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RESUMO

VANCINI, Camila. Caracterizacdo de alelos de gluteninas de alto peso molecular, influéncia
sobre a qualidade de uso final de trigo no Brasil e analise de marcadores moleculares. 2018. 112
f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) - Universidade de Passo Fundo, Passo Fundo, 2018.

O objetivo desse trabalho foi caracterizar as gluteninas de alto peso molecular (HMW-GS) e
analisar sua relagcdo com parametros de qualidade tecnoldgica de trigo (QTT) em uma colecdo de
gendtipos de trigo com importancia na introgressao de caracteristicas de interesse pelos programas
de melhoramento no Brasil. Foram avaliados 274 acessos de trigo por SDS-PAGE, sendo que
para 219 acessos com homogeneidade para gluteninas de alto peso molecular foram encontrados
53 perfis e 21 alelos. A combinagéo mais frequente foi 2*/7+9/5+10 (11,9%). Com base no perfil
proteico de HMW-GS e na identificacdo da super expressdo do alelo 7oe e da translocacdo
1BL.1RS, através do uso de marcadores moleculares de DNA, o escore Glu-1 foi calculado e as
correlacdes com parametros de qualidade tecnoldgica de trigo (QTT) foram analisadas. Os
principais efeitos dos locos Glu-1 e 1BL.1RS foram estimados usando o algoritmo da méaxima
verossimilhanga restrita (REML). O escore Glu-1 mostrou correlagdes significativas com as
analises de QTT: microssedimentacdo com dodecil-sulfato de sédio (MS-SDS); alveografia, com
os parametros: forga de gluten (W), tenacidade (P), extensibilidade (L) e indice de elasticidade
(le) e farinografia, com o pardmetro estabilidade (EST) com valores de coeficiente de correlagdo
(r) variando de 0,27 a 0,51. Os alelos 1, 70e+8 e 5+10, localizados nos locos Glu- Al, Glu-Bl e
Glu-D1, respectivamente, tiveram maiores valores para W, le e EST. Os resultados indicaram que
€ necessario um ajuste no escore para os alelos do loco Glu-Al para as condigdes do Brasil bem
como o uso de marcadores moleculares para a identificacdo da combinacdo 70e+8. Marcadores
moleculares do tipo SNP (single nucleotide polymorphism) foram usados para analisar 467
acessos de trigo pelo método KASP, para alelos dos locos Glu-Al e Glu-D1 e para translocagédo
1BL.1RS. A anélise de HMW-GS em SDS-PAGE de 270 dos acessos possibilitou a comparac¢éo
dos resultados com as analises de DNA. Para o marcador do loco Glu-Al houve 91,8% de
concordancia com o perfil proteico de HMW-GS e para o loco Glu-D1, 98,8%. Para o marcador
do loco Glu-B1 da super expressao 7oe, foram identificados 22 (10%) acessos com este alelo. A
presenca datranslocagdo 1BL.1RS foi identificada em 83 (18%) dos 467 acessos de trigo avaliados.
Os resultados indicaram a eficiéncia no uso de marcadores moleculares para os locos Glu-1.

Palavras-chave: 1. Triticum aestivum. 2. HMW-GS. 3. Panificacdo. 4. Escore Glu-1.
5. Marcadores moleculares de DNA.



ABSTRACT

VANCINI, Camila. Characterization of high molecular weight glutenins alleles, influence on the
end-use quality of wheat in Brazil and analysis of molecular markers. 2018. 112 f. Dissertation
(Masters in Agronomy) - Universidade de Passo Fundo, Passo Fundo, 2018.

The objective of this work was to characterize the high molecular weight glutenin subunits
(HMW-GS) and to analyze their relation with parameters of wheat technological quality in a
collection of wheat genotypes with importance in the introgression of characteristics of interest
by breeding programs in Brazil. A total of 274 accessions of wheats were evaluated by SDS-
PAGE, and for 219 accessions with homogeneity for HMW-GS 53 profiles and 21 alleles were
found. The most frequent combination was 2 */7+9/5+10 (11.9%). Based on the protein profile
of HMW-GS and the identification of 7oe allele overexpression and 1BL.1RS translocation with
DNA molecular markers, the Glu-1 score was calculated and the correlations with wheat
technological quality parameters were analyzed. The main effects of the Glu-1 and 1BL.1RS loci
were estimated using the maximum likelihood-restricted algorithm (REML). The Glu-1 score
showed significant correlations with the QTT: sodium dodecylsulfate microssedimentation (MS-
SDS); alveography with gluten strength (W), tenacity (P), extensibility (L) and elasticity index
(le) and pharynography, with the parameter stability (ST) with values of correlation coefficient
(r) varying from 0.27 to 0.51. Alleles 1, 70e+8 and 5+10, located at the Glu-Al, Glu-B1 and Glu-
D1 loci, respectively, had higher values for W, le and ST. The results indicated that an adjustment
to the Glu-Al locus alleles score for Brazil conditions of cultivation is required as well as the use
of molecular markers for the identification of the 70e+8 combination. SNP (single nucleotide
polymorphism) molecular markers were used to analyze 467 accessions of wheat by the KASP
method for alleles of the Glu-Al and Glu-D1 loci and for translocation 1BL.1RS. The SDS-PAGE
analysis of 270 of the accessions allowed the comparison of the results with the DNA analyzes.
For the Glu-Al locus marker there was 91.8% agreement with the protein profile of HMW-GS
and for locus Glu-D1, 98.8%. For the Glu-B1 locus marker of superexpression 70e and 22 (10%)
were identified with this allele. The presence of 1BL.1RS translocation was identified in 83 (18%)
of the 467 accessions of wheat. The results indicated the efficiency in the use of molecular markers
for the Glu-1 loci.

Key words: 1. Triticum aestivum. 2. HMW-GS. 3. Bread-making. 4. Glu-1 score. 5. DNA
molecular markers.



SUMARIO

1 INTRODUCAO
2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Trigo

2.2 Importancia do trigo

2.3 Qualidade tecnoldgica de trigo

2.4 Parametros fisicos e fisico-quimicos

2.5 Parametros relacionados ao gluten

2.6 Parametros reoldgicos

2.7 Proteinas de reserva do trigo

2.8 Combinagdes para qualidade tecnoldgica de trigo
2.9 Escore para qualidade tecnolégica de trigo

2.10 Marcadores moleculares de DNA

2.11 Marcadores moleculares de DNA para HMW-GS

3 CAPITULOI

3.1 Resumo

3.2 Introducdo

3.3 Material e Métodos
3.4 Resultados e Discusséo
3.4.1 Alelos e escore Glu-1
3.4.2 Diversidade genética

3.4.3 Trigos sintéticos

13
16

16
17
19
20
21
22
23
27
28
31
32

35

35
35
37
44

44
57
58

3.4.4 Relacdo do escore Glu-1 e da MS-SDS com parametros de qualidade tecnologica de trigo

61

3.4.5 Efeito dos locos Glu-1, da translocacdo 1BL.1RS, do ano e da interacdo com o0 ano sobre

o0s parametros de qualidade tecnolégica de trigo

3.4.6 Efeito dos alelos do loco Glu-Al sobre parametros de qualidade tecnolégica de trigo
3.4.7 Efeito dos alelos do loco Glu-B1 sobre parametros de qualidade tecnolégica de trigo
3.4.8 Efeito dos alelos do loco Glu-D1 sobre parametros de qualidade tecnologica de trigo
3.4.9 Efeito da translocagdo 1BL.1RS sobre parametros de qualidade tecnoldgica de trigo
3.5 Conclusdes

4 CAPITULOII

4.1 Resumo
4.2 Introducdo

65
67
71
73
74
75
76

76
76



4.3 Material e Métodos
4.4 Resultados e Discussao

4.4.1 Marcador molecular de DNA para o loco Glu-Al
4.4.2 Marcador molecular de DNA para GluBx70e
4.4.3 Marcador molecular de DNA para o loco Glu-D1
4.4.4 Marcador para translocacdo 1BL.1RS

4.5 Conclusoes

5 CONSIDERACOES FINAIS

6 CONCLUSAO GERAL

REFERENCIAS

79
81

82
84
87
89
90
91
93
94



1 INTRODUCAO

O trigo (Triticum aestivum) tem grande importancia econémica e nutricional e esta
entre os cereais mais produzidos e consumidos no mundo. A farinha é o principal derivado
obtido do trigo, sendo a Unica a apresentar caracteristicas como coesividade, elasticidade
e extensibilidade, necessarias para o processo de panificacdo. As proteinas do trigo,
especificamente as proteinas formadoras do gluten, sdo as responsaveis por essas
caracteristicas especiais da farinha. Elas sdo expressas especifica e exclusivamente nos

gréos.

As gliadinas e as gluteninas sao as proteinas responsaveis pela formacao do glaten
influenciando suas propriedades reoldgicas. As gliadinas estdo envolvidas nas
caracteristicas de extensibilidade da massa. Ja as gluteninas sdo consideradas as principais
determinantes da elasticidade do gliten e apresentam propriedade de resisténcia a
extensdo no processo de panificacdo.As gluteninas séo classificadas em funcdo da massa
molecular em gluteninas de alto peso molecular (HMW-GS, high-molecular weight
glutenin subunits) e em gluteninas de baixo peso molecular (LMW-GS, low-molecular

weight glutenin subunits).

A qualidade do trigo é influenciada por fatores hereditérios, principalmente por
suas proteinas que estdo ligadas ao genoma. Atribui-se a composicdo das HMW-GS
caracteristicas especificas para o processo de panificacdo. Os programas de
melhoramento genético de trigo buscam além de caracteristicas agronémicas, como um
elevado rendimento em gréos, a capacidade deste em produzir farinha com qualidade,
atendendo a demanda dos agricultores, moinhos, industrias de produto final e
consumidores. A qualidade tecnoldgica de trigo (QTT) pode ser incrementada através da
caracterizacdo de germoplasma disponivel, com o uso de testes especificos para qualidade

tecnoldgica e a identificacdo de genes envolvidos com caracteristicas de interesse. Deste



modo, é possivel a selecdo de cultivares adequadas a cada uso final em menor tempo,
garantindo a aceitabilidade e o sucesso da nova cultivar.

A maioria dos estudos sobre a associacdo das combinacdes alélicas de HMW-GS
com a aptiddo tecnoldgica do trigo foi e vem sendo realizados no exterior. A interagdo
gendtipo x ambiente (GXE) € um fator determinante na expressdo do fendtipo de uma
cultivar. Contudo, combinacdes alélicas conhecidas, baseadas em estudos internacionais,
para uma boa qualidade para panificacdo, por exemplo, podem nédo apresentar 0 mesmo

resultado nas condic@es climaticas de cultivo no Brasil.

No presente trabalho foi testada a hipdtese de que se determinadas HMW-GS
influenciam a QTT e a GXE é um fator determinante na expressdo do fenétipo de uma
cultivar, poderiam haver combinagdes com melhor desempenho para as condicdes
climaticas do Brasil. E, ainda foi testada uma segunda hipotese, se 0 uso de marcadores
moleculares de DNA para a identificacdo dos alelos de HMW-GS é eficiente para acelerar

0 processo de selecdo de um genotipo.

Para isso, é necessario conhecer: as frequéncias de HMW-GS em acessos detrigo
encontrados no pais; os alelos de HMW-GS que estdo associados com qualidade
tecnoldgica de trigo; e se 0 uso de marcadores moleculares para a caracterizacdo das
HMW-GS ¢ eficiente.

Deste modo, o objetivo geral do trabalho foi:

Caracterizar, quanto ao perfil de HMW-GS, uma colecdo com 274 acessos de trigo

de diferentes paises e avaliar a sua relacdo com os parametros de QTT.

Os objetivos especificos foram:

Descrever o perfil de 274 acessos de trigo quanto as HMW-GS.

Avaliar os gendtipos quanto aos parametros de QTT.

Camila Vancini 14



Avaliar o uso de marcadores moleculares de DNA para as HMW-GS.

Este trabalho foi organizado da seguinte forma: a Introducao exp&e a problematica,
incluindo as hipoteses e 0s objetivos; a Revisdo da Literatura, apresenta aspectos
conceituais sobre o trigo e as HMW-GS, com as principais descobertas sobre o assunto
ocorridas nos ultimos dez anos nas principais revistas cientificas da area; no Capitulo |
sdo apresentados e discutidos os resultados sobre a caracterizacdo de uma colecdo de
acessos de trigo para HMW-GS e a relagdo das subunidades do loco Glu-1 com
parametros de QTT; no Capitulo Il sdo apresentados e discutidos os resultados das
analises de marcadores moleculares de DNA para as HMW-GS; e por fim, sédo
apresentadas as Consideragdes Finais e a Conclusdo Geral.

Camila Vancini 15



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Trigo

O género Triticum L. possui nimero basico cromossdmico de sete, e é constituido
por vérias espécies com diferentes niveis de ploidia, sendo estes diploides (2n=2x=14),
tetraploides (2n=4x=28) ou hexaploides (2n=6x=42).

A espécie Triticum aestivum L. hoje cultivada, € um hexaploide constituido por
trés genomas A, B e D, resultante de hibridizacBes interespecificas seguidas de
duplicagdes cromossdmicas entre uma espécie de trigo tetraploide e outra espécie diploide
(GUPTA et al., 2008). A primeira poliploidizacdo ocorreu entre as espécies T. urartu
(2n=2x=14 cromossomos, genoma AA) e uma espécie desconhecida relacionada com
Aegilops speltoides, dando origem a uma nova espécie com 14 pares de cromossomos, 0
T. turgidum L. ssp. dicoccoides (2n=4x=28 cromossomos, genoma AABB). O segundo
evento de poliploidizacéo foi entre o tetraploide T. turgidum e a espécie selvagem diploide
T. tauschii (DD), originando entdo a espécie hexaploide T. aestivum L. (2n=6x=42
cromossomos, genoma AABBDD) (CHARMET, 2011).

O trigo tem como centro de origem a regido do Oriente Médio, entre os rios Tigre
e Eufrates. Foi uma das primeiras espécies a ser cultivada na historia, cerca de 10 mil
anos atras durante a revolucdo neolitica, marcada pela transicdo da caca e da coleta de
alimentos para a agricultura. As primeiras formas cultivadas foram diploides (genoma
AA) e tetraploides (genoma AABB) (SHEWRY, 2009, p. 228).

A propriedade de manter as suas caracteristicas de qualidade, mesmo quando

armazenado por longos periodos, fez do trigo uma das culturas mais importantes no
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desenvolvimento das civilizagdes. O trigo faz parte da dieta basica de 35% da populacéo
mundial (VOSS-FELS et al., 2015). Contém alto valor cal6rico com nutrientes como

carboidratos, proteinas, gorduras, minerais e vitaminas.

Cultivado em diferentes ambientes e regides geogréaficas, o trigo tem importancia
econémica dando suporte a diversas ramificacdes industriais, contribuindo para a geracédo
de valor agregado e de postos de trabalho (De MORI, 2015).

2.2 Importancia do trigo

O trigo € o segundo cereal mais produzido no mundo ficando atras somente do
milho. Entre o periodo de 2009-2017 os principais paises produtores foram: Unido
Europeia, China, india, Rassia e EUA, representando mais de 60% da producio mundial.
O rendimento dos principais produtores oscila de 47 a 160 milhdes de toneladas (USDA,
2017).

O Brasil esta na 172 posicao entre os paises produtores de trigo no mundo. A area
plantada na ultima safra foi de cerca de 2 milhdes de hectares, tendo como estados
produtores Bahia, Mato Grosso do Sul, Goiania, Distrito Federal, Minas Gerais, Sao
Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. A safra nacional de 2017 alcancou a
producdo de 4,3 milhdes de toneladas (CONAB, 2018). Na regido sul do pais,
especialmente os estados do Rio Grande do Sul e Parand, concentra-se cerca de 90% da
producdo de trigo do pais, sendo a principal opc¢éo de cultivo no inverno e auxiliando na
rotacdo de culturas (VIOLA et al., 2013; CONAB, 2017).

Para atender a demanda do mercado consumidor cada vez mais é buscada a
qualidade do produto final obtido a partir do trigo. A producgéo grdos de trigo com elevada
forga de glaten (W) é fator determinante da viabilidade econdmica do trigo, levando este
a obter melhor preco no mercado (BAUMGRATZ et al., 2017).

A farinha de trigo tem ampla aplicabilidade na inddstria de alimentos, como na

panificacdo, producado de bolos, biscoitos e massas alimenticias. Com um total de mais

Camila Vancini 17



de 8 milhdes de toneladas de farinha produzida no Brasil, mais de 50% destina-se a
panificacdo, 15% para producdo de macarrdo, seguida pela producéo de biscoito (10%),
pelo de uso doméstico (10%) e outros segmentos (9%) (ABITRIGO, 2016).

E possivel que sejam realizadas analises para caracterizar aspectos estruturais, de
processamento e da composi¢cdo quimica do trigo. Porém sdo analises fisico-quimicas e
reoldgicas especificas que direcionam a aplicabilidade da farinha na indudstria. Moinhos e
industrias de processamento priorizam trigo com atributos especificos de qualidade de
grdos e elevado rendimento de farinha, sendo importante que essas caracteristicas
mantenham o padrdo de qualidade a cada nova safra (MIRANDA et al., 2010; SCHEUER
etal., 2011).

Para o consumidor, a boa qualidade de trigo reflete-se na producdo de pées de
volume elevado, cor e textura adequadas e grande valor nutritivo (GUARIENT], 1996, p.
11). Dessa maneira, € comum constatar que o valor de uma cultura de trigo no mercado é
geralmente determinado pelos atributos dos grdos, associados a qualidade de
processamento (PENA, 2002).

De acordo com a Instru¢do Normativa n® 38 do Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA) de classificacdo do trigo brasileiro (BRASIL, 2010), trés
parametros de qualidade sdo considerados: forca de glaten (W), estabilidade (EST) e
nimero de queda (NQG). As classes comerciais de trigo, segundo a IN n° 38 sdo:
melhorador, pdo, doméstico, basico e outros usos, que estdo apresentadas no Quadro 1. A
classe comercial com a maior frequéncia de amostras analisadas define o enquadramento

do genotipo.

Os gendtipos de trigo, enquadrados em cada classe comercial, tem aplicacdes
sugeridas, de acordo com sua aptidao tecnoldgica. A classe de trigo melhorador é indicada
para uso em mesclas com grdos de gendtipos de trigo de forca de gluten mais baixa,
destinados a panificacdo, producdo de massa alimenticia seca, biscoito tipo "cracker” e
péo industrial (como pao de forma e tipo Pullmann). A classe de trigo pao tem aptidao

para a producdo do péo artesanal e do péo tipo francés/d'agua consumido no Brasil. Esses
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graos também podem ser destinados a producdo de massa alimenticia seca, de folhados
ou ao uso doméstico. A classe de trigo doméstico é destinada a produtos de confeitaria,
massa instantanea, pizza, waffer e uso doméstico (pdo caseiro, massa fresca, biscoito e
bolo). Ja a classe de trigo basico é sugerida para a producéo de bolo, bolacha (biscoito
doce), produtos de confeitaria, pizza, massa caseira fresca, uso doméstico e em mescla
com trigo de forca de glaten mais elevada. E, por fim, a classe de trigo para outros usos,
que é destinada a alimentos infantis, gréos integrais em saladas, racdo animal e usos
industriais (producéo de: gérmen e amido de trigo, glaten vital, furfural, etanol, cerveja,
cola). Esta ultima classe engloba grdos de trigo com qualquer valor de W, mas nao
enquadrados em nenhuma das outras classes, por apresentarem numero de queda (Falling
Number) inferior a 200 segundos (GUARIENTI; MIRANDA, 2016; EMBRAPA, 2017).

