cresoxim-metilico e Epoxiconazol), nas
dosagens de 0,2 L ha' e 0,75 L ha', respectivamente.

Uma nova aplicagao de herbicidas e fungicida foi realizada no dia 3 de agosto,
Ally¢ (Metsulfurom-metilico) na dosagem 0,05 kg ha? e Agritone€ (MCPA) na
dosagem 1,0 L ha! mais, Brio€ (Cresoxim-metilico e Epoxiconazol) na dosagem 0,6
L hae Iharol@ (6leo mineral) na dosagem 0,25 L ha.

Em 24 de agosto foi realizada a aplicacdo dos inseticidas GalaxyE
(Novalurom) e Platinum neo€ (Lambda-cialotrina e Tiametoxam), nas dosagens 0,1 e
0,07 L ha?, respectivamente, mais os fungicidas Ativum@ (Piraclostrobina,
Epoxiconazol e Fluxapiroxade) e lharol@ (6leo mineral), na dosagens 0,8 e 0,5 L ha'l,
respectivamente.

Os fungicidas Nativo (Trifloxistrobina e Tebuconazo), Rovral (Iprodiona),
Carbendazim (Carbendazim), Certero (Triflumuron) e o adjuvante Hoefix (Lauril éter
sulfato de sédio), nas dosagens 0,6; 0,5; 1,0; 0,05 e 0,2 L ha%, respectivamente, foram

aplicados no dia 11 de setembro.
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APENDICE E - Concentracdes (ng puL™?) de RNA total obtidas pela extracédo de
amostras de sementes de cevada e relacbes A260/A280 e

A260/230.
Cultivar BRS CAUE
Trat;r;‘smo’ nguL? A 260/280 A 260/230 Tratg;‘smc’/ ng UL A 260/280 A260/230

Controle 32,8 2,680 0,018 T5 | 44,4 3,038 0,011
T1 376 1,895 0,099 T5 11 35,2 1,905 0,175
TL - - . T5 111 34,4 2,157 0,069
TLI0 292 1,872 0,224 T5 IV 25,2 1,969 0,079
T1IV 392 1,888 0,171 T8 | 26,4 2,389 0,019
T4 488 2,453 0,022 T8 Il 32,4 2,250 0,024
T4l 584 1,829 0,118 T8 Il 40,0 2,083 0,037
T4 456 1,933 0,098 T8 IV 44,4 2,200 0,033
T4V 580 2,237 0,025

Cultivar IRINA
Tratgr;‘smo’ nguL? A 260/280 A 260/230 Tratggg”m/ ng UL A 260/280 A 260/230

Controle 284 1,972 0.133 T5 | - - -
T1 ] . . T5 11 39,6 2,250 0,029
TL 28,8 2,000 0,200 T5 11 57,2 2,509 0,031
TLI0 392 1,960 0,221 TS5 IV 58,8 2,410 0,032
T1IV 1040 2,955 0,055 T8 | 52,8 2,444 0,030
T4 624 2,836 0,034 T8 Il 29,2 2,274 0,025
T4l 420 2,019 0,282 T8 Il 48,4 2,881 0,026
T4 32 2,514 0,020 T8 IV 42,4 2,524 0,023

T4 IV 58,0 1,987 0,611