Quadro 1 - Classificacdo do trigo do Grupo 11, destinado a moagem e outras finalidades,
segundo a Instrucdo Normativa n® 38 do Ministério da Agricultura, Pecuéria
e Abastecimento

Classe de Trigo RS digluten Estabilidade (min) SLURTE 2 e
(10J) (s)
Melhorador 300 e 14 250
Pao 220 ou 10 220
Domeéstico 160 ou 6 220
Basico 100 ou 3 200
Outros usos Qualquer Qualquer Qualquer

Fonte: MAPA (2010).

2.3 Qualidade tecnoldgica de trigo

O termo “qualidade tecnoldgica de trigo” esta relacionado ao seu destino de uso
final, ou seja, a qualidade para uso em determinado produto derivado da farinha detrigo.
Para determinar as caracteristicas da farinha € necesséria a utilizacdo de varios métodos,
que incluem a determinacao de parametros fisico-quimicos do gréo e aspectos reoldgicos
da massa de farinha de trigo. Ap6s a avaliacdo conjunta destes dados é definido o destino
da farinha (CALDEIRA et al., 2003).

Camila Vancini 19



2.4  Parametros fisicos e fisico-quimicos

O peso do hectolitro é um teste que corresponde a massa de 100 litros de trigo
expressa em kg/hl. Esse teste indica indiretamente a sanidade do gréo, sendo influenciado
pela uniformidade, forma, densidade e tamanho do grao e pelo teor de matérias estranhas
e graos quebrados da amostra (MIRANDA et al., 2010).

A dureza do grdo € uma importante caracteristica de textura, que permite a
classificagédo do trigo e, assim, a indicacédo de seu uso final (BEAN, et al., 2006). Muitos
fatores podem estar envolvidos na caracteristica de dureza, como a genética do gréo,
condi¢Oes de cultivo do cereal, época e retencdo de agua pelo grao. A classificacdo dos
gréos de trigo divide-se em dois grupos, hard (duro) e soft (suave). (GUARIENT]I, 1993,
p. 15). Quando o grdo é classificado como soft, sua farinha € mais leve, com coloragdo
branca, baixo teor de gluten e menor granulometria, e é destinada para a fabricacdo de
bolos, tortas e bolachas. Ja a classificacdo em gréo hard, caracteriza-se por apresentar
uma farinha mais pesada, de coloracdo amarela, com maior teor de gliten e maior
granulometria, destinada principalmente para a industria de panificacdo, de macarrao e
de massas em geral (SCHEUER et al., 2011).

O numero de queda (ou falling number), avaliado através do método de Hagberg
(1961) é um método fisico-quimico viscosimétrico que mede indiretamente o efeito da
enzima a-amilase, sua atividade e também propriedades do amido da farinha durante o
processo de aquecimento. Esse teste detecta possiveis danos na fase de germinacao da
espiga. O valor é expresso em segundos e quanto menor o tempo em segundos para a
haste do equipamento cair, maior é a atividade da enzima (PERTEN, 1964). Pode ser

determinado no trigo moido (peneira de 8 mm) ou na farinha de trigo (refinada).

Para realizar as analises reoldgicas € necessaria a obtencao da farinha de trigo, ou
seja, a moagem experimental dos gréos de trigo, que simula o processo que ocorre na
industria moageira, servindo como indicativo do rendimento de moagem ou da taxa de
extracédo de farinha (MIRANDA et al., 2010).
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2.5  Parametros relacionados ao glaten

As proteinas insoltveis da farinha de trigo, associadas a agua, juntamente com
granulos de amido e sob agitacdo mecanica, formam uma rede proteica que retém o CO>
produzido no processo fermentativo, denominada glaten, que confere capacidade de
absorcéo, coesividade, viscosidade e elasticidade na massa (WIESER, 2007). O glaten é
o principal determinante das caracteristicas da massa de farinha de trigo.

As proteinas insoluveis, como as gluteninas, conferem caracteristicas de
elasticidade e as gliadinas estdo envolvidas na extensibilidade da massa. Ja as proteinas
sollveis sdo necessarias no processo de fermentacdo por fornecerem a matéria proteica
para as leveduras (GUARIENTI, 1993, p. 18; MANDARINO, 1993, p. 11).

O teste de teor de gluten baseia-se nas propriedades das proteinas funcionais do
trigo em se unirem para formar a rede de gliten (VAZQUEZ, 2012). Este teste possui 0s
parametros glaten amido e glaten seco. No gliten Umido, a medida quantitativa das
proteinas formadoras de gluten é fornecida. Ja o gliten seco corresponde a quantidade de
agua eliminada durante o processo de secagem. Deste modo o coeficiente de hidratacdo
do glaten pode ser determinado pelo peso do glaten tmido menos o peso do gluten seco
(MANDARINO, 1993, p. 18).

A microssedimentacdo com dodecil sulfato de sédio (MS-SDS) é um teste fisico-
quimico baseado na precipitacdo das proteinas em meio &cido. Através do volume de
sedimentacdo € estimada a forca de gluten que pode ser classificada em quatro categorias:
fraca (< 12,0 ml), intermediaria (12,5 a 18,5 ml), forte (19,0 a 21,0 ml) e muito forte (>
21,5 ml) (MANDARINO, 1993, p. 16). A MS-SDS ¢é um teste que tem como vantagem o
requerimento de pouca quantidade de farinha (1g), o que é bastante interessante para
programas de melhoramento genético de trigo, que quase sempre dispdem, em suas etapas

iniciais de selecdo, de pouca amostra para analise.

O volume de MS-SDS pode ser influenciado pelo ambiente, ano-safra, e suas

interacBes com a cultivar, indicando mudancas qualitativas a nivel de proteina
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(MAGALLANES-LOPEZ et al., 2017). Estudos mostram que ha relacdes significativas
entre a MS-SDS com outros parametros que sdo influenciados pelo glaten, como o tempo
de desenvolvimento da massa e a dureza do grdo (OELOFSE; LABUSCHAGNE;
DEVENTER 2010; MA; BAIK, 2018).

2.6 Parametros reol6gicos

A massa da farinha de trigo possui propriedades reoldgicas que séo influenciadas
pela dureza do grdo, granulometria e hidratacdo da massa. A simulacdo do
comportamento da farinha na etapa de fermentac@o durante o processo de panificacédo

pode ser mostrada através de graficos da alveografia (GUARIENTI, 1996, p. 26).

A forca de glaten (W) é um parametro da alveografia relacionado & maior ou
menor capacidade da farinha, quando misturada a agua, de suportar um tratamento
mecanico. A tenacidade (P) e a extensibilidade (L) sdo parametros relacionados a
expressao do equilibrio da massa. A tenacidade refere-se a capacidade da farinha quanto
a absorcdo de &gua, medindo a resisténcia a extensdo da massa. A extensibilidade
representa a capacidade de fluidez da massa sem se romper. Desse modo, juntamente com
o teor de proteina, os parametros da alveografia P e L contribuem para a predi¢do do
volume do p&o (MODENES et al., 2009).

A farinografia € um teste usado para avaliar as propriedades de mistura e
processamento da massa de farinha de trigo. Esse teste fornece os dados sobre a
capacidade da farinha em absorver dgua, o tempo de desenvolvimento e a estabilidade da
massa (SINGH et al., 2011).

O parametro absorcdo de agua (AA) avalia a quantidade de &gua que se deve
adicionar a farinha para obter a consisténcia requerida. O parametro estabilidade (EST)
fornece a medida de tolerancia da massa a mistura, e também esta relacionada com a forca
da massa (MIRANDA et al., 2010).

Camila Vancini 22



Parametros de qualidade como dureza do gréo e caracteristicas do glaten tém sido
ligados a heranca genética, principalmente pelas proteinas formadoras do glaten (LI et
al., 2013; STUDINICKI et al., 2016). O bom produto final de panificacdo (pao) deve ter
bom volume, textura interna suave e granulometria aberta. Essas caracteristicas sao
conferidas pela capacidade de absorcao de dgua das proteinas formadoras do gliten em
associacdo a retencdo do gas carbonico (GUTKOSKI; NETO, 2002).

Dessa forma, é de grande interesse compreender como as proteinas do trigo podem

influenciar as caracteristicas de QTT.

2.7  Proteinas de reserva do trigo

As proteinas de reserva do trigo estdo divididas em dois grupos: as insoliveis e
responsaveis pela formacao do gluten, que séo as gluteninas e as gliadinas que constituem
aproximadamente 80% do total de proteinas do gréo e as soltveis, albuminas e globulinas,
que ndo estdo relacionadas a formacao do gluten. O gluten € o principal determinante das
caracteristicas reoldgicas e de panificacdo da farinha de trigo (SHEWRY et al., 2001b).
A quantidade e a qualidade das proteinas formadoras de glaten influenciam as
propriedades da farinha. Fatores agrondmicos e ambientais influenciam o teor de proteina
do gréo de trigo, porém, a qualidade das proteinas € uma caracteristica genotipica
(BUSHUK, 1997).

As gliadinas sdo proteinas monoméricas e representam um grupo heterogéneo
devido a variacdes na sequéncia de aminoacidos primarios, permitindo a classificacao
dessas proteinas em 4 subunidades, tipos a, B, y € ®, apresentando pequenas diferencas
estruturais. As o-gliadinas contém maior teor de prolina e glutamina na sua estrutura e
menos residuos de cisteina, evitando assim a formacdo de ligacGes dissulfidicas. As a, B
e v gliadinas apresentam menores quantidades de prolina, glutamina e residuos de
cisteina, e estdo todos envolvidos em ligacdes dissulfidicas intramoleculares (WIESER,
2007; DELCOUR et al., 2012).
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As gliadinas apds a hidratacdo comportam-se como um liquido viscoso, devido a
suas ligagdes intramoleculares e interacdes hidrofobicas que lhe conferem baixa
elasticidade. Entretanto, as gliadinas sdo responsaveis pela extensibilidade e coesividade
da massa (GIL-HUMANES et al., 2012; KHATKAR et al., 2013).

As gluteninas sdo consideradas as principais determinantes da elasticidade do
gluten e apresentam propriedade de resisténcia a extensdo no processo de panificacao.
S&o proteinas poliméricas, com massa molecular entre de 100 kDa até 1000 kDa,
apresentam ligacoes intra e intermoleculares, onde suas subunidades estdo ligadas por
pontes de dissulfeto decorrentes da ligacdo dos residuos de cisteinas (SHEWRY et al.,
1986; HOSNEY, 1994).

As gluteninas sdo classificadas em funcdo da massa molecular em gluteninas de
alto peso molecular (HMW-GS, high-molecular weight glutenin subunits), com massa
molecular entre 65 e 90 kDa, e gluteninas de baixo peso molecular (LMW-GS, low-
molecular weight glutenin subunits) com massa molecular entre 30 e 40 kDa (SHEWRY;
TATHAM, 1997; KASARDA, 1999).

As LMW-GS séo codificadas por genes localizados em trés locos, Glu-A3, Glu-
B3 e Glu-D3 (GUPTA; SHEPHERD, 1990). Séo classificadas como tipos B, C e D, de
acordo com seu perfil de mobilidade eletroforética. A principal diferenca entre os tipos é
o primeiro residuo de aminoacido que forma sua estrutura primaria, que pode ser serina,

metionina ou isoleucina, respectivamente (DELCOUR et al., 2012).

As LMW-GS séo superiores em quantidade em relacdo a HMW-GS. Constituem,
aproximadamente, 40% das proteinas de reserva do grdo de trigo e contribuem
significativamente para a forga de glaten e a extensibilidade. Porém, devido a seu grande
namero e a sobreposicdo com as gliadinas em eletroforese em gel de poliacrilamida na
presenca de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) é dificil sua correta classificacao
(IKEDA et al., 2008).

Ja, as HMW-GS, apesar de serem componentes menores em termos de quantidade,
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sdo importantes na determinacéo da elasticidade e da funcionalidade do glten e, portanto,
séo fatores chave no processo de panificagdo (GIANIBELLI et al., 2001).

As HMW-GS sdo codificadas por seis genes localizados em pares nos locos Glu-
1 do brago longo dos cromossomos 1A, 1B e 1D, Glu-Al, Glu-B1 e Glu-D1,
respectivamente. Estes genes codificam dois subgrupos de subunidades designadas como
tipo x e tipo y (VERAVERBEKE; DELCOUR, 2002).

Dependendo do gendtipo de trigo, pode haver 3, 4 ou 5 HMW-GS devido ao fato
de que alguns desses genes sao silenciados. No loco Glu-A1l, as subunidades de tipo x séo
expressas enquanto que as subunidades de tipo y ndo se expressam. No loco Glu-B1, as
subunidades de tipo x sdo sempre expressas enquanto que as subunidades do tipo y podem
ndo ser expressas. E, no loco Glu-D1, ambas as subunidades sdo sempre expressas em
todos os genotipos (PAYNE et al., 1981; PAYNE, 1987) (Quadro 2). O silenciamento de
alguns dos genes pode ser causado pela presenca de uma insercé@o do tipo transposon na
regido codificadora (HARBERD et al., 1986).

Quadro 2 — Subunidades de gluteninas de alto peso molecular tipo x e y presentes em
gendtipos de trigo

Subunidades
Locos Glu-1 X y
Glu-Al 1AX -
Glu-B1 1Bx 1By
Glu-D1 1Dx 1Dy

Com o objetivo de uma uniformizacdo mundial, Payne & Lawrence (1983)
propuseram uma nomenclatura para as HMW-GS por meio de uma sequéncia de nimeros
em funcdo da mobilidade eletroforética em SDS-PAGE. Esta técnica permite que
variantes alélicas dos locos Glu-1 sejam facilmente detectadas. Como as subunidades de
tipo x apresentam baixa mobilidade em SDS-PAGE em relagéo as subunidades de tipo v,
seus alelos s&o descritos anteriormente, com nimeros menores, aos alelos de subunidades
tipo y (KASARDA, 1989). Deste modo, os alelos do loco Glu-1 estdo divididos
respectivamente em: Glu-Al, subunidades N (nulo), 1 e 2*; Glu-B1, subunidades 6+8,
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7+8, 749, 7, 13+16, 14+15, 13+19, 17+18, 20, 21 e 22 e Glu-D1- subunidades 2+12,
3+12,4+12,2+10, 5+10, 2+11, 2.2+12. (Figura 1.) (SHEWRY, 2009, p. 254). Ja os alelos
génicos sao representados pelo loco seguido por letras mindsculas, por exemplo, os alelos
génicos que codificam as subunidades 1, 2* e N, respectivamente, do loco Glu-Al séo

denominados Glu-Ala, Glu-Alb e Glu-Alc, respectivamente.

Figura 1 — Alelos de HMW-GS, alelos génicos e sua distribui¢do nos locos Glu-1, com
relacdo aos as HMW-GS da cultivar de trigo Chinese Spring
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Ambas subunidades, de tipo X e y, apresentam em sua estrutura um dominio
repetitivo central e dois dominios repetitivos terminais (N-terminal e C-terminal) com
elevado contetdo de cisteina (GIANIBELLLI, et al., 2001).

Todos os residuos de cisteina estdo localizados perto das extremidades das HMW-
GS. Em contraste, o dominio central consiste de sequéncias repetitivas ricas em
glutamina, prolina e glicina favorecendo uma estrutura mais rigida das HMW-GS
(DELCOUR et al., 2012). As HMW-GS mantém- se estaveis pelas pontes de dissulfeto a
partir das ligac@es intra e intermoleculares dos residuos de cisteina, sendo importante na
sua estrutura, funcionalidade e na conformacdo das propriedades elésticas do gluten
(EGELHAAF et al., 2003; OSZVALD et al., 2011). Um maior nimero de residuos de
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cisteina tem levado a melhor desempenho na qualidade de panificacdo, associando assim,
a ligagdo das HMW-GS a QTT (PRIOZI et al., 2008; LI et al., 2015).

2.8  Combinac0es para qualidade tecnoldgica de trigo

A associacdo das HMW-GS com QTT j& é bem documentada. Um trabalho
realizado por Payne et al. (1981) avaliou a relacdo de HMW-GS com a qualidade
tecnoldgica de variedades de trigo comum, na Inglaterra. Os resultados mostraram que 0s
alelos codificadores das HMW-GS apresentam efeitos distintos sobre a qualidade da
farinha. Foi observado que o loco Glu-D1, que produz alternativamente os pares de
subunidades 5+10 (1Dx5 e 1Dy10) e 2+12 (1Dx2 e 1Dy12), estdo associados a uma
qualidade de panificacdo superior e inferior, respectivamente.

Em trabalhos subsequentes, vem sendo bem documentado que no processo de
panificacdo a combinagdo dos alelos 5+10 esta associada a uma forca de gliten mais
elevada (BRANLARD; DARDEVET, 1985; LAWRENCE et al., 1987; GIANIBELL I et
al., 2001; COSTA et al., 2013). Também foi identificado o par de subunidades 5’+12
(1Dx5’ e 1Dy12) que, quando presentes em um gendtipo de trigo, apresentam qualidade
superior em panificacdo (BIN-SHUANG et al.,, 2009), o que pode sugerir um

envolvimento particular da subunidade 5’ (1Dx5’).

Outras combinac@es alélicas como o perfil N/7+8/2+12 dos locos Glu-Al, Glu-B1
e Glu-D1, respectivamente, foi associado a qualidade da producéo de biscoitos tipo cookie
na Argentina (MOIRAGH et al., 2013). O perfil com subunidades 1/7+9/2+12 tem sido
associado com caracteristicas de qualidade na producao de massas do tipo noodle, muito
consumidas na China (JIN et al., 2013). Ambos os perfis carregam o alelo 2+12 para o
loco Glu-D1. Mesmo ndo apresentando os alelos 5+10, preferivel para produtos de
panificacdo, perfis de HMW-GS com os alelos 2+12 estdo associados a qualidade de

diferentes produtos provenientes da farinha de trigo.

Quando avaliados individualmente, alelos do loco Glu-B1, como a subunidade

By8 e a combinagéo de alelos 14+15 apresentaram massas com qualidade superior (YAN
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et al., 2009; KAUR et al., 2015). No mesmo loco, os alelos 7+8 contribuem para
caracteristicas de produtos tipicos do México como tortillas (TUNCIL et al., 2016). E os
alelos 13+16 tem mostrado envolvimento na elasticidade e na viscosidade da massa
proveniente de farinha de trigo (HERNANDEZ-ESTRADA et al., 2012).

Trabalhos realizados no Brasil, como o de Costa et al. (2013), ao avaliarem
linhagens e cultivares brasileiras, observaram que os genétipos com os alelos 1 do loco
Glu-Al e 5+10 do loco Glu-D1 destacaram-se em relacdo aos demais, apresentando
melhores caracteristicas para a panificacdo. J& em outro trabalho com cultivares
brasileiras, o loco Glu-D1 foi o mais significativo em afetar caracteristicas reoldgicas da
farinha de trigo e pdo. As cultivares com os alelos 5+10 apresentaram maior forca de
glaten, enquanto que os alelos 2+12 apresentaram menor for¢a de glaten (COSTA et al.,
2017). Para Chapla et al. (2017), avaliando gendtipos nacionais e estrangeiros, aqueles
com os alelos de HMW-GS 1 e 2* (Glu-Al), 7+8 e 17+18 (Glu-B1) e 5+10 (Glu-D1),

foram os que apresentaram melhores médias para a forca de gluten.

As LMW-GS também tém sido associadas com a QTT. Um trabalho realizado por
Wang et al. (2016), associou a presenca da subunidade Glu-B3h com forca de glaten. J&
os alelos Glu-A3c, Glu-B3d, Glu-D3c estdo associados com a qualidade superior para
viscoelasticidade da massa (JIN et al., 2013).

Em termos de participacao das gluteninas paraa QTT pode-se classificar as HMW-
GS como fatores determinantes para a forca de gluten e as LMW-GS como fatores
determinantes para as caracteristicas de extensibilidade da massa (RASHEED et al.,
2014).

2.9  Escore para qualidade tecnoldgica de trigo

Por meio de um escore, Payne et al. (1987) pontuaram de 1 a 4 as combinacdes
alélicas com base na associagdo encontrada com o volume de sedimentagdo em SDS, que
é um teste baseado na precipitacdo das proteinas do trigo em meio &cido. Assim,
considerando os trés locos génicos, um gendtipo pode apresentar um escore total com

pontuacdo minima de 4 e méaxima de 10.
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Com o advento da biotecnologia e 0 uso de marcadores moleculares paraas HMW-
GS, foi identificada uma super expressao do alelo Bx7, sendo denominada de Bx70e. Essa
super expressdo do alelo Bx7 combinada ao alelo By8, quando presente em um genotipo
de trigo, tem mostrado caracteristicas superiores para a qualidade de panificagdo
(WRIGLEY et al., 2009, p. 597). Com isso, 0 escore de Payne et al. (1987) foi atualizado,
conferindo-se a combinacéo de alelos 70e+8 o valor de 5 pontos de escore (WRIGLEY

et al., 2009, p. 598), como pode ser observado no Quadro 3.

Quadro 3 — Relacao entre HMW-GS e 0s respectivos escores para qualidade de

panificacao
Escore (1) Cromossomo/Genoma
1A 1B 1D
> - 70e+8 -
: ) - 5+10
3 1 17+18 _
3 2* 14+15 _
3 : 13+16 _
3 : 7+8 _
3 ) 7+9
’ ) - 2+12
: | - 3+12
: N 20 4+12
: ) / 2.2+12
! : 6+8 _

(1) Determinacéo do escore Glu-1 feita de acordo com Shewry et al. (2009), sendo que para a combinagéo
70e+8 foi dado escore de 5, conforme Wrigley et al. (2009).

Com a nova pontuacdo de escores, um gendtipo de trigo hexaploide pode
apresentar o minimo de 4 pontos e 0 maximo de 12 pontos. Como exemplo, a combinagdo
dos alelos N/6+8/2+12 somaria 4 pontos, indicando uma menor forca de gluten. Enquanto
que a combinacdo dos alelos 2*/70e+8/5+10, com a pontua¢do maxima de 12 pontos,

seria caracterizado por uma maior forca de gluten (Quadro 3).
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Muitos estudos tém sido realizados em diferentes paises reportando as frequéncias
alélicas dos genes codificadores de HMW-GS e sua associacdo com qualidade de
panificacdo (TOHVER, 2007, CARMONA, et al., 2010; ABUGLIEVA et al., 2015).

Estudos que associam os escores Glu-1 com a qualidade de panificagdo no Brasil
séo incipientes. Em um estudo de Schuster et al. (1997), a correlacéo entre o escore Glu-
1 e o teste de sedimentagdo com SDS mostrou-se positiva. Deste modo, foram
selecionados gendtipos de trigo em etapas iniciais dos programas de melhoramento
visando a caracteristicas de qualidade de panificacdo. Porém, para Chapla et al. (2017), a
correlacdo entre o escore Glu-1 e parametros de qualidade de panificacdo, como a forga
de glaten (W), mostrou-se positiva e significativa somente para os gendétipos que
apresentavam escore com pontuacdo total de 10. Gendtipos com pontuacfes menores ndo

apresentaram correlacdes significativas.

Em estudo de Silva et al. (2004), com linhagens nacionais, avaliou-se a correlacdo
entre o escore Glu-1 e o carater “stay-green”, responsavel pelo aumento do periodo de
permanéncia dos colmos e folhas verdes até o enchimento total dos grdos (WALULU et
al.,1994). Os autores observaram que houve uma correlacgao forte de 87% entre os escores

Glu-1 e o caréter “stay-green” avaliado.

A translocagcdo 1BL.1RS tem sido amplamente utilizada em programas de
melhoramento de trigo em todo o mundo, por estar associada a resisténcia a doencas e
pragas e a um maior potencial de producdo de graos (QI et al., 2016). A translocacao
1BL.1RS, envolve o braco longo (L) do cromossomo 1 do genoma B de trigo, que é
substituido pelo brago curto (S) do cromossomo 1 do centeio (R) (Secale cereale L.).
Embora a introducdo da translocacdo 1BL.1RS possa melhorar o desempenho
agronémico de uma cultivar, ela tem mostrado efeito negativo na forca de gluten,
conferindo defeitos graves na qualidade do péo, tais como tolerancia de mistura fraca,
viscosidade da massa superficial e baixo volume de pdo (BOGGINI et al., 1998; GOBBA
et al., 2008a, VAZQUEZ et al., 2012). A causa do efeito deletério da translocacéo
1BL.1RS pode estar associada com a perda do loco Glu-B3 das LMW-GS (GOBAA et

al., 2008a). O braco do cromossomo 1RS contém o loco Sec-1 responsavel por codificar
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a proteina de reserva a-secalina. A substituicdo de LMW-GS por secalinas pode estar
associada a baixa qualidade de panificagdo. As secalinas sdo proteinas monomeéricas,
enquanto que LMW-GS do loco Glu-3 podem formar ligacBes dissulfidicas
intermoleculares, que € determinante para a forca de glaten (SINGH et al., 1990). Além
disso, as secalinas tem alta capacidade de ligacdo com a agua, levando a caracteristicas
indesejaveis nas propriedades da massa da farinha de trigo (LELLEY et al., 2004).

Deste modo, quando ha a presenca da translocacdo 1BL.1RS em um genotipo de
trigo sdo descontados trés pontos quando seu escore total for de 10 a 8, dois pontos se 0

escore for de 7 a 5, e um ponto se o escore for de 4 ou 3 (PAYNE et al., 1987).

2.10 Marcadores moleculares de DNA

Marcadores moleculares auxiliam e aceleram o processo de selecdo de um
gendtipo com caracteristicas de interesse. A técnica denominada como SAM (selecédo
assistida por marcadores) caracteriza-se pela utilizacdo de marcadores moleculares no
processo de selecdo, para suprir as limitagdes existentes no melhoramento convencional,

como tempo e influéncia do ambiente (HE et al., 2014).

Os marcadores SNPs (single nucleotide polymorphism), ou polimorfismos de um
Unico nucleotideo, sdo caracterizados por alteracbes em uma Unica base nas sequéncias
de DNA, e sdo a forma mais abundante de variacdo no genoma de plantas (EDWARDS
et al., 2009). As muta¢des mais comuns caracterizam-se pela troca de uma purina por
outra purina (adenina e guanina) ou de uma pirimidina por outra pirimidina (citosina e
timina). Pode ocorrer também, porém com menos frequéncia, a troca de uma purina por
uma pirimidina, ou vice-versa (CAETANO, 2009).

Entre os marcadores moleculares SNPs, o método KASP (Kompetitive Allele
Specific PCR) tem sido muito utilizado devido ao baixo custo, alto rendimento e alta
especificidade e sensibilidade. O método KASP é uma tecnologia baseada na PCR
competitiva, para alelo especifico, com a utilizacdo da fluorescéncia. O DNA daamostra

é amplificado em termociclador utilizando primers de alelos especificos. Os primers de
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alelos especificos sdo ligados com corante fluorescente HEX e FAM na sua extremidade
3. Quando o primer é hibridizado ao DNA, o corante emite a fluorescéncia
correspondente. O genotipo é entdo detectado pela leitura de sinais fluorescentes
(McCOUCH et al., 2010).

Tém sido relatados muitos estudos utilizando marcadores moleculares em trigo
para diversas caracteristicas morfologicas, de resisténcia a doencas, de qualidade
tecnologica entre outras, com resultados favoraveis (BORDES et al., 2011;
MACCAFERRI et al., 2015; SUKUMARAN et al., 2015; ZANKE et al., 2015).

2.11 Marcadores moleculares de DNA para HMW-GS

Atualmente, o perfil tecnolégico de uma linhagem promissora s6 pode ser
determinado em etapas avancadas do melhoramento. Analises completas para a
caracterizacdo da QTT demandam razoavel quantidade de gréos (de 800 gramas até

alguns quilogramas, dependendo do tipo de equipamentos e analises a serem realizadas).

O teste SDS-PAGE e muito utilizado para a caracterizag&o do perfil de HMW-GS.
Porém, este teste apresenta algumas limitacdes como a necessidade de obtencéo de gréos
(visto as proteinas de reserva serem especifica e exclusivamente expressas no grdo) e o
fato de algumas HMW-GS terem mobilidade eletroforética similar, podendo resultar em

identificacdo incorreta de alelos funcionalmente distintos (GIANIBELLI et al., 2002).

Primers para as principais combinacdes alélicas correlacionadas a qualidade
tecnoldgica de trigo tém sido desenvolvidos, como para o loco GIluA-1 (subunidades 1,
2* e N) (BUSTOS et al., 2000). Para o loco Glu-B1, foram desenvolvidos marcadores que
envolvem as subunidades 17+18 e 14+15, associadas a boa qualidade de panificagdo (XU
et al., 2008) e também para 0 gene Bx7oe, que é a super expressao do alelo Bx7
(RASHEED, 2016). Ja para o loco Glu-D1, existem marcadores ligados a subunidades
bem conhecidas, como 5+10 e 2+12 (LIU et al. 2008; WANG et al., 2016).
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O loco Glu-B1 é o mais polimdrfico, sendo identificados e catalogados a0 menos
20 alelos para HMW-GS em T. aestivum. A subunidade Bx7 é encontrada em trés
possibilidades de combinacdes de alelos: Glu-Bla (Bx7), GluB1b (7+8), e Glu-Blc (7+9)
(PAYNE; LAWRENCE, 1983). Com a identificacdo de subunidades com diferenca de
mobilidade eletroforética e de peso molecular foram catalogadas mais trés subunidades
de HMW-GS no loco Glu-B1, Glu-Blu (Bx7*+By8), Glu-Blak (Bx7* By8*) e Glu-Blal
(Bx70e+By8) (BUTOW et al., 2004; ESPI et al., 2012).

A subunidade Bx70e é uma super expressao da HMW-GS Bx7. Duas copias
funcionais do gene codificam esta subunidade (LUKOW et al., 1992). Segundo a
literatura, ha dois fatores que levam a super expressdo da subunidade Bx7: o primeiro
fator trata da duplicacdo do gene Bx7 (BUTOW et al., 2004) e o segundo refere-se a
insercdo de nucleotideos correspondentes a 43 pares de bases na regido promotora
(RADOVANOVIC; CLOUTIER 2003). Butow et al. (2004) argumentaram que a
insercdo de 43 pares de bases na regido promotora nao é crucial para a superexpressao da
subunidade Bx7, uma vez que essa inser¢do foi encontrada também em gendtipos
expressando os alelos Glu-Blak (Bx22) e Glu-Bla (Bx7). Para Ragupathy et al. (2008),
a duplicacdo de genes também é determinante da super expressdo da subunidade Bx7.
Porém, em estudos realizados por Geng et al. (2014) concluiu-se que, além da duplicacdo
génica, a regulacdo transcricional também estaria relacionados a superexpressao da
subunidade Bx7. Independentemente dos fatores determinantes para a superexpressdo da
Bx7, para uma correta identificacdo do alelo 7oe faz-se necessario o uso de marcadores
moleculares de DNA especifico para essa subunidade. A identificacdo da super expressao
da subunidade Bx7 tem sido importante em programas de melhoramento de trigo, uma

vez que essa subunidade pode estar associada com a forca de glaten (CHO et al., 2017).

Também existem marcadores especificos para LMW-GS que envolvem genes do
loco Glu-B3 (ZHANG et al., 2011; SHARMA et al., 2013; WANG et al., 2016) e
marcadores para genes que codificam as gliadinas (LI et al., 2014; SRINIVASAN et al.,
2015).
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Os marcadores moleculares ligados as HMW-GS tém sido desenvolvidos para
facilitar a identificacdo de alelos muitos proximos ou dificeis de serem separados por
eletroforese. Em programas de melhoramento genético assistido, essas analises facilitam

a identificacdo dos alelos de HMW-GS de modo preciso e mais rapido.
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3 CAPITULO |

Inventério de alelos de gluteninas de alto peso molecular e anélise da sua relagdo

com a qualidade de uso final de trigo no Brasil

3.1 Resumo

O objetivo desse trabalho foi caracterizar as gluteninas de alto peso molecular (HMW-GS) e
analisar sua relacdo com parametros de qualidade tecnoldgica de trigo (QTT) em uma cole¢édo de
genotipos de trigo com importancia na introgressdo de caracteristicas de interesse pelos programas
de melhoramento no Brasil. Foram avaliados 274 acessos de trigos por SDS-PAGE, sendo que
para 219 acessos com homogeneidade para HMW-GS foram encontrados 53 perfis e 21 alelos. A
combinagdo mais frequente foi 2*/7+9/5+10 (11,9%). Com base no perfil proteico de HMW-GS
e na identificagdo da super expressao do alelo Bx70e e da translocagdo 1BL.1RS através do uso
de marcadores moleculares de DNA, o escore Glu-1 foi calculado e as correlagdes com parametros
de QTT foram analisadas. Os principais efeitos dos locos Glu-1 e da 1BL.1RS foram estimados
usando o algoritmo da maxima verossimilhanga restrita (REML). O escore Glu- 1 mostrou
correlagdes significativas com as analises de QTT: microssedimentacdo com dodecil sulfato de
sodio (MS-SDS); alveografia com seus parametros: forca de gluten (W), tenacidade (P),
extensibilidade (L) e indice de elasticidade (le); e farinografia com o parametro estabilidade
(EST), com valores de coeficiente de correlacdo (r) variando de 0,27 a 0,51. Os alelos 1, 70e+8 e
5+10, localizados nos locos Glu-Al, Glu-B1l e Glu-D1, respectivamente, tiveram 0s maiores
valores para W, le e EST. Os resultados indicaram que é necessario um ajuste no escore para 0s
alelos do loco Glu-Al para as condigdes de cultivo no Brasil, bem como o uso de marcadores
moleculares para a identificacdo da combinacdo 70e+8.

Palavras-chave: 1. Triticum aestivum. 2. HMW-GS. 3. Qualidade tecnoldgica de trigo.
4. panificacédo. 5. Escore Glu-1.

3.2 Introducédo

O trigo € um dos principais cereais produzidos no mundo, juntamente com arroz e
milho, e com producdo mundial de 761,3 milhdes de toneladas em 2016/2017 (FAO,
2017). No Brasil, a estimativa da producdo em 2017/2018 foi de 4,3 milhdes de toneladas
(CONAB, 2017), que atendem em cerca de 50% o consumo interno. Uma grande
variedade de produtos finais € obtida na inddstria de alimentos a partir da farinha de trigo.

Historicamente, o melhoramento deste cereal no pais esteve voltado para a selegdo de



caracteristicas de maior rendimento e resisténcia as doengas. Foi a partir dos anos 90, com
a queda do subsidio do trigo pelo governo, que a qualidade tecnoldgica de trigo (QTT)
passou a ser fator preponderante para a comercializagéo e, consequentemente, para 0s

programas de melhoramento.

A aptiddo da farinha de trigo para uso em diferentes produtos finais deriva
especialmente da sua composicdo proteica. As proteinas de reserva constituem 50% do
total de proteina do gréo, e séo classificadas em gliadinas e gluteninas. Estas ultimas por
sua vez, sdo classificadas em gluteninas de alto peso molecular (HMW-GS) e de baixo
peso molecular (LMW-GS). Elas sdo os principais componentes do gluten, massa
viscoelastica formada quando da mistura de farinha com agua, e que tem relacdo direta
com as propriedades reoldgicas e de panificagdo da farinha de trigo (MAUCHER et al.,
2009). VariacOes na quantidade relativa e na composicéo de gluteninas e gliadinas tem
efeitos sobre a funcionalidade do gluten, a viscoelasticidade da massa e a qualidade de
uso final (DELCOUR et al., 2012).

Quantitativamente, as HMW-GS s@o as menos representadas (10%) entre as
proteinas de reserva (BRANLARD et al., 2003). Porém, elas desempenham papel
fundamental no processo de panificacdo, promovendo a formacéo de polimeros maiores
que sdo determinantes para a forca e a elasticidade do glaten (LIU et al., 2009). As HMW-
GS sdo codificadas por seis genes situados em trés locos (Glu-Al, Glu-B1, Glu-D1) dos
bracos longos dos cromossomos 1A, 1B e 1D, respectivamente. Em cada loco, ha dois
genes codificando para subunidades do tipo x e do tipo y. Devido ao silenciamento génico
e a variagdes alélicas, usualmente ocorrem de trés a cinco HMW-GS em trigo, com a

composicao variando entre diferentes cultivares (RASHEED et al., 2014).

Com base na correlacdo entre subunidades especificas de HMW-GS e a qualidade
tecnoldgica avaliada pelo teste de sedimentacdo com SDS foi proposto um escore para
bandas individuais ou pares de bandas (PAYNE et al., 1987). O escore total Glu-1 ¢
calculado pela soma dos escores individuais dos alelos proteicos identificados. O calculo
do escore Glu-1 é preconizado para a predicdo da QTT (e, consequentemente da farinha

obtida) ao longo do processo de melhoramento genético.
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Em cultivares de trigo, a substituicdo do brago longo do cromossomo 1B pelo
braco curto do cromossomo 1R do centeio conferiu maior resisténcia a doengas e maior
rendimento em gréos (ZHAO et al., 2012). Por estas razdes, a translocacdo 1BL.1RS foi
mundialmente empregada em programas de melhoramento. No entanto, materiais com a
translocacdo sdo negativamente afetados quanto a qualidade de moagem (rendimento de
farinha), tém reduzidos dureza de gréo e volume de sedimentacao, parametros que afetam
a qualidade de uso final do trigo (ZHAO et al., 2012). Os efeitos sobre o rendimento e
sobre a qualidade tecnoldgica podem variar dependendo da classe e do genétipo de trigo
considerados. Usualmente, do escore Glu-1 subtrai-se de 1 a 3 pontos, caso 0 acesso de
trigo possua a translocacdo 1BL.1RS. Assume-se que seu efeito é tdo mais pronunciado

quanto maior a qualidade intrinseca do material.

A andlise da variagdo alélica das HMW-GS pode fornecer informacéo tanto para
a avaliacdo da QTT de trigo quanto da variabilidade genética do germoplasma. Neste
trabalho, os objetivos foram caracterizar os alelos de HMW-GS e analisar sua relagéo
com parametros de qualidade tecnolégica em uma colecdo de genétipos de trigo com
importancia na introgressdo de caracteristicas de interesse pelos programas de

melhoramento no Brasil.

3.3 Material e Métodos

Material vegetal

Um total de 274 acessos trigo foram obtidos junto ao Banco Ativo de
Germoplasma da Embrapa Trigo e analisados neste trabalho. Destes, 90 acessos de trigos
brasileiros, 39 acessos de trigos sintéticos oriundos do CIMMYT e 145 acessos oriundos
de 58 paises. As cultivares Chinese Spring, Hope, Neepawa, Opata 85, Sappo, e Yecora

Rojo foram também analisadas para fins de identificacdo dos alelos dos locos Glu-1.

Foram caracterizados quanto a QTT, 191 genotipos de trigo cultivados nas safras
de 2010, 2011 e 2013, em Passo Fundo — RS. A colheita foi escalonada, conforme a

maturacao dos acessos. Os graos colhidos foram encaminhados ao Laboratoério de
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Qualidade de Graos da Embrapa Trigo para avaliacdo da qualidade tecnoldgica. Para
obtencdo das amostras de farinha de trigo, os grédos foram condicionados para 14% de
umidade, deixados descansar por 16-24h e entdo moidos em Moinho Quadrumat Senior
(Brabender, Alemanha), segundo método n° 26-10.02 da AACCI (2010).

Extracéo de proteina de reserva e eletroforese

Para a remoc¢do das gliadinas, 20 miligramas de farinha foram tratados com
solucao de 50% propanol (v/v) na proporcédo de 5:1 (u:mg). A mistura foi incubada a 65°C
por 30 min e ap6s centrifugacdo a 10.000 rpm por 5 min, o sobrenadante foi recuperado
para analises posteriores. Este processo foi repetido duas vezes, para a remogao completa

das gliadinas a fim de evitar contaminacao.

Em seguida, a farinha foi acrescida 100ul de solucéo de 50% 1-propanol (v/v),
0,08M Tris-HCI (pH 8,0) e 1% dithiotreitol (p/v). As amostras foram incubadas em
banho-maria a 65°C por 30 min com agitacdo intermitente. Apos 5 min de centrifugacéo
a 10.000 rpm, adicionou-se ao sobrenadante 100 ul da solucdo de 50% propanol (v/v),
0,08M Tris-HCI (pH 8,0) e 1,4% vinylpyridina (v/v). As amostras foram incubadas a 65°C
por 15 min, e centrifugadas a 10.000 rpm por 2 min. Aos extratos de gluteninas adicionou-
se 1 volume de solucdo de 0,08 M Tris-HCI (pH 8,0), 2% SDS (p/v), 40% glicerol (v/v),
0,02% de azul de bromofenol (p/v) para aplicacdo em géis de poliacrilamida na presenca
de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). Dez microlitros do extrato foram aplicados em
gel de empilhamento com 4% acrilamida e 0,01% bisacrilamida (%T = 4%, %C=0,23%)
com gel de separacdo com 11% acrilamidae 0,08% bisacrilamida (%T=11%, %C=0,75%).
A eletroforese foi realizada por 6 horas a 20mA/gel constantes, e os géis foram em seguida
corados em solucdes de Coomassie Blue R250 (0,02% em TCA 10%) e G250 (0,2% em
H>SO4 2N, KOH 1IN e TCA 12%).

Apos descoloracdo, imagens digitalizadas dos géis foram obtidas em densitdmetro (GS-
800 Calibrated Densitometer, BioRad). A analise das imagens dos géis foi feita com uso

do software Quantity One (Quantity One 1-D Analysis Software, version 4.6.1, BioRad).
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A leitura dos perfis de HMW-GS foi feita com base no sistema de nomenclatura de acordo
com Payne & Lawrence (1983).

Escore Glu-1

De acordo com a composi¢ao de HMW-GS foi calculado o escore Glu-1, com base
em Shewry et al. (2009), onde atribuiu-se a pontuacdo maxima de 5 pontos quando
encontrada a combinacéo 70e+8. A presenca da translocacao do centeio foi considerada,
descontando-se do escore um, dois ou trés pontos se 0s valores estivessem entre 3 e 4,
entre 5e 7, ou entre 8 e 10, respectivamente (PAYNE et al., 1987).

Identificacd@o de bidtipos

Para se obter uma estimativa da homogeneidade dos perfis de HMW-GS, foram
considerados individualmente até quatro grdos de cada acesso considerado no estudo.

Para esta analise foi também levado em consideracéo o perfil global de LMW-GS.

Diversidade genética

O calculo das frequéncias alélicas para os trés locos Glu-1 foi feito para 0s acessos
que apresentaram composi¢do em gluteninas homogénea. A diversidade genética de cada
loco foi calculada de acordo com Nei (1973), H = 1 - 3 pi?, onde H é o indice de variacéo

genetica de Nei, e pi é a frequéncia de um alelo num determinado loco.

Peso do hectolitro (PH) ou massa especifica

O peso do hectolitro dos gréos de trigo foi determinado em aparelho Dalle Molle,
pelo método n® 55.10.01 da AACCI (2010), sendo os resultados expressos em kg/hL.
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Indice de dureza do gréo

A textura dos graos foi determinada usando equipamento SKCS - Single Kernel
Characterization System (sistema de caracterizacao individual da semente), modelo 4100,
da Perten Instruments, empregando amostra de 300 gréos para cada determinacdo, com
trés repeticdes para cada amostra, sendo considerado apenas o parametro indice de dureza
do grédo (IDG). A dureza do gréo é a medida experimental da forca necessaria para triturar

0 gréo de trigo.

Numero de queda do gréo (NQG)

O nimero de queda do grao de trigo foi determinado com correcdo de altitude
(Passo Fundo, RS - 687 m) em equipamento Falling Number, modelo FN 1900, da Perten

Instruments, sendo os resultados expressos em segundos.

Gluten

O gluten foi extraido manualmente por lixiviagdo da massa, formada pela farinha
de trigo com agua. O indice de gluten (1G) e os teores de gluten umido (GU) e glaten seco
(GS) foram determinados conforme método n°® 38-10.01 da AACCI, sendo os resultados

de GU e GS expressos em porcentagem.

Alveografia

As caracteristicas viscoelasticas da farinha de trigo foram determinadas em
alveografo de Chopin, modelo NG (Villeneuve-la-Garenne Cedex, Franca), pelo método
n° 54-30.01, da AACCI. Os parametros do alveograma considerados foram: tenacidade
(P), que mede a pressdo maxima necessaria para expandir a massa, expressa em
milimetros; extensibilidade (L), que mede a capacidade de extensdo da massa sem que

ela se rompa, expressa em milimetros; forca de glaten (W), que representa o trabalho de

Camila Vancini 40



deformacdo da massa, expressa em 10™J e indice de elasticidade (le= Pmax/P200 X 100),
que pode predizer o comportamento reoldgico da massa.

Farinografia

As propriedades de mistura da massa de farinha de trigo foram determinadas em
farindgrafo, marca Brabender, com cuba de 50 g, pelo método n° 54-21.01 da AACCI. Os
parametros do farinograma considerados foram: absorcdo de dgua (AA) e estabilidade
(EST).

Microssedimentacdo em SDS (MS-SDS)

O método de MS-SDS é baseado na precipitacao das proteinas em meio acido, ou
seja, na medi¢do do volume de sedimentagdo do trigo moido, apos agitagdo com solucao

de SDS e acido latico.

O teste foi realizado de acordo com Pefia et al. (1990). Para o teste de MS-SDS,
foram preparadas a solucdo A, constituida de solucdo de azul de bromofenol em agua
destilada 0,001% ou com 10 mg/L (peso/volume), e a solucdo B obtida pela mistura de
17 ml de solucéo de acido latico 1:8 v/v (10 ml de &cido lactico a 85% + 80 ml de 4gua
destilada) com 480 ml de solucédo de dodecil sulfato de sédio 2% p/v (20g de SDS + agua
para completar 1 L). Em cilindro graduado de 25 mL com tampa, contendo 1 g de farinha
de trigo foram adicionados 6 ml da solucéo A e realizada agitagdo manual para umedecer
completamente a amostra (cerca de 10 segundos). O crondmetro foi acionado, e a mistura
foi agitada nos tempos de 2,40 e de 4,45 minutos. Em seguida, foram adicionados 19 ml
da solucdo B. O frasco foi deixado sob agitacdo oscilatéria por um minuto (35 a 45
ciclos/minuto). E, ap6s repouso de 14 minutos (isto &, até 20 min do inicio), foi feita a

leitura do volume de sedimentagé@o, com aproximacéo de 0,5 ml.
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Extracéo de DNA e uso de marcadores moleculares

Foi realizada a extracdo de DNA e 0 uso de marcadores moleculares nos acessos
de trigo para a identificacao da super expressdo do alelo 70e do loco Glu-B1 e a presenca
da translocagédo 1BL.1RS.

Para a extracdo de DNA as folhas foram coletadas de todos os gendtipos (~ 40
mg), transferidas para uma placa de 1,2 ml de 96 pocos de fundo redondo contendo trés
esferas de aco inoxidavel (2,3 mm de diametro) e trituradas com 0,8 ml de tampéo de
extragéo (Tris-HCI 1 M pH 8,0, NaCl 1,4 M, EDTA 20mM, CTAB 2% p/v, DTT 0,16%
p/v) em um Mini Bead-Beater (Biospec Products) durante 4 minutos e incubadas a 65°C

com agitacdo durante 90 minutos.

A placa foi centrifugada durante 15 minutos a temperatura ambiente a 3700 rpm,
e 0,5 ml da fase superior foram transferidos para uma nova placa de 2,2 ml de 96 pocos
quadrados, contendo 0,25 ml de cloroférmio: alcool isopropilico (24:1), que foi agitada
durante 15 minutos em um vortex. A placa foi centrifugada durante 30 minutos a
temperatura ambiente a 3700 rpm e 0,35 ml da solugdo aquosa foram transferidos para
uma nova placa de 2,2 ml de 96 pocos quadrados. O DNA foi precipitado adicionando-se
0,15 ml de acetato de amdnio (7,5 M) e 1,0 ml de etanol absoluto (-20°C). A placa foi
agitada durante 15 minutos num vortex e centrifugada durante 20 minutos a 3700 rpm. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado com 0,7 ml de etanol a 70% sob agitacéo
num vortex por 15 minutos. Em seguida, a placa foi centrifugada a 3700 rpm por 15
minutos e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi seco a temperatura ambiente e
dissolvido em 0,1 ml de TE + RNase (Tris -HCI 10 ul pH 8,0, EDTA 1 ul, 15 pg/ul de
RNAse). As amostras foram incubadas a 37°C por 1 h e, em seguida, armazenadas.

A quantificacdo do DNA foi realizada com o Quant-IT® PicoGreen Kit (Life
Technologies) e a concentracdo do DNA foi padronizada para 25 ng/ul utilizando Tris 10
mM.

Camila Vancini 42



Para a identificacdo do alelo 70e do loco Glu-B1 foi usado um marcador STS

(Quadro 4) pela metodologia descrita por Butow et al. (2004). A analise desse marcador

foi realizada pela equipe do laboratério de Biotecnologia da Embrapa Trigo.

Quadro 4 — Relacéo dos primers usados para analise de DNA

Primers Caractere Alelo FAM | Alelo HEX Primer Comum Referéncia
70E_866 Glu-B1 GTGGAAT | GTGGAATA | TTCTTCTCTCGT | Butow et al. (2004)
(70e) ATTAGTG | TTAGTGAT | TGGCCTTATCG
ATGGCGT |GGCGTGAC | C
GAG
wWMAS000011 | 1BL.1RS GGAGCA |CGGAGCAG |GAAGCTCCGGT | Rasheed et al.
GGTCCAG | GTCCAGAT | AGATGGAGGCT | (2016).
ATCGCG |CGCA A

Para a identificacdo da translocacdo 1BL.1RS, foi usado um marcador do tipo SNP
pelo método KASP (Quadro 4). O ensaio KASP consiste no uso de cinco primers. Dois
deles sdo especificos ao polimorfismo SNP da espécie estudada, localizado na
que acrescidos de padrdo FAM (5°-
GAAGGTGACCAAGTTCATGCT- 3’) ou HEX (5°-
GAAGGTCGGAGTCAACGGATT- 3’) naextremidade 5’, e um terceiro primer comum.

Além desses, no kit KASP héa dois primers marcados com os fluor6foros FAM e HEX,

extremidade 3’, e sdo caudas

com sequéncias idénticas as caudas descritas anteriormente.

Os primers utilizados foram preparados formando um mix composto por 30 ul de
primer comum, 12 ul do primer com HEX, 12 ul do primer com FAM e 46 ul de agua
MilliQ. Para cada reacdo € utilizado solugdo com 2 ul de KASP 2X Master Mix e 0,056
ul do mix preparado anteriormente. Os ensaios foram realizados em placas de 384 pocos
(MicroAmp Applied Biosystems). Para cada reacdo foram utilizados 2 ul de DNA e 2 pl
da solucdo de primer mais KASP.

A PCR foi realizada em termociclador Veriti 384-well da Applied Biosystems. A
PCR foi realizada utilizando-se o seguinte protocolo: desnaturacao inicial a 94°C durante

15 minutos; dez ciclos de desnaturagdo (94°C durante 20 segundos) e

anelamento/extensdo (65-57°C por 60 segundos, com reducdo de 0,6°C por ciclo); 26
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ciclos de desnaturacdo (94°C durante 20 segundos) e anelamento/extenséo a 57°C por 60
segundos). Ap6s o término dos ciclos, as amostras foram resfriadas a 10°C.

Apbs a PCR, as placas com as reacfes foram submetidas a leitura no Fluostar
Omega BMG e os dados foram analisados usando macros presentes na planilha Excel
assayauditor disponibilizada pela Millipore com o kit Amplifluor SNP HT Genotyping
System (http://millipore.com/userguides/techl/mcprotol77).

A deteccdo da presenca da translocacdo 1BL.1RS foi feita através da amplificacao

do alelo HEX, e a auséncia da translocacdo foi detectada pela amplificacdo do alelo FAM.

Anadlise estatistica

A analise de correlacdo de Pearson foi realizada entre os pardmetros de QTT e 0s
valores do escore Glu-1. A abordagem Box-Cox foi usada para transformar os dados dos
parametros: W, P, P/L, PTG, IDG e EST, que ndo apresentaram distribuicdo normal
(Anexos — Tabela 8). Os principais efeitos das diferentes subunidades dos locos Glu-Al,
Glu-B1, Glu-D1 e da translocagdo 1BL.1RS foram estimados usando o algoritmo de
méaxima verossimilhanca restrita (REML) do pacote estatistico GENSTAT V. 19 (Payne
et al., 2011). Os efeitos do ano e da interacdo loco x ano também foram estimados. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com nimero de repeti¢des

desbalanceadas.

3.4 Resultados e Discussdo

3.4.1 Alelos e escore Glu-1

Duzentos e setenta e quatro acessos de trigo foram caracterizados quanto as HMW-
GS. Destes, 226 acessos (83,6%) apresentaram homogeneidade de perfil de HMW-GS e
de LMW-GS, quando considerados gréos de diferentes plantas (Tabela 1).
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Tabela 1 — Composicdo de gluteninas de alto peso molecular dos genotipos de trigo

(Continua)
Perfil Escore | Frequéncia N° de Genétipos de trigo
Glu-Al | Glu-B1 | Glu-D1 | Glu-l (%) genotipos

1 13+16 2+12 8 0,9% 2 IAC 5, PF 87849

1 13+16 5+10 10 0,5% 1 INIA F 66

1 14+15 2+12 8 0,5% 1 GALEGO RAPADO

1 17+18 2+12 8 0,5% 1 HARTOG

1 17+18 5+10 10 1,4% 3 EMBRAPA 42, PF 980270,
Trigo BR 18-Terena

1 6+8 5+10 8 0,5% 1 KARAKOLTOK-A

1 7+8 2+12 8 2,7% 6 JANZ, Malgorzatka Udy,
Montjoie, NORIN 10 (CI
012699), T 50130, YUNG
KWANG

1 7+8 5+10 10 1,8% 4 ANAHUAC 75, AUS 14113,
EMBRAPA 10, RL 4137

1 7+9 2+12 8 1,8% 4 BRS GUABIJU, BRS

TIMBAUVA (825507), KE
FENG 2, TRIGO CHAPEU

1 7+9 5+10 10 5,0% 11 BALKAN, BRS 207, HAR
604, Hesbignon, IPF 64732,
KLEIBER, LOHMANNS
WEENDER GALIZISCHER
KOLBEN, Marquis, NING 84
N 1406, RELIN, SICCO

1 70e 2+12 6 0,9% 2 Dreadnought, Peragis |

1 70e+8 2+12 10 1,4% 3 AC VISTA, KLEIN ATLAS,
PF 93157

1 70e+8 5+10 12 0,9% 2 EMBRAPA 22,
ESTANZUELA DORADO

2* 13+16 2+12 8 5,0% 11 ABURAKOMUGHI, BET

DAGAN 131, COLONIAS,
FRONDOSO, IAC 24
TUCURUI, IPF 64768,
JESUITA, LAGOA
VERMELHA,
MIRONOVSKAJA
JUBILEINAJA 50, OPATA 85,

PF 89326
2% 13+16 5+10 10 0,5% 1 CIGM921666
2% 17+18 2+12 8 1,8% 4 PF 010161, PF 9052, PF
93159, SIETE CERROS
2% 17+18 5+10 10 2,3% 5 Antizana SIB, BRS 194,

PAMPEANO INTA, PF
040183, PILANCHO 80

2% 6+8 1.5+12 0,5% 1 CIGM93298
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Tabela 1 — Composicdo de gluteninas de alto peso molecular dos genotipos de trigo

(Continuagéo)

Perfil

Glu-Al

Glu-B1

Glu-D1

Escore
Glu-1

Frequéncia
(%)

N° de
gendtipos

Gendtipos de trigo

2*

2*
2*
2*

2*

2*

2*

2*

2*

pd

6+8

6+8
6+8
7+8

7+8

7+9

7+9

70e

70e+8

70e+8
20
20

2+12

2+12.2
5+10
2+12

5+10

2+12

5+10

2+12

2+12

5+10
1.5+?
2+7

10

10

10

12

2,3%

0,9%
0,9%
5,5%

3,2%

6,8%

11,9%

1,8%

2,7%

0,9%

5

12

15

26

CIGM93225, PF 87451, PF
90134, RUMINAHUI,
SPRINGFIELD
CIGM921696, CIGM921698

Likafen, PF 781198

BRS UMBU, CRUZA 0454,
GIZA, Hindi 62, Mania 43,
PARAGUAI 281, PF 92393,
PF 92482 (825518), PF
990522, SYRIMEX, Trigo BR
35, TRINTECINCO

BRS 179, BRS 49, MENCEKI,
PF 022203, PF 9099, PI
181337, Rafaela Mag

BRS ANGICO, BRS
GUAMIRIM, CAILLOUX,
CNT 10, EMBRAPA 27, G
1179 37, HUANCA, MAYA
74, OR 1 (825535), PF 010069,
PF 940110, PF 980078,
SNOGG, SONALIKA, Trigo
BR 33-Guara

1855 83, ARIANA 66, ATLAS
66, BRS 177, CEP 24
(825601), CBFusarium
ENTO014, DOBRUDZHA,
EAGLE, FB 4200, GIGAS
1381, IPR 84, KENYA
FARMER, Martonvasari 4,
MELCHIOR, NEEPAWA,
ONIX, PF 030019, RL 6004,
RL 6009(LR 18), RL 6010(LR
9), RL 6043(LR 21), RL
6044(LR 22A), RL 6114,
SAFIRA, SHANGHALI, Trigo
BR 24

GRANAROLO, PELADINHO,
PF 93158, TRIO

AGATHA, BRS 220,
EMBRAPA 16, KLEIN
LUCERO (825635), PF 926,
TOROPI

ALTAR SIB, BUCK PONCHO

CIGM93306
CIGM93271
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Tabela 1 — Composicdo de gluteninas de alto peso molecular dos genotipos de trigo

(Continuacéo)

Perfil Escore Frequéncia N° de Genétipos de trigo
Glu-Al | Glu-B1 | Glu-D1 Glu-1 (%) genotipos

N 20 2+12 4 0,5% 1 CIGM93268

N 20 30u4+10 1 CIGM89538 0Y

N 13+16 2+12 6 0,9% 2 CHHOTI LERMA,
Villaverde de Trucios

N 13+16 | 2+12.2 0,5% 1 M6 SINTHETIC

N 14+15 | 1.5+12 0,9% 2 CASW94Y00054S,
CIGM93406

N 14+15 | 1.5+12.2 0,9% 2 CIGM921682,
CIGM93395

N 14+15 | 2+12.2 0,5% 1 CIGM93305

N 17+18 2+12 6 1,8% 4 BUL BUL, PF 020450,
PUSA 62, SONORA

N 17+18 5+10 8 2,7% 6 ALONDRA SIB,
CIGM93403, PF 9127,
PF 973443, SEBAKWE,
Trigo BR 32

N 6+8 1.5+? 1 CIGM93302

N 6+8 1.5+12 1,4% 3 CIGM921706,
CIGM93267,
CIGM93294

N 6+8 | 1.5+12.2 0,9% 2 CIGM90896,
CIGM93205

N 6+8 2.1+10 0,5% 1 CIGM921713

N 6+8 2+10 0,9% 2 CIGM921849,
CIGM93177

N 6+8 |2+100ul2 1 CIGM921629

N 6+8 2+12 4 3,2% 7 ATLE, CIGM90892,
CIGM921702,
CIGM921712, Fenman,
PANSAR I, PRIMUS

N 6+8 3+10 0,5% 1 CIGM921701

N 6+8 | 3ou4+10 2 CIGM881351_0B,
CIGM90909

N 6+8 5+10 6 0,5% 1 PONCHEAU

N 7+8 1.5+12 0,9% 2 CIGM921680,
CIGM93242

N 7+8 2.2+12 5 0,5% 1 SAIKAI 165

N 7+8 2+10 0,5% 1 CIGM93200
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Tabela 1 — Composicdo de gluteninas de alto peso molecular dos genotipos de trigo

(Conclusao)

Perfil

Glu-Al

Glu-B1

Glu-D1

Escore
Glu-1

Frequéncia
(%)

N° de
genotipos

Genotipos de trigo

z 2

pd

7+8

7+8
7+8

7+9

7+9

7o0e
70e+8

2+12

3+10
5+10

2+12

5+10

2+12
2+12

6

9,6%

0,5%
1,4%

1,8%

1,4%

0,5%
0,9%

21

1
2

BAGDAD, CHINESE
SPRING, CIGM93244,
CIGM93275,
COTIPORA, FENG
MAI 11, FRONTANA,
GW 3, KARAMU,
Morisco, NOBEOKA
BOZU, NYU BAY,
PATRIARCA,
PHABING, Rashid,
Sardah, SCHROEDER,
SUMAI 3, TRANSFER,
VEZHEN, WIEBE G A
18-3

CIGM93266

AFRICA 43, NARINO
59 (825562), W 185
BRS LOURO, Diamant,
ERYTHROSPERMUM
LWOWIA, ZENITH
KAVKAZ,
PROBSTDORFER
EXTREM, SILVANA
CAMA

BRS CAMBOATA,
Novosadska Rana 1

Total

226

Dois gendtipos avaliados, KM 716-91 e Josefa Gomes Peri, foram identificados

como heterozigotos no loco Glu-D1, apresentando tanto os alelos 2+12 quanto 5+10. Em

funcéo de algumas subunidades de HMW-GS serem silenciadas, um gendtipo de trigo
pode apresentar 3, 4 ou 5 bandas em gel de SDS-PAGE (PAYNE et al., 1981; PAYNE,

1987). Se um genotipo apresenta, a partir da analise de graos individualizados, mais de

cinco bandas de HMW-GS, é indicativo de que os locos génicos ndo estdo em

homozigose. A Figura 2 mostra os genotipos KM 716-91 e Josefa Gomes Peri, com as

subunidades 2+12 e 5+10 para o loco Glu-D1 no mesmo grao.

Outro caso a se destacar na Figura 2 seria 0 da possibilidade da presenca da

subunidade Bx21. Segundo a nomenclatura das HMW-GS proposta por Payne et al.
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(1983) no loco Glu-B1 somente as subunidades Bx7, Bx20, Bx21 e Bx22 podem aparecer
sem a presencga também de uma subunidade de tipo y. Devido a sua posi¢do em SDS-
PAGE a banda visualizada poderia ser a subunidade Bx21. As cultivares KM 716-91 e
Josefa Gomes Peri foram langadas em 1991 e em 1989, respectivamente, e seus perfisde
HMW-GS ndo foram descritos na literatura. Por esse motivo, ndo se pode afirmar com
certeza qual é a subunidade codificada pelo loco Glu-B1 para essas cultivares. A
subunidade Bx21 é de rara ocorréncia em acessos de trigo, tendo sido reportada em paises
do continente asiatico (VAPA 1989; WANG, 1993).

Figura 2 — SDS-PAGE de gluteninas de alto peso molecular de acessos de trigo com
heterozigoze do loco Glu-D1, com a presenca simultanea dos pares de
subunidades 2+12 e 5+10

KM 716-91 Josefa Gomes Peri
2%
21 2 1

e L R T

2

Nove acessos, apesar de apresentarem homogeneidade quanto a HMW-GS,
tiveram diferencas quanto ao perfil de LMW-GS. Onze acessos apresentaram situacéo
inversa, heterogeneidade para HMW-GS e homogeneidade para LMW-GS (Tabela 2). A
Figura 3 mostra a cultivar MGS1 Alianca com o perfil das quatro plantas individuais

analisadas, mostrando homogeneidade para HMW-GS e heterogeneidade para LMW-GS,
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e a cultivar Lovrin com heterogeneidade para HMW-GS, e perfil homogéneo para LMW-

GS.

Tabela 2 — Gen6tipos com diferencas de perfil de gluteninas de alto e de baixo peso

molecular entre plantas

Acessos Perfis de HMW-GS Perfis de LMW-GS
MGS_1 ALIANCA igual diferente
BH 1146 igual diferente
Curzio igual diferente
Karl igual diferente
Londrina igual diferente
PAT 7392 igual diferente
PEKING 8 igual diferente
PF 940077 igual diferente
WRT 238-5 igual diferente
COLONISTA diferente igual
LOVRIN_13 diferente igual
NOVOSIBIRSKAYA 67 diferente igual
SW 89 2089 diferente igual
ZAI\_/IBIEZI diferente igual
CD 105 diferente igual
ANGAS diferente igual
MAINTEN INIA diferente igual
PRECOZ PARANA INTA diferente igual
WW 9941 diferente igual
RS_l__FENIX diferente igual
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Figura 3 — SDS-PAGE de gluteninas das cultivares de trigo MGS 1 Alianca e Lovrin

Nota: A Figura 3a) mostra imagem de SDS-PAGE de gluteninas de plantas com homogeneidade de perfis
de HMW-GS e heterogeneidade de perfis de LMW-GS (setas).

A Figura 3b) mostra imagem de SDS-PAGE de gluteninas de plantas com heterogeneidade de perfis de
HMW-GS e homogeneidade de perfis de LMW-GS.

Os 26 acessos restantes apresentaram diferencgas tanto em HMW-GS quanto em
LMW-GS (Tabela 3). A presenca de varios biotipos é frequentemente observada em
acessos de cultivares antigas ou landraces (PIERGIOVANNI, 2013; ORMOLI et al.,
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2015), indicando a conservacgdo da heterogeneidade tipica desses materiais ao longo do

tempo. Considerando coleg@o de cultivares europeias obsoletas, a heterogeneidade de
perfil de gluteninas foi observada para 72% das amostras (GREGOVA et al., 2004). Esta

variabilidade genotipica do acesso ja foi relatada no caso de cultivares de diferentes

paises, inclusive do Brasil, onde na andlise de 211 acessos de trigo, 177 (83,9%)
apresentaram uniformidade de perfil de HMW-GS e de LMW-GS e 34 (16,1%) dos
acessos restantes apresentaram alguma diferenca de perfil de HMW-GS e/ou de LMW-
GS (VANCINI et al., 2016).

Tabela 3 — Composic¢éo de bidtipos de HMW-GS e de LMW-GS de gendtipos de trigo

(Continua)
. . Bidtipos de | Biotipos de | Frequéncia
Genatipos de trigo Locos HMW-GS | LMW-GS %)
Glu-Al1 | Glu-B1 Glu-D1

AMIGO 2* 7+9 5+10 A a 0,75
2% 17+18 5+10 B b 0,25
ANGAS 2* 7+8 2+12 A a 0,50
2% 7+9 2+12 B a 0,25
2* 7+9 5+10 C a 0,25
BRS 208 1 7+9 2+12 A a 0,25
1 7+9 2+12 A b 0,25
1 17+18 5+10 B c 0,25
1 748 2+12 C d 0,25
BRS 209 1 7+8 5+10 A a 0,75
2% 7+9 2+12 B b 0,25
CD 105 1 7+8 5+10 A a 0,75
1 7+9 5+10 B a 0,25
COLONISTA 2* 13+16 2+12 A a 0,50
2* 7+8 2+12 B a 0,50
EMBRAPA 40 N 17+18 5+10 A a 0,67
2* 13+16 5+10 B b 0,33
FLEISCHAMANN 481 2% 7+9 2+12 A a 0,50
2* 8 2+12 B b 0,25
1 7+9 2+12 C c 0,25
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Tabela 3 — Composicdo de bidtipos de HMW-GS e de LMW-GS de genotipos de trigo

(Continuacéo)

- . Bidtipos de | Bidtipos de | Frequéncia
Gendtipos de trigo Locos HMW-GS | LMW-GS (%)
Glu-Al | Glu-B1 Glu-D1

FUNDACEP 30 1 13+16 2+12 A a 0,50
1 13+16 | 2+12/5+10 B b 0,25

2% 13+16 5+10 C c 0,25

IAS 20 N 7+8 2+12 A a 0,50
2% 13+16 2+12 B b 0,25

2% 7+8 2+12 C c 0,25

IPF 71349 N 749 5+10 A a 0,75
2* 749 5+10 B b 0,25

IPR 85 1 17+18 5+10 A a 0,75
2% 17+18 5+10 B b 0,25

ITAPUA 25 2* 7+9 5+10 A a 0,75
2% 7+9 2+12 B b 0,25

JACUI N 7+8 2+12 A a 0,50
N[O 2 B b 0,25

2% 7+9 2+12 C c 0,25

LOVRIN 13 2* 7+9 5+10 A a 0,50
N 7+9 5+10 B a 0,25

2% 7+9 2+12 C a 0,25

MAITEN INIA 2* 17+18 5+10 A a 0,67
2* 17+18 2+12 B a 0,33

MOROCCO 2% 17+18 2+12 A a 0,67
1 17+18 5+10 B b 0,33

NOVOSIBIRSKAJA 67 1 7+8 2+12 A a 0,50
2* 7+8 2+12 B a 0,50

PF 010255 N 17+18 5+10 A a 0,50
2* 17+18 5+10 B b 0,25

2% 17+18 5+10 B c 0,25

PF 020458 N 13+16 5+10 A a 0,50
N 7+8 2+12 B b 0,25

N 17+18 2+12 C c 0,25

PF 89156 1 7+9 2+12 A a 0,75
1 749 5+10 B b 0,25
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Tabela 3 — Composicdo de bidtipos de HMW-GS e de LMW-GS de genotipos de trigo

(Continuacéo)

- . Bidtipos de | Bidtipos de | Frequéncia
Gendtipos de trigo Locos HMW-GS | LMW-GS (%)
Glu-Al1 | Glu-B1 Glu-D1

PF 909 2* 7+9 2+12 A a 0,75
2* 17+18 2+12 B b 0,25
PF 980354 2* 7+8 5+10 A a 0,75
2* 17+18 5+10 B b 0,25
PF 990283 N 7+8 2+12 A a 0,75
2* 7+8 2+12 B b 0,25
PF 990606 2* 7+9 5+10 A a 0,50
N 7+9 2+12 B b 0,25
1 13+16 2+12 C c 0,25
PG 1 2* 13+16 2+12 A a 0,67
2* 7+8 2+12 B b 0,33

PRECOZ PARANA
INTA 2* 7+9 5+10 A a 0,75
2* 13+16 5+10 B a 0,25
RL 6011 (LR 12) 2* 7+9 5+10 A a 0,75
2* 7+8 2+12 B b 0,25
RS 1 Fénix N 14+15 5+10 A a 0,75
2* 14+15 5+10 B a 0,25
SW 89 2089 1 7+8 2+12 A a 0,75
N 14+15 2+12 B 0,25
TAMMI N 7+9 5+10 A 0,50
N 13+16 2+12 B b 0,50
THATCHER 2* 7+9 5+10 A a 0,50
1 14+15 5+10 B b 0,50
TOTA 63 2* 6+8 2+12 A a 0,67
2* 7+9 2+12 B b 0,33
Trigo BR 23 N 17+18 2+12 A a 0,75
2% 7+8 2+12 B b 0,25
WUHAN 3 N 7+9 2+12 A a 0,50
N 7+9 2+12 A b 0,25
2% 7+9 2+12/5+10 B c 0,25
WW 9941 2* 6+8 2+12 A a 0,75
2* 6+7+8 2+12 B a 0,25
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Tabela 3 — Composicdo de bidtipos de HMW-GS e de LMW-GS de genotipos de trigo

(Conclusao)

Genotipos de trigo Locos ?_:R;'\E)VO_SG%E BLII(\)/R/F\);?SG%G Freq(lé/i; cla
Glu-Al | Glu-B1 Glu-D1
ZAMBEZI N 7+9 2+12 A a 0,75
2* 7+9 2+12 B a 0,25

Entre os 226 acessos com homogeneidade de perfil global de gluteninas, sete
apresentaram davidas quanto a designacdo dos alelos no loco Glu-D1: CIGM88.1351-
0B, CIGM89.538-0Y, CIGM90.909, CIGM92.1629, CIGM93.271, CIGM93.302, e
CIGM93.306. Todos eles sdo trigos sintéticos oriundos do CIMMYT. Eles carecem de
andlises suplementares, e potencialmente possuem novos alelos até entdo néo

repertoriados.

Considerando os 219 acessos homozigotos, homogéneos quanto ao perfil de
gluteninas, e sem ambiguidade de leitura, foram identificados 53 perfis diferentes, com
um total de 21 alelos. Com a anélise de 200 acessos franceses (BRANLARD et al., 2003),
foram identificados 16 alelos nos locos Glu-1. Se considerarmos exclusivamente os 66
acessos brasileiros, 22 perfis foram identificados, com um total de 12 alelos. Os alelos
2*, 7+9 e 2+12 sdo 0s que predominam com 68,2%, 31,8% e 66,7% de frequéncia nos
locos Glu-Al, Glu-B1 e Glu-D1, respectivamente. A combinacdo alélica mais frequente
observada foi 2*/7+9/5+10 (11,9%), também relatada como uma das mais frequentesem
colecdo de trigos de inverno da Estonia (TOHVER, 2007).

Trés alelos foram identificados no loco Glu-Al: 47% com a subunidade 2*, 34,2%
com o alelo nulo (N) e 18,7% com o alelo 1. Em colec¢do de cultivares da Turquia e paises
europeus, Kilic et al. (2017) identificaram a presenca do alelo 2* em 85,5% dos acessos
e ndo identificaram o alelo nulo. J& em trigos avaliados em Portugal e na Espanha, os
alelos apresentaram frequéncias similares (RIBEIRO et al., 2017). Em trigos espanhois,
o alelo nulo predominava entre landraces e cultivares antigas (57%) enquanto que nas
cultivares modernas a frequéncia foi de 33% (SANCHEZ-GARCIA et al., 2015), similar

a encontrada no presente trabalho. Esses valores refletem a relacdo que os alelos 1 e 2*
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apresentam com parametros de QTT, recebendo pesos para a composic¢ao do escore
superiores em relacdo ao alelo N.

Para o loco Glu-B1, foram identificados nove alelos, sendo os mais frequentes 7+9
(28,8%) e 7+8 (26,5%). Este resultado é diferente do observado para cultivares
argentinas, onde foram avaliadas outras combinacdes, sendo a majoritaria 7+8* com
35,9% (GIANIBELLLI et al., 2002), com seis alelos identificados ao todo. O alelo 20 foi
encontrado somente no trigo sintético CIGM93.268. Em trigos nordicos e estonianos, as
combinacdes dos alelos 13+16 e 17+18 foram considerados raras (TOHVER, 2007),
enquanto que no presente trabalho foram obtidas porcentagens de 8,2% e 10,5%,

respectivamente.

O uso de marcador de DNA possibilitou a distingdo do alelo 70e (GluBlal) do 7
(GluB1a), que ndo podem ser diferenciados em SDS-PAGE. A super expressao do alelo
70e, com maior acumulo de proteina, tem uma influéncia positiva na qualidade (COOPER
et al., 2016). Cultivares com esse alelo apresentam maior forca de gliten com maiores
tempos de mistura, maior resisténcia a extenséo da massa e reduzida quebra de resisténcia
(LIU et al. 2009). No conjunto dos 219 acessos considerados, 15 apresentaram a

combinagéo 70e+8 (com escore 5), e sete acessos apresentaram 70e sozinha.

No loco Glu-D1, nove alelos foram identificados. As combinacGes majoritarias
foram 2+12 (53,9%) e 5+10 (35,6%). Os alelos 2.1+10 e 2.2+12 foram encontrados
exclusivamente em CIGM92.1713 e Saikai 165, respectivamente. A predominancia dos
alelos 2+12 foi observada ao serem consideradas landraces da Espanha e da Asia
(GIRALDO et al.,, 2010; TERASAWA et al., 2011). J& em cultivares argentinas
(LERNER et al., 2009), em cultivares modernas da Espanha (SANCHEZ-GARCIA et al.,
2015) e em cultivares marroquinas (HENKRAR et al., 2017), no loco Glu-D1 sdo os
alelos 5+10 que predominam com 94%, 77% e 85% de frequéncia, respectivamente. A
combinacdo alélica 5+10 recebeu o maior escore nos trabalhos iniciais, indicando sua
importancia para as caracteristicas de qualidade de panificacdo, o que pode explicar a

elevada frequéncia relatada na literatura.
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Para 194 (65 acessos brasileiros e 129 estrangeiros) dos 219 acessos homogéneos,
foi possivel calcular o escore Glu-1 que foi corrigido pela presenca da translocacao
1BL.1RS. Os valores do escore corrigido variaram de 4 a 12, com uma média de 7,7. Em
acessos brasileiros, a média foi de 7,4 e nos estrangeiros, 7,8. Nos acessos estrangeiros
s&o os escores 8 e 10 que predominam, cada um com 29,5% da frequéncia, enquantoque
33,8% dos acessos oriundos do Brasil tém escore 8. Esse valor de escore condiz com a
predominancia tanto da combinacéo 2*/7+9/2+12 (40,9%), como dos alelos 2* (68,2%),
7+9 (31,8%) e 2+12 (66,7%), localizados nos locos Glu-Al, Glu-B1 e Glu-D1,
respectivamente, que recebem escores 3, 3 e 2, respectivamente, e possuem auséncia de
translocacdo 1BL.1RS.

3.4.2 Diversidade genética

O valor médio da diversidade genética da colecdo de 219 acessos avaliados para
os trés locos Glu-1 foi de 0,67 (Tabela 4). Em avaliacdo de ampla colecdo de 1139 trigos
asiaticos, a diversidade genética dos locos Glu-1 variou de 0,57 a 0,90, dependendo da
regido considerada (TERASAWA et al., 2011). Em trabalhos considerando tanto os locos
Glu-1 quanto os Glu-3, codificando para LMW-GS, foram estimados indices de 0,57 para
200 acessos franceses (BRANLARD et al., 2003), 0,59 para 119 acessos argentinos
(LERNER et al., 2009), e 0,68 para 37 acessos portugueses e espanhdis (RIBEIRO et al.,
2017).

Individualmente, a diversidade genética foi de 0,63, 0,81 e 0,58 respectivamente
para os locos Glu-Al, Glu-B1 e Glu-D1 (Tabela 4). Entre os 219 acessos avaliados no
presente estudo, 66 sdo oriundos do Brasil, 32 sdo trigos sintéticos oriundos do México
(CIMMYT) e os demais 121 sdo oriundos de diferentes paises. Os trigos sintéticos
apresentaram maior diversidade genética no loco Glu-D1 (0,84), seguido pelos locos Glu-
B1 (0,68) e Glu-Al (0,30). Nos demais acessos, a maior diversidade foi observada no loco
Glu-B1, seguido pelos locos Glu-Al e Glu-D1 (Tabela 4).
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Tabela 4 — Numero de alelos e diversidade genética das gluteninas de alto peso molecular
em acessos de trigo

Glu-Al Glu-B1 Glu-D1 Glu-1
Acessos N°de | Diversidade N° de Diversidade | N°de | Diversidade | Diversidade
alelos genética alelos genética alelos genética genética

219 acessos 3 0,63 9 0,81 9 0,58 0,67
66 acessos Brasil 3 0,48 7 0,79 2 0,44 0,57
32 trigos 2 03 7 0,68 8 0,84 0,61
sintéticos
121 demais paises 3 0,65 8 0,76 3 0,5 0,64

3.4.3 Trigos sintéticos

Trigos sintéticos sdo oriundos do cruzamento entre espécies tetraploides (genomas
AABB) — T. diccocum ou T. durum com uma espécie diploide, principalmente Ae.
tauschii (genoma DD). Os hibridos triploides produzidos (ABD) sdo estéreis. Para a
restauracdo da fertilidade é necessario a duplicacdo dos cromossosmos que produz um
anfiploide, resultando na sintese artificial do trigo hexaploide. Os trigos sintéticos
representam um produto novo, com o genoma da espécie afim tornando-se disponivel por

ser mais facilmente cruzado com a forma cultivada (CARDOSO, 2007).

Dos 39 trigos sintéticos estudados, 23 apresentaram alelos diferentes dos ja
comumente reportados (Figura 4). Trigos sintéticos sdo caracterizados pela alta
diversidade genética, trazendo novos alelos e genes que podem apresentar caracteristicas
de interesse (RASHEED et al., 2012).
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Figura 4 — SDS-PAGE de gluteninas de alto peso molecular de trigos sintéticos
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Nota: No sentido da esquerda para direita 1, marcador de massa molecular (BioRad, nimero de catalogo
4110028); 2-7: cultivares internacionais usadas como referéncias para designacdo das HMW-GS; 2: Hope;
3: Chinese Spring; 4: Neepawa; 5: Sappo; 6: Yecora Rojo; 7: Opata 85; 8-18: trigos sintéticos; 8:
CIGM92.1696; 9: CIGM92.1698; 10: CIGM92.1701; 11: CIGM92.1702; 12: CIGM92.1712; 13:
CIGM92.1713; 14: CIGM92.1849; 15: CIGM93.177; 16: CIGM93.205; 17: CIGM93.225 ¢ 18:
CIGM93.266

A maior diversidade dos trigos sintéticos estudados neste trabalho foiapresentada
pelo genoma D. Os alelos Dx1.5+Dyl2 foram observadas em oito genotipos. A
combinacdo Dx1.5+Dy?2.12, foi observada em quatro acessos. Trés acessos apresentaram
os alelos Dx2+Dy12.2 e um acesso apresentou os alelos Dx2.1+Dy10. Em cinco acessos
ndo foi possivel distinguir entre as subunidades Dx3 e Dx4, pela proximidade das bandas
SDS-PAGE, sendo representadas por Dx3ou4+Dy10. Em dois acessos foi possivel
identificar somente a subunidade 1.5 no loco Glu-D1 (Tabela 5). Bibi et al. (2012), em
um estudo com trigos sintéticos, observaram sete variantes alélicos para o loco Glu-D1.

Entre eles, foi também observada a presenca das combinacfes de alelos Dx2.1+Dy10,
Dx1.5+Dy2.12 e Dx1.5+Dy12.

Tabela 5 — Composicdo de gluteninas de alto peso molecular de trigos sintéticos

(Continua)

Acesso GluAl GluBl GluD1 Origem

CASW94Y00054S N 14+15 1.5+12 CIMMYT
CIGM881351_0B N 6+8 30u4+10 CIMMYT
CIGM89538_0Y N 20 30u4+10 CIMMYT
CIGM90896 N 6+8 1.5+12.2 CIMMYT
CIGM90909 N 6+8 30u4+10 CIMMYT
CIGM921680 N 7+8 1.5+12 CIMMYT
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Tabela 5 — Composicdo de gluteninas de alto peso molecular de trigos sintéticos

(Conclusao)

AcCesso GluAl GluBl GluD1 Origem

CIGM921682 N 14+15 1.5+12.2 CIMMYT
CIGM921696 2* 6+8 2+12.2 CIMMYT
CIGM921698 2* 6+8 2+12.2 CIMMYT
CIGM921701 N 6+8 3+10 CIMMYT
CIGM921706 N 6+8 1.5+12 CIMMYT
CIGM921713 N 6+8 2.1+10 CIMMYT
CIGM93205 N 6+8 1.5+12.2 CIMMYT
CIGM93242 N 7+8 1.5+12 CIMMYT
CIGM93266 N 7+8 3+10 CIMMYT
CIGM93267 N 6+8 1.5+12 CIMMYT
CIGM93294 N 6+8 1.5+12 CIMMYT
CIGM93298 2* 6+8 1.5+12 CIMMYT
CIGM93302 N 6+8 1.5+? CIMMYT
CIGM93305 N 14+15 2+12.2 CIMMYT
CIGM93306 N 20 1.5+? CIMMYT
CIGM93395 N 14+15 1.5+12.2 CIMMYT
CIGM93406 N 14+15 1.5+12 CIMMYT

Representactes em figuras dos alelos de HMW-GS tém sido reportadas na
literatura, porém nem todas apresentam os diferentes alelos presentes em trigos sintéticos.
Com base em Payne et al. (1983) e tendo como referéncia os alelos de HMW-GS da
cultivar Chinese Spring, cujo perfil d¢ HMW-GS é mundialmente conhecido, uma nova
figura foi elaborada com os alelos encontrados em trigos sintéticos por este trabalho
(Figura 5).
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Figura 5 — Representacdo dos alelos de gluteninas de alto peso molecular de trigos
sintéticos e sua distribuicdo nos locos Glu-1, com relacdo aos alelos da
cultivar de trigo Chinese Spring
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3.4.4 Relacdo do escore Glu-1 e da MS-SDS com parametros de qualidade
tecnoldgica de trigo

O escore Glu-1 corrigido pela presenca da translocagéo 1BL.1RS teve correlagéo
positiva (0,36) com o volume de sedimentacdo (Tabela 6). Esse valor € inferior ao
observado (0,52) em estudo com linhagens do IAPAR, no qual prevalecem os alelos 2*,
7+9 e 5+10 (COSTA et al., 2013). A MS-SDS é um teste considerado simples pela pouca
quantidade de amostra necessaria para sua utilizacdo (1g de farinha). Atraves dele a forca
de gluten pode ser estimada, pela precipitacdo das proteinas em meio &cido. Estudos tém
utilizado esse teste como indicativo pratico na estimativa da forca de gliten dos gendtipos
estudados (ZHAO et al., 2012; L1 et al., 2014).
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Quanto a alveografia, houve correla¢éo positiva do escore Glu-1 com os parametros W,
P, L e le. O valor da correlacdo positiva entre escore Glu-1 e W foi de 0,51, semelhante a de
estudos realizados por Kutlu et al. (2017), onde o valor encontrado foi de 0,45, e por Chapla et
al. (2010) que encontraram o valor de 0,44. Esse resultado faz da caracterizacdo da composicao
em HMW-GS uma pratica viavel e com potencial de uso para a avaliacao da aptidao tecnolégica

de gendtipos de trigo.

Para os outros parametros da alveografia, P (tenacidade) e L (elasticidade), a correlacéo
positiva com o escore Glu-1 foi de 0,32 e 0,27, respectivamente. Ambos parametros estao
relacionados a expressdo do equilibrio da massa. Enquanto P esta associada a capacidade da
farinha quanto a absorcdo de &gua, L representa a capacidade de extensdo da massa sem se
romper. Juntos, P e L, contribuem para a predi¢&o do volume do pdo (MODENES et al., 2009).
Contudo, estes parametros sdo muito afetados pelo ambiente, como chuva e seca, durante o
desenvolvimento da cultura. Nao houve correlacéo significativa da relagdo P/L com o escore
Glu-1. le é um parametro relacionado com resisténcia elastica e apresentou correlacdo positiva
(0,49) com escore Glu-1, e elevada correlacdo (0,79) com W. Esses resultados indicam que o

le esta altamente relacionado com a qualidade das proteinas formadoras do glaten.

O escore Glu-1 teve correlacgdo positiva com EST (0,39), como no trabalho de Costa et
al. (2017). No teste de farinografia, a EST é um parametro importante na predi¢ao da constancia
do desempenho dos gendtipos. Ter uma elevada estabilidade da massa é um fator desejavel. O
parametro tempo de desenvolvimento da massa (TDM) prediz o ponto 6timo de energia
necessaria para o desenvolvimento mecanico da massa. Juntos, os parametros de farinografia
AA, TDM e EST avaliam a qualidade de uma farinha quanto a capacidade de absorver agua,
tempo para essa ma ssa se formar e para resistir durante o amassamento. Estes parametros sao
influenciados pelas proteinas do gluten, tendo sido encontradas correlagdes positivas com a
MS-SDS em estudos anteriores (SAPIRSTEIN; SUCHY, 1999; OELOFSE;
LABUSCHAGNE; VAN DEVENTER, 2010).

A MS-SDS teve correlacdo positiva com os parametros de alveografia W, P, L e le.

Porém, da mesma forma que o escore Glu-1, ndo mostrou correlacdo com a relacdo P/L. A MS-
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SDS mostrou correlacdo com W de 0,49. Correlagdes positivas tém sido encontradas em outros
trabalhos, como o de Clarke et al. (2010), com 0,96 para linhagens de trigo do Canada. Li et al.
(2013) e Silva et al. (2015) obtiveram para genotipos de trigo do México correlagédo de 0,65 e

do Brasil, 0,74, respectivamente.

As correlagdes positivas de MS-SDS com P e L foram de 0,32 e 0,33, respectivamente,
semelhantes as correlagdes com o escore Glu-1. Houve correlag@es positivas de 0,19 e de 0,21
entre MS-SDS com PTG e com GU, respectivamente. Em trabalho de Dhaka & Khatka (2015),
a correlacdo entre MS-SDS e PTG foi de 0,72 e valor semelhante de 0,25 com GU.

A MS-SDS também apresentou correlacédo positiva com le de 0,37 e com EST de 0,39.
IDG apresentou correlagéo positiva tanto com o escore Glu-1 como com MS-SDS com valores
de 0,23 e 0,24, respectivamente. Em estudo de Costa et al. (2017) foi encontrada correlacéo
positiva entre EST e MS-SDS, porém, ndo foi encontrado correlacdo positiva com IDG nem

para o escore Glu-1 nem para MS-SDS.

A correlacdo de EST com W foi de 0,71 mostrando que as proteinas do gldten
influenciam significativamente as caracteristicas de resisténcia da massa ao tratamento
mecanico. As correlacdes positivas entre MS-SDS e parametros que envolvem o gldten ja eram
esperadas, pois o teste de MS-SDS foi significativamente influenciado pela concentracdo de

proteinas na farinha.

No Brasil, a classificacdo comercial indicativa de cultivares de trigo leva em
consideracdo os parametros W e EST. Apesar da aplicabilidade do escore para predicdo de
qualidade panificativa, um terco dos genotipos brasileiros possui escore 8. Mesmo com um
escore elevado (8) os valores de W e EST sdo baixos, visto haver com o escore Glu-1
correlacdes de 0,51 e 0,39, respectivamente. Isso indica que o escore utilizado para os alelos

Glu-1 ndo é o mais adequado para as condicdes brasileiras.
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3.4.5 Efeito dos locos Glu-1, da translocagdo 1BL.1RS, do ano e da interagdo com 0 ano
sobre os parametros de qualidade tecnoldgica de trigo

Os genotipos de trigo foram agrupados de acordo com a composicéao alélica em cada um
dos locos Glu-1 (Tabela 7 e 8).

O PH, nos trés locos, foi altamente influenciado pelo efeito do ano de cultivo dos trigos.
Fatores ambientais como o excesso hidrico influenciam negativamente o PH (GUARIENTI,
2003). Trabalhos tém observado que né@o ha correlagéo significativa entre parametros de QTT
e PH (SCHMITID et al., 2009; SUMAR et al., 2012). Por esta razdo, mesmo quando o efeito
dos locos Glu-Al e Glu-B1 sobre PH mostrou-se significativo, este ndo foi considerado como

um parametro preditivo para as caracteristicas de panificacéo.

Avaliando os trés locos Glu-1, houve efeito significativo para W, P, le, IDG, GU e EST.
Por outro lado, somente o loco Glu-B1 teve influéncia sobre os valores de L, enquanto que a
relacdo P/L sofreu influéncia dos locos Glu-B1 e Glu-D1. Tanto o loco Glu-Al quanto Glu-B1

tiveram efeito significativo sobre os valores da MS-SDS.

Para os trés locos Glu-1 e para a translocagéo 1BL.1RS, o efeito do ano fez-se altamente
significativo sobre os parametros de QTT considerados. Considerando parametros de
alveografia e de farinografia, verificou-se que o efeito do genétipo foi significativamente maior
do que o efeito do ano (RAKSZEGI et al., 2008). E, especificamente sobre as varia¢des de MS-
SDS, o gendtipo exerceu maior influéncia do que a interacdo gen6tipo x ambiente (OELOFSE;
LABUSCHAGNE; VAN DEVENTER, 2010).
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locos x ano sobre os parametros de qualidade tecnoldgica de trigo

Tabela 7 — Anélise do modelo linear misto para efeitos fixos dos locos, do ano e da interagao

GL MS-SDS PH W P L P/L

GluAl 2 21,19*%** 7,58***  18,68***  11,98*** 1,90 2,39
Ano 2 - 50,95***  2956***  89,38*** 96,20***  97,63***
GluAl x ano 4 - 4,22%* 0,49 0,28 0,90 0,88
GluB1 6 659*** 1588***  10,16*** 6,10*** 2,93** 2,34*
Ano - 58,47***  32,25***  89,70*** 96,95*** 95, 71***
GluB1 x ano 12 - 1,27 0,72 0,60 1,76 1,26
GluD1 1 0,17 1,04 67,95%**  31,29*** 2,72 21,15%**
Ano - 68,17***  2552***  79,86*** 90,60***  93,88***
GluD1 x ano - 0,05 3,32* 0,07 7,28%** 3,72*
1BL.1RS 1 13,13***  13,83*** 5,62* 0,01 29,83***  13,54***
Ano 2 - 49,86***  27,85***  85,68***  100,77***  99,24***
1BL.1IRS x ano 2 - 1,37 0,13 0,82 2,06 2,31

***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05, GL: graus de liberdade, MS-SDS: microssedimentacdo com dodecil sulfato de sodio, PH:
peso do hectolitro, W: forca de gltten, P: tenacidade, L: extensibilidade.

Tabela 8 — Anélise do modelo linear misto para efeitos fixos dos locos, do ano e da interacao
locos x ano sobre os parametros de qualidade tecnoldgica de trigo

GL IE PTG NQG IDG GU AA EST
GluAl 2 23,73 *** 13,35 *** 0,59 23,82 *** 13,68 *** 19,62 *** 23,04 ***
Ano 2 3,78 * 11,83 *** 1571 *** 10,18 *** 2294 *** 8513 *** 449 *
GIuAl x ano 4 1,15 0,23 339 ** 097 1,18 0,10 0,80
GluBl 6 11,47 *** 6,72 *** 448 *** 7,01 ** 958 *** 230 * 10,34 ***
Ano 2 3,14 * 11,15 ** 1512 *** 10,11 *** 21,76 *** 81,56 *** 6,20 **
GluB1 x ano 12 0,57 0,33 1,59 0,34 0,58 0,28 1,21
GlubD1 1 159,12 *** 6,48 * 549 * 22,40 *** 19,41 *** 0,09 76,18 ***
Ano 2 451 * 796 ** 873 *** 10,70 *** 19,73 *** 71,03 *** 6,64 ***
GluD1 x ano 2 1,55 0,48 1,29 0,33 0,41 0,07 0,12
1BL.1RS 1 0,02 0,06 11,73 *** 1,55 6,53 * 1,89 0,15
Ano 2 35 * 11,38 *** 15,68 *** 930 *** 2232 *** 80,64 *** 403 *
1BL.1RS x ano 2 0,50 0,09 1,51 0,23 1,65 0,16 1,40

***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05, GL: graus de liberdade, le: indice de elasticidade, PTG: proteina do grdo, NQG: nimero de

queda do gréo, IDG: indice de dureza do grdao, GU: gluten imido, AA: absorcao de agua, EST: estabilidade.
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InteracOes significativas loco x ano foram observadas para varios dos parametros
de QTT, os quais devem ser usados com cautela, visto sofrerem a influéncia do ambiente.
O le apresentou interacao significativa para os trés locos Glu-1; enquanto que L e PTG
tiveram interacdo significativa loco x ano para Glu-B1 e Glu-D1. E ainda, Glu-D1 x ano
teve efeito significativo sobre W e sobre a relagdo P/L. Ndo houve interacdo entre a
translocacdo 1BL.1RS x ano. Mesmo para parametros de qualidade de proteina, mais
influenciados pelo gendtipo, ha relatos de efeito significativo do ambiente (VAZQUEZ
et al., 2012). Efeito significativo do local de plantio foi observado tanto sobre o contetdo
em proteina quanto sobre a MS-SDS (RIBEIRO et al., 2017).

3.4.6 Efeito dos alelos do loco Glu-Al sobre parametros de qualidade tecnologica
de trigo

No loco Glu-Al, os alelos 1 e 2* sdo considerados como tendo 0 mesmo efeito
sobre a qualidade tecnoldgica de trigo, com mesmo valor de escore. Porém, no presente
trabalho os acessos apresentando o alelo 1 mostraram-se superiores aqueles com os alelos
2* e N, no que se refere a MS-SDS, W, P, IDG, AA e EST (Tabelas 9 e 10). Hernandez-
Strada et al. (2014) ao verificarem os parametros MS-SDS, P e EST, encontraram
melhores resultados para a subunidade 1 em relacdo a subunidade 2*. Em trabalho de
Kaya & Akcura (2014), ao compararem a contribuicdo individual das subunidades do
loco Glu-Al, encontraram melhores resultados para volume de sedimentacdo nos
genotipos que continham a subunidade 1 do que os que tinham a subunidade 2*. Ja
Ribeiro et al. (2017) obtiveram resultados similares para acessos com os alelos 1 e 2* no
que se refere a MS-SDS. Para Liang et al. (2010), ndo houve diferenca estatistica
significativa entre os valores médios de W e de MS-SDS entre 0s acessos possuindo 0s
alelos 1 e 2*. J& propriedades de mistura da massa revelaram-se melhores em acessos com
2* do que os com o alelo 1 (ZHENG et al., 2010). Quanto a le, os gendtipos com alelos
1 e 2* ndo diferiram entre si, e tiveram médias significativamente superiores aos
genotipos com o alelo N no loco Glu-Al. Os acessos portando o alelo N tiveram médias

superiores em relacdo aos demais para os parametros PTG e GU.
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Em relacdo aos alelos do loco Glu-Al, genotipos com o alelo 1 mostraram 0s
melhores resultados para seis dos 13 parametros de QTT avaliados nesse trabalho,
destacando a importancia desse alelo. Com base nos resultados de parametros de QTT, a
contribuicdo dos diferentes alelos do loco Glu-Al pode ser classificada como 1>2*>N.
Essa mesma classificacao foi sugerida em trabalhos realizados por Wrigley et al. (2009)
e Lietal. (2010) ao estudarem a contribuicéo individual dos alelos Glu-1 para parametros
de QTT.

3.4.7 Efeito dos alelos do loco Glu-B1 sobre parametros de qualidade tecnolédgica
de trigo

O efeito do loco Glu-B1 foi significativo sobre a maioria dos parametros de QTT,
a excecdo de L, relagdo P/L e AA (Tabelas 9 e 10). O loco Glu-B1 contém a maior
variacdo de alelos dos locos Glu-1, e estes tém sido associados a parametros reolégicos
da massa da farinha de trigo (GAO et al., 2016).

De forma geral, os alelos 70e+8 e 13+16 apresentaram as maiores médias para a
maioria dos pardmetros avaliados. Em acessos chineses, os melhores resultados em
estabilidade e volume de sedimentagdo foram obtidos com a combinagdo 13+16,

diferindo estatisticamente dos demais alelos (LI et al., 2009).

No presente trabalho, acessos com os alelos 70e+8 apresentaram as maiores
médias para MS-SDS, W, P, le e EST, diferenciando-se dos demais. Relatos anteriores
apontam a associacdo de 70e+8 com maior qualidade de gluten (LI et al., 2014) e com
maior forca de gluten (COOPER et al., 2016).

Quando comparada a diferenca das subunidades Bx7 e Bx6, ambas combinadas
com a subunidade By8, quanto a parametros de qualidade, a combinagdo 7+8 mostrou-se
superior a combinacao 6+8 para os parametros W, P, relacéo P/L, le, NQG, IDG e EST.
Magallanes-Lopez et al. (2017) ao comparem as diferencas dessas duas possibilidades de

combinacgdo com a subunidade By8, também verificaram a superioridade da combinacéo



7+8 para parametros de alveografia. Deste modo, pode-se observar um envolvimento

particular da subunidade 1Bx7 em boa qualidade de panificagéo.

Os resultados aqui obtidos também indicaram diferenca estatistica entre os alelos
7+9 e 6+8 para MS-SDS, bem como para todos os demais parametros avaliados, exceto
para a EST. Wurschum et al. (2016) encontraram valores significativamente superiores
para 7+9 do que os com os alelos 6+8 para a MS-SDS. Em relacdo a P, L, relacdo P/L e
le, a presenca do alelo Bx7 mostrou-se significativo. Esses sdo importantes parametros
da alveografia, indicando maior tenacidade (>L) e viscoelasticidade da massa. Grupo de
linhagens do CIMMYT portando os alelos 7+9 tiveram resultados intermediarios para
parametros relacionados a forca de gluten, e efeito negativo sobre a relacdo P/L
(balanceamento do glaten) quando avaliadas para fins de panificacdo (LIANG et al.,
2010).

Um estudo realizado por Priozi et al. (2008) observou a diferenca do nimero de
residuos de cisteina entre os alelos do loco Glu-B1. Foi observado que os alelos 1Bx20 e
1Bx26 tinham dois residuos de cisteina a menos do que os alelos 1Bx7. Os autores
concluiram que menor nimero de residuos de cisteinas resultou em impactos negativos
para a forca de glaten. Gupta e MacRitchie (1994) também estudaram o efeito do nimero
de residuos de cisteina dos alelos do loco Glu-B1. O alelo 1Bx17 com maior nimero de
cisteinas apresentou maior producdo de polimeros de HMW-GS, do que o alelo 1Bx20

com menor nimero de cisteinas.

Os alelos 14+15, 6+8 e 17+18 ndo se destacaram para oS parametros testados,
apresentando as menores medias. Porém, para Gao et al. (2016) os alelos 14+15 foram os
que apresentaram melhores resultados para as propriedades de viscoelasticidade. E em
trabalho de Liang et al. (2010) destaca-se grupo de gen6tipos com a combinagdo 17+18

como sendo superiores para MS-SDS, PTG e para o tempo de mistura da massa.
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3.4.8 Efeito dos alelos do loco Glu-D1 sobre parametros de qualidade tecnoldgica
de trigo

Foram formados dois grupos quanto ao loco Glu-D1, os gendtipos que continham

a combinacdo de subunidades 2+12 e os que continham a combinagdo 5+10.

O efeito do loco Glu-D1 foi altamente significativo sobre W, P, relacéo P/L, le,
IDG, GU e EST, e significativo para PTG e NQG. Para L, NQG, GU e AA, 0s acessos
com os alelos 2+12 tiveram média superior, enquanto que os demais parametros de QTT

tiveram valores superiores em acessos com os alelos 5+10 (Tabelas 9 e 10).

Ledn et al. (2010) ao estudarem o efeito de plantas transformadas com a
combinagdo 5+10 observaram incremento de W. Esses dados estdo de acordo com a
associagao dos alelos 5+10 a uma melhor qualidade panificativa (VAZQUEZ et al., 2012;
LANGNER et al., 2017). O alelo 1Dx5 possui um residuo de cisteina adicional na regido
adjacente ao dominio N-terminal. Essa caracteristica favorece maiores ligacGes entre as
microestruturas do glaten, conferindo maior forca de gluten (KASSARDA, 1989; LI et
al., 2016).

Houve efeito significativo do loco Glu-D1 sobre GU, sendo que 0s gendtipos com
os alelos 2+12 apresentaram maiores médias do que os com alelos 5+10, o que corrobora
com outros (HERNANDEZ-STRADA et al., 2014; MOHAN; GUPTA, 2015). Elevados
teores de gluten imido tendem a produzir as farinhas maior forca de glaten, as quais
apresentam maior elasticidade e maior teor de proteinas apresentando qualidades
desejaveis para a panificacdo (COSTA et al., 2008).

Em estudo realizado na India foi constatado que as subunidades 2 + 12 também
podem ser igualmente eficientes na fabricacéo de pdo. Os trigos que carregavam os alelos
5 + 10 exercem melhor qualidade de pdo apenas na regido peninsular central, enquanto
que em outras regides, 0s grdos com as subunidades 5 + 10 ndo registraram maior volume

de pdo do que os que continham as subunidades 2 + 12. Assim, ha casos em que essas
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subunidades podem ser preferiveis as subunidades 5 + 10, dependendo da regido
considerada (MOHAN; GUPTA, 2015).

3.4.9 Efeito da translocacdo 1BL.1RS sobre parametros de qualidade tecnoldgica
de trigo

Genotipos de trigo com a translocacdo 1BL.1RS apresentaram médias inferiores
de MS-SDS, L, NQG e GU, e médias superiores de PH e de relagdo P/L do que genotipos
sem a translocacédo (Tabelas 9 e 10). Em parte, concordando com estes resultados Gobaa
et al. (2008b) observaram que genotipos de trigo com a translocagdo apresentaram valores
significativamente menores para W, P, L e NQG, e maiores para a relacdo P/L. Em
acessos chineses, a presenca da translocacao 1BL.1RS teve efeito significativo na reducao
do volume de MS-SDS e da estabilidade (LI et al., 2009). Quando estudado o efeito da
translocacdo em trigo duro verificou-se que a presenca da 1BL.1RS ndo alterou o
conteudo de proteina do grdo, porém diminuiu significativamente o valor de MS-SDS
(OAK; TAMHANKAR; 2017).

A translocacdo 1BL.1RS envolve o brago longo do cromossomo 1 do genoma B
de trigo, que é substituido pelo brago curto do cromossomo 1 do centeio. Deste modo, a
diminuicdo dos valores de parametros reoldgicos é consequéncia da perda de LMW-GS
codificadas pelo loco Glu-B3 localizado no braco curto do cromossomo 1B. O braco do
cromossomo 1RS contém o loco Sec-1 responsavel por codificar secalinas. Essa troca
leva a perda de caracteristicas como forca de gluten e afeta as propriedades da massa da
farinha de trigo (LELLEY et al., 2004; GOBAA et al., 2008a).

Os resultados das interagdes dos locos Glu-1 e da translocagéo 1BL.1RS podem
ser visualizados na Tabela 8.
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3.5 Conclusoes

A colecdo de acessos de trigo avaliada apresenta 53 perfis de gluteninas de alto
peso molecular diferentes, com um total de 21 alelos, sendo a combinacdo alélica mais
frequente 2*/7+9/5+10 (11,9%) e o valor médio de diversidade genética de 0,67.

O escore Glu-1 apresenta correlacdo positiva com MS-SDS, forca de gluten (W),
tenacidade (P), extensibilidade (L), indice de elasticidade (le) e estabilidade (EST) da

massa, podendo ser empregado para predi¢do da qualidade panificativa.

Os alelos que mais positivamente influenciarama W, o lee a EST séo 1, 70e+8 e
5+10, dos locos Glu-Al, Glu-B1 e Glu-D1, respectivamente, o que indica a necessidade
de ajuste no peso dos alelos do loco Glu-Al para o calculo do escore para as condi¢des

brasileiras, e justifica o elevado peso descrito para a combinacgéo de alelos 70e+8.

A superioridade da combinacéo 70e+8 para MS-SDS, W, P, le e EST determinaa
importancia da sua identificacdo por marcadores moleculares para a composicdo do

escore, visto ser dificil sua identificacdo em SDS-PAGE.
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4 CAPITULO 11

Anélise de marcadores moleculares de DNA para alelos de HMW-GS e para

translocacdo 1BL.1RS em genotipos de trigo

4.1 Resumo

O objetivo do trabalho foi usar marcadores moleculares para determinar a composigéo
alélica em quatro locos relacionados com a qualidade de uso final. Para isso, foram
avaliados 467 acessos de trigos por marcadores moleculares do tipo SNP pelo método
KASP paraalelos dos locos Glu-Al e Glu-D1 e para a presenca da transloca¢éo 1BL.1RS.
Parao alelo que confere super expressao da subunidade 7 (7oe — over expressed) do loco
Glu-B1 foi usado um marcador STS. A analise de gluteninas em SDS-PAGE possibilitou
a comparacdo dos resultados com as analises de DNA para 270 acessos de trigo. Para 0s
marcadores de alelos do loco Glu-Al houve 91,8% de concordancia com o perfil proteico
de HMW-GS e para o loco Glu-D1, 98,8%. Com o marcador da super expressdo 7oe do
loco Glu-B1 foram identificados 22 (10%) acessos com este alelo. A presenca da
translocacdo 1BL.1RS foi identificada em 83 (18%) dos 467 acessos de trigo avaliados.
Os resultados indicaram a eficiéncia do uso de marcadores moleculares de DNA para 0s
locos Glu-1.

Palavras-chave: 1. Gluteninas de alto peso molecular. 2. Marcador de DNA. 3. Marcador SNP.
4. Triticum aestivum. 5. Bx7oe.

4.2  Introducéo

Os programas de melhoramento de trigo tém desenvolvido cada vez mais
pesquisas para a caracterizagdo de alelos génicos relacionados a qualidade tecnolégica. O
diferencial do trigo é a capacidade de sua farinha ser transformada em diferentes produtos
alimentares, caracteristica esta atribuida pelas proteinas formadoras de gluten (ORTH;
BUSHUK, 1972), gliadinas e gluteninas.



As gluteninas sdo proteinas poliméricas que se mantém estaveis por pontes de
dissulfeto que se formam a partir da ligag&o dos residuos de cisteina. Elas estdo associadas
a caracteristicas de elasticidade da massa, e apresentam propriedades de resisténcia a
extensdo (HOSNEY, 1994). Estas proteinas sdo classificadas em funcdo da massa
molecular, em gluteninas de alto peso molecular (HMW-GS, high-molecular weight
glutenin subunits), com massa molecular variando de 77 a 160 kDa, e gluteninas de baixo
peso molecular (LMW-GS, low-molecular weight glutenin subunits) com massa
molecular entre 23 e 68 kDa (SHEWRY et al., 1986; KASARDA, 1999).

Os genes das HMW-GS séao codificados nos locos Glu-1 no brago longo dos
cromossomos 1A, 1B e 1D. As subunidades de HMW-GS estdo divididas em tipos “x” e
“y”. Algumas subunidades sdo silenciadas, como a subunidade 1Ay que nunca é expressa,
enguanto que 1Ax e 1By podem ndo ser expressas. Ja as subunidades 1Bx, 1Dx e 1Dy
estdo presentes em todos os gendtipos de trigo. Deste modo um gendtipo de trigo
hexaploide pode apresentar de 3a5 HMW-GS (SHEWRY et al., 2003). Os polimorfismos
dessas subunidades sdo identificados pela diferenca quanto a mobilidade eletroforética
em SDS-PAGE.

Os alelos proteicos das subunidades de gluteninas de alto peso molecular séo
representados por nimeros e estdo divididos respectivamente em: Glu-Al, subunidades
N (nulo), 1 e 2*; Glu-B1, subunidades 6+8, 7+8, 7+9, 7, 13+16, 14+15, 13+19, 17+18,
20, 21 e 22, e Glu-D1, subunidades 2+12, 3+12, 4+12, 2+10, 5+10, 2+11 e 2.2+12
(PAYNE et al., 1981; PAYNE, 1987).

Atualmente, o perfil tecnolégico de uma linhagem promissora sO pode ser
determinado em etapas avancadas do melhoramento genético de trigo. Analises de
parametros do perfil tecnolégico demandam quantidade de grdos de alguns quilogramas.
O teste SDS-PAGE é muito utilizado para a caracterizacdo do perfil de HMW-GS, porém,
este teste apresenta algumas limitacdes pela necessidade da obtencéo de gréos, visto as
proteinas de reserva serem expressas exclusivamente nos gréos de trigo. Além disso,

algumas HMW-GS apresentam mobilidade eletroforética similar, podendo resultar na
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identificacdo incorreta de alelos funcionalmente distintos (GIANIBELLI et al., 2002;
FENG et al., 2011).

Os marcadores moleculares também podem discriminar os alelos HMW-GS,
proporcionando uma ferramenta conveniente para analises genéticas rapidas e precisas
(YIN et al., 2017).

Foram desenvolvidos marcadores de DNA especificos para 0s genes que
codificam HMW-GS. Primers foram desenhados para distinguir genes que codificam os
alelos Glu-D1x2, Glu-D1x5, Glu-D1y10, e Glu-D1y12 por codominancia, o que facilita a
identificacdo de heterozigotos em retrocruzamentos (SMITH et al., 1994). Marcadores do
tipo codominante também foram desenvolvidos para o loco Glu-B1 facilitando a
diferenciacdo de B1x7 e B1x17 (AHMAD, 2000). Para Glu-Al, foram igualmente
desenvolvidos marcadores tanto para A1x1 e A1x2* como para 0 A1XN que nao é expresso
(BUSTOS et al., 2000).

O alelo GluB1al (Bx70e) é uma super expressao da subunidade Bx7 de HMW-GS.
Ocorrem duas copias funcionais do gene que codifica esta subunidade (LUKOW et al.,
1992). A identificacdo da super expressdo da subunidade Bx7 tem sido importante em
programas de melhoramento, visto ela poder estar associada com forca de glaten (CHO
etal., 2017).

Por outro lado, um fator sugerido como tendo envolvimento com baixa qualidade
tecnoldgica € a presenca da translocacdo 1BL.1RS. Essa translocacdo tem sido
amplamente utilizada em programas de melhoramento de trigo em todo 0 mundo, como
fonte de resisténcia a doencas e pragas, além de maior potencial de producéo de graos (QI
et al., 2016). Entretanto, defeitos graves na qualidade do péo, tais como fraca tolerancia
de mistura, viscosidade superficial da massa e baixo volume de pao foram associados a

presenca da translocacdo (GOBBA et al., 2008a).

A maioria dos marcadores desenvolvidos para as HMW-GS sdo baseados na

técnica de PCR (Polymerase chain reaction) com a utilizacao de primers especificos nas
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regides dos genes de gluteninas apresentando polimorfismos de tamanho (STS -
Sequence-Tagged Sites). Esse tipo de marcador produz produtos de amplificacdo de

tamanhos diferentes entre os genotipos, visualizados em sistemas de eletroforese.

Outro tipo de polimorfismo que vem sendo muito utilizado devido a sua disperséo
pelo genoma, sdo os do tipo SNPs (Single nucleotide polymorphisms), caracterizados por
alteracdes em uma Unica base entre as sequéncias de DNA de diferentes cultivares. Entre
os diferentes métodos disponiveis para a deteccdo de SNPs, 0 método KASP (Kompetitive
Allele Specific PCR) tem mostrado resultados promissores (MACCAFERRI et al., 2015;
ZANKE et al., 2015; RASHEED et al., 2016). Essa metodologia é baseada na PCR
competitiva, para alelos especificos, com a utilizacdo de fluorescéncia, dispensando a
técnica de eletroforese. Os primers de alelos especificos sdo ligados com moléculas
fluorescentes na extremidade 3'. Quando o primer é hibridizado ao DNA, e a sequéncia
que esta acrescida com uma molécula fluorescente é sintetizada, ocorre a emissdo da
fluorescéncia. O genoétipo €, entdo, facilmente detectado pela leitura de sinais
fluorescentes (McCOUCH et al., 2010).

Deste modo, os objetivos do presente trabalho foram: i) verificar a eficiéncia dos
marcadores KASP na determinacdo dos alelos para os locos Glu-Al e Glu-D1; ii)

determinar a presenca do alelo 70e e da translocacdo 1BL.1RS.

4.3 Material e Métodos

Material vegetal

Um total de 467 acessos de trigo foram obtidos junto ao Banco Ativo de
Germoplasma da Embrapa Trigo e analisados neste trabalho. Destes, 270 acessos foram
também avaliados quanto ao perfil de HMW-GS em SDS-PAGE, que serviram a analise
de eficiéncia na identificacdo dos alelos de HMW-GS por marcadores moleculares de
DNA.
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Marcadores moleculares de DNA

A extracdo de DNA e a identificacdo do alelo 70e e da presenca da translocagao

1BL.1RS estdo descritas no item 3.3 do Capitulo I.

Além desses, foram usados marcadores moleculares para a identificagdo dos alelos
do loco Glu-Al e Glu-D1 pelo método KASP descrito no item 3.3 do Capitulo I. As
sequéncias dos primers dos diferentes alelos foram recuperadas da literatura, e estdo

apresentadas no Quadro 5.

Quadro 5 — Relacdo dos primers KASP dos marcadores de DNA para os alelos dos locos

Glu-Al e Glu-D1
Primers Caractere Alelo FAM Alelo HEX | Primer Referéncia
Comum
WMAS000012 | Glu-Al GAGCGCGA | GAGCGCG | GGCATGCC | Liu et al. (2008)
(2*/N ou 1) GCTCCAGG | AGCTCCA | TTAAGCGA
AG GGAA GTG
wWMASO000013 | Glu-Al AAGTGTAA | AAGTGTA | GGCCTGGA | Liu et al. (2008)
(2*/1 ou N) CTTCTCCG |ACTTCTC |TAGTATGA
CAACA CGCAACG |AACC
wWMAS000014 | Glu-D1 ATAGTATG | ATAGTAT | TACTAAAA |Ishikawa and
(5+10 ou 2+12/outros) | AAACCTGC | GAAACCT | AGGTATTA | Nakamura
TGCGGAG |GCTGCGG | CCCAAGTG | (2007)
AC TAACTT

As PCRs foram realizadas em termocicladores Veriti 384-well da Applied
Biosystems. As PCRs para os primers wMAS000012, wMAS000013 e wMAS000014
foram realizadas utilizando-se o seguinte protocolo: desnaturacao inicial a 94°C durante
15 minutos; dez ciclos de desnaturacdo (94°C durante 20 segundos) e
anelamento/extenséo (61-55°C por 60 segundos, com reducgéo de 0,6°C por ciclo); 26
ciclos de desnaturacdo (94°C durante 20 segundos) e anelamento/extensdo a 55°C por 60

segundos). Apds o término dos ciclos, as amostras foram resfriadas a 10°C.
Leitura dos marcadores moleculares de DNA

Para a leitura dos alelos do loco Glu-Al foram utilizados dois marcadores

(WMAS000012 e wMAS000013). A amplificacdo do alelo FAM para 0 marcador
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WMASO000012 identificava a presenca dos alelos Ax2* ou AxN, e a amplificacdo doalelo
HEX indicava a presenca do alelo Ax1. J& para 0 marcador WMAS000013, a amplificacdo
do alelo FAM indicava a presenca dos alelos Ax2* ou AxN e a amplificag¢do do alelo HEX
indicava a presenca do alelo Ax1 (Quadro 6). Desse modo, foi utilizada a leitura conjunta
dos dois marcadores para identificar o alelo presente no loco Glu-Al.

Quadro 6 - Exemplo da leitura da amplificacdo dos alelos FAM e HEX para 0s
marcadores de DNA do loco Glu-Al

Subunidade de
Marcador wMAS000012 Marcador wMAS000013
HMW-GS
(FAM-2*/N ou HEX-1) (FAM-2*/1 ou HEX-N)
correspondente
FAM FAM 2%
FAM HEX N
HEX FAM 1

Para a leitura dos alelos do loco Glu-D1 foi utilizado o marcador wMAS000014.
A amplificacdo do alelo FAM indicava a presenca dos alelos 2+12 ou outros, e a

amplificacdo do alelo HEX indicava a presenca dos alelos 5+10.

4.4 Resultados e Discussao

Os marcadores de DNA foram utilizados em uma colecdo de 467 gendtipos de
trigo. Para confirmar a eficiéncia na deteccdo dos alelos codificando HMW-GS, os
resultados dos marcadores moleculares foram comparados com os resultados de 270
perfis de HMW-GS obtidos através da analise de SDS-PAGE. Muitos estudos tém sido
realizados para a validacdo de marcadores de genes que codificam as HMW-GS,
mostrando-se ser um método mais répido e efetivo na deteccdo das subunidades tanto
para gluteninas de alto como de baixo peso molecular (JIN et al., 2011; RAVEL et al.,
2014).
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4.4.1 Marcador molecular de DNA para o loco Glu-Al

Para deteccdo dos alelos codificando para as subunidades presentes no loco Glu-
Al foram usados dois marcadores. O primeiro marcador (WMAS000012) detectava a
presenca do alelo Ax1, amplificando o alelo devido ao anelamento do primer com o
fluoroforo HEX. Na auséncia do alelo Ax1, era detectado o fluoroforo FAM, indicando a
presenca de Ax2* ou AXN. O segundo marcador (WMAS000013) detectava a presenca
do alelo AXN quando detectado o flouor6foro HEX. A detecgdo do fluoré6foro FAM
indicava a presenca dos alelos Ax1 ou Ax2*. Deste modo, foi necessaria a analise
conjunta dos dois marcadores para a identificacdo do alelo codificando para as diferentes
subunidades do loco Glu-Al. Nas Figuras 7 e 8, estdo os graficos representativos de leitura

dos marcadores para o loco Glu-Al.

Figura 7 — Grafico representativo da amplificagdo dos alelos marcados com os corantes
fluorescentes FAM e HEX do marcador molecular wMAS000012 pelo
método KASP
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Figura 8 — Grafico representativo da amplificacdo dos alelos marcados com 0s corantes
fluorescentes FAM e HEX do marcador molecular wMASO000013 pelo
método KASP
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Os resultados para 0s 467 geno6tipos de trigo para os marcadores WMAS000012 e
WMASO000013 para o loco Glu-Al estdo apresentados na Tabela 11. A andlise conjunta
dos dois marcadores indicou que 121 (26%) dos gendtipos tinham a subunidade de HMW-
GS Ax1, 224 (48%) tinham a subunidade Ax2* e 84 (18%) tinham o alelo nulo. Em 38

(8,1%) gendtipos ndo houve leitura pelos marcadores de DNA.

Tabela 11 — Relacdo do total de gendtipos de trigo identificado pelos marcadores
WMAS000012 e wWMAS000013 para o loco Glu-Al

HMW-GS Alelos amplificados N° de genotipos (%)
1 HEX - FAM 84 (18%)
2* FAM - FAM 224 (48%)
N FAM - HEX 121 (26%)
- Sem leitura 38 (8,1%)
Total 467

Foi feita a comparacdo entre os resultados dos 270 acessos que tinham tanto
resultado de perfil de HMW-GS por SDS-PAGE como resultado de marcadores de DNA.

Entre os 270 acessos avalidos, para 25 ndo houve leitura com os marcadores de DNA.
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Deste modo, a comparagéo foi realizada com os 245 acessos que tinham leitura com
ambos os métodos.

A concordancia entre perfil de proteina e marcador de DNA foi de 91,8% para o
loco Glu-Al. Diferentes subunidades sdo identificadas em funcdo da mobilidade
eletroforética em SDS-PAGE. Por outro lado, e apesar da agilidade do processo de
caracterizacao dos genotipos pelo uso de marcadores moleculares para a presenca do alelo
Ax2* (GOUTAM et al., 2015), os resultados obtidos nesse trabalho indicam alguns casos
de inconsisténcias de identificacdo. Houve casos de identificacdo do alelo AXN usando-
se marcador molecular de DNA, sendo que em SDS-PAGE foi verificada a presenca de
alelo proteico. Uma variacdo entre as amostragens realizadas para a extracao de proteinas
e a de DNA poderia explicar, em parte, as inconsisténcias encontradas, inclusive pela

presenca de bidtipos nos acessos estudados.

4.4.2 Marcador molecular de DNA para GluBx7oe

Conforme descrito no Capitulo | item 3.4.1, 219 acessos de trigo com
homogeneidade de perfil de HMW-GS e sem ambiguidade de leitura foram caracterizados
com o marcador para o alelo 7oe. Utilizando-se o marcador de DNA para o alelo
GluBx7oe, verificou-se que 22 (10%) dos gendtipos estudados possuiam este alelo, 15

acessos tiveram a combinacdo 70e+8 e sete deles, o alelo 70e sozinho (Tabela 12).

Tabela 12 — Relacdo dos genotipos com a presenca do alelo Bx70e e pais de origem

(Continua)
Acessos GluAl GluB1 GluD1 | Pais
AC_VISTA 1 70e+8 2+12 Canada
AGATHA 2* 70e+8 2+12 Canada
ALTAR_SIB 2* 70e+8 5+10 Equador
BRS_220 2* 70e+8 2+12 Brasil
BRS CAMBOATA N 70e+8 2+12 Brasil
BUCK_PONCHO 2* 70e+8 5+10 Argentina
CAMA N 70e 2+12 Bélgica
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Tabela 12 — Relacdo dos gendtipos com a presenca do alelo Bx70e e pais de origem

(Concluséo)

Acessos GluAl GluB1 GluD1 Pais
Dreadnought 1 70e 2+12 Nova Zelandia
EMBRAPA 16 2% 70e+8 2+12 Brasil
EMBRAPA 22 1 70e+8 5+10 Brasil
ESTANZUELA DORADO 1 70e+8 5+10 Uruguai
GRANAROLO 2% 70e 2+12 Italia
KLEIN_ATLAS 1 70e+8 2+12 Argentina
KLEIN_LUCERO (825635) 2* Toe+8 | 2+12 Argentina
Novosadska_Rana_1 N 70e+8 2+12 Sérvia
PELADINHO 2* 70e 2+12 Brasil
Peragis_| 1 70e 2+12 Alemanha
PF_926 2% 70e+8 2+12 Brasil
PF 93157 1 70e+8 2+12 Brasil
PF 93158 2% 70e 2+12 Brasil
TOROPI 2* 70e+8 2+12 Brasil
TRIO 2* 70e 2+12 Franca

Em alguns casos, a super expressdo do alelo 7oe pode ser vista em SDS-PAGE,
caracterizando-se como uma banda proteica mais intensa. Porém, isso nem sempre ocorre.
Na Figura 6, sdo apresentados exemplos de acessos com forte ou fraca intensidade de
bandas, que ndo necessariamente correspondem a presenca ou a auséncia do alelo 7oe,
segundo dados do marcador de DNA. Butow et al. (2004) questionam a avalia¢do da
presenca desse alelo em SDS-PAGE, visto que, em seus estudos, as bandas de acessos de
trigo com a presenca ou a auséncia da subunidade 70e apresentaram a mesma intensidade
em SDS-PAGE.
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Figura 6 — Imagens de SDS-PAGE de gluteninas de alto peso molecular de gendtipos de
trigo com intensidades diferentes para subunidade 70e

Fonte: Gisele A. M. Torres

Nota: A Figura 6a) ilustra exemplo da linhagem PF 926 com o alelo Bx70e e com intensidade maior de
banda em SDS-PAGE do que a linhagem PF 909 que néo o possui.

A Figura 6b) ilustra exemplo em que a maior intensidade de banda é observada na cultivar Eagle que ndo
possui a subunidade 70e, contrastando com o perfil da cultivar Cama, que a possuli.

Li et al. (2014), ao avaliarem um conjunto de 325 gendtipos de trigo para o alelo
Bx70e, observaram que 9,5% (31) dos gendtipos possuiam o alelo, frequéncia proxima a
encontrada neste estudo. Os autores também constaram que a grande parte dos gendtipos
com a presenca do alelo Bx70e eram originarios do continente Americano (Canada,
Argentina, Estados Unidos, México, Uruguai e Brasil). Trés cultivares presentes neste
trabalho, Ac Vista (Canada), Klein Atlas (Argentina) e Toropi (Brasil) também foram
avaliadas por Li et al. (2014). Para essas trés cultivares cujos perfis estdo descritos na

Tabela 12, ambos os trabalhos identificaram a presenca do alelo Bx7oe.

A super expressdo do alelo Bx7oe, com maior acumulo de proteina, tem uma
influéncia positiva na qualidade de panificagdo (VAWSER; CORNISH, 2004). Cultivares
com esse alelo apresentam maior forca de glaten, com maiores tempos de mistura, maior
resisténcia a extensdo da massa e reduzida quebra de resisténcia (COOPER et al., 2016).
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4.4.3 Marcador molecular de DNA para o loco Glu-D1

Os resultados da analise de 467 gen6tipos com o marcador de DNA wMAS000014
para o loco Glu-D1lestdo apresentados na Tabela 13. Na Figura 9, esta um exemplo de
leitura feita através dos graficos, com a amplificacdo dos alelos FAM e HEX.

Tabela 13 — Relacdo do total de gendtipos de trigo identificado pelo marcador
WMASO000014 para o loco Glu-D1

HMW-GS Fluoroforo amplificado N° de genotipos (%)
2+12 ou outros FAM 279 (59,7%)
5+10 HEX 170 (36,4%)
- Sem leitura 18 (3,8%)
Total 467

O marcador molecular utilizado para o loco Glu-D1 diferencia a presenca dos
alelos 5+10, amplificando o alelo marcado com HEX, e a amplificacdo do alelomarcado
com FAM indica a presenca dos alelos 2+12 ou outros. Do total de genétipos avaliados,
59,7% (279) indicaram a presenca dos alelos 2+12 ou outros, 36,4% (170) indicaram a
presenca dos alelos 5+10, e para 3,8% (18), ndo houve leitura do marcador de DNA.
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Figura 9 — Grafico representativo da amplificacdo dos alelos marcados com os corantes
fluorescentes FAM e HEX do marcador molecular wMAS000014 pelo

método KASP )
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Foram comparados os resultados de perfil de HMW-GS em SDS-PAGE de 270
genotipos de trigo com os resultados de marcadores de DNA para o loco Glu-D1. Entre
estes, para 16 acessos ndo houve leitura com os marcadores de DNA. Deste modo,
comparando-se 0s 254 acessos com leitura com ambos os métodos, houve 98,8% de
concordancia. Paro (2011) ao comparar os resultados das analises de SDS-PAGE e

marcadores moleculares DNA para o loco Glu-D1 obteve concordancia de 91%.

Pequenas discrepancias entre os resultados de perfis de HMW-GS em SDS-PAGE
com resultados de marcadores de DNA sdo comuns. Em trabalho de Gao et al. (2010),
com uma colecdo de 60 acessos de trigo, trés cultivares continham o alelo Dx5 do loco
Glu-D1 com base no marcador PCR, mas o alelo proteico ndo foi identificado em SDS-
PAGE. Os autores concluiram que essa discrepancia foi devida a massas moleculares

superestimadas e baixa resolucéo.

A alta eficiéncia de 98,8% do marcador de DNA de alelos do loco Glu-D1,

encontrada neste trabalho, concorda com o estudo realizado por Rasheed et al. (2016),
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que também utilizaram esses marcadores especificos pelo método KASP. Uma vez que
os alelos 5+10 de HMW-GS tém mostrado maior influéncia na qualidade de panificacdo
e forca de gluten, a identificagdo de marcadores moleculares para os alelos Dx5+Dy10 é

de grande importancia em programas de melhoramento (HEIM et al., 2017).

4.4.4 Marcador para translocagdo 1BL.1RS

A amplificacdo do alelo HEX indicava a presenca da translocacdo 1BL.1RS e a
amplificacdo do alelo FAM indicava a auséncia. Na colecdo de 467 acessos de trigo,
houve a presenca da translocacdo em 83 (18%) genotipos, 380 (81%) genotipos nao
apresentaram a translocacdo, e para 13 (3%) ndo foi possivel fazer a leitura desse
marcador (Tabela 14).

Tabela 14 — Relagéo do total de gendtipos de trigo identificado pelo marcador
WMAS000011 para translocagédo 1BL.1RS

Presenca da 1BL.1RS Fluor6foro amplificado N° de gendtipos (%)
Néo FAM 380 (81%)
Sim HEX 83 (18%)
- Sem leitura 13 (3%)
Total 467

A translocacdo 1BL.1RS esté envolvida com a resisténcia a doencas e pragas e ao
maior potencial de producdo de grdos (QI et al., 2016). Entretanto, a presenca dessa
translocacdo em gendtipos de trigo tem mostrado efeito negativo na forca do glaten e
consequentemente diminuigédo da qualidade de panificacdo (VAZQUEZ et al., 2012). O
uso de marcadores moleculares para a deteccdo da translocacdo 1BL.1RS tem sido
reportado em trabalhos que buscam gendtipos com caracteristicas adequadas para
panificacdo (HENKRAR et al., 2017; MA; BAIK, 2018). Os marcadores moleculares
para a identificacdo da translocacdo 1BL.1RS tornam-se ferramentas importantes para

programas de melhoramento que visem a qualidade de uso final a partir de trigo.
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45  Conclusoes

Os marcadores moleculares para os locos Glu-Al e Glu-D1 mostram-se efetivos
para a deteccdo dos alelos codificadores de gluteninas. A alta porcentagem de
concordancia com o perfil proteico em SDS-PAGE, de 91,8% para Glu-Al e de 98,8%
para Glu-D1, mostra a eficiéncia do uso dos marcadores KASP relacionados com ambos

os locos.

O marcador do alelo 70e do loco Glu-B1 identificou a presenca da super expressao
desse alelo em 22 (10%) dos acessos avaliados. O uso desse marcador de DNA é
importante, pois a presenca da super expressdo 7oe € dificilmente identificada em SDS-
PAGE.

O marcador molecular de DNA para a translocacdo 1BL.1RS identificou a

presenca dessa translocacdo em 18% dos genotipos avaliados.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos nos dois capitulos sdo de grande interesse para programas

de melhoramento sendo apresentados os perfis de HMW-GS de 274 gendtipos de trigo.

A identificacdo dos alelos de HMW-GS 1, 70e+8 e 5+10 associados com melhores
médias para parametros de qualidade tecnoldgica de trigo de interesse (W, le e EST) faz
da caracterizacdo de HMW-GS uma ferramenta importante na busca de genotipos com
aptiddo tecnologica para diferentes usos finais.

Apesar da técnica de SDS-PAGE para a identificacdo dos perfis de HMW-GS ser
de praticidade e de baixo custo, ela apresenta limitacdes na identificacdo de subunidades
com mobilidade eletroforética semelhante e da super expressdo do alelo 7o0e que quando
presente em gendtipos de trigo apresentou caracteristicas de interesse para a panificacéo.
Especificamente para este alelo, faz-se necessario o uso de marcadores moleculares de
DNA para sua identificacdo. Outro fator importante é a deteccdo da translocacéo
1BL.1RS em gendtipos de trigo, uma vez que esta € associada com a diminuicdo da
qualidade panificativa de trigo, pela diminuicdo da forca de gluten.

O uso de marcadores moleculares para as subunidades dos locos Glu-Al e Glu-D1
mostraram no presente trabalho alta porcentagem de concordancia com os resultados de
SDS-PAGE demonstrando a eficiéncia do uso de marcadores moleculares de DNA para
a caracterizacdo de alelos codificadores de HMW-GS. Os marcadores de DNA para 0s
locos Glu-1 podem ser aplicados em programas de melhoramento a fim de acelerar o

processo de caracterizacdo de genotipos de trigo.
As sugestdes para trabalhos futuros séo:

A implementacdo de marcadores moleculares de DNA para a detec¢do da super

expressdo do alelo 7oe e da translocagéo 1BL.1RS.



A proposta de um novo escore para os alelos do loco Glu-Al para gendtipos de
trigo no Brasil. No escore Glu-1, os alelos 1 e 2 tem a mesma nota de 3 pontos. No
presente trabalho, foram encontradas diferengas entre a contribuicdo individual dos alelos
do loco Glu-Al, sendo que os gendtipos que tinham o alelo 1 mostraram médias
superiores de parametros de qualidade do que os com os alelos 2* e N.
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6 CONCLUSAO GERAL

A colecéo de acessos de trigo avaliada apresentou 53 perfis de gluteninas de alto
peso molecular (HMW-GS) diferentes, com um total de 21 alelos, sendo que a
combinagdo alélica mais frequente foi 2*/7+9/5+10, e o valor médio da diversidade

genética foi de 0,67.

O escore Glu-1 apresentou correlacao positiva com MS-SDS, forca de glaten (W),
tenacidade (P), extensibilidade (L), indice de elasticidade (le) e estabilidade (EST) da

massa, podendo ser empregado para predi¢do da qualidade panificativa.

Os alelos que mais positivamente influenciaram a forca de glaten (W), o indice de
elasticidade (le) e a estabilidade (EST) foram 1, 70e+8 e 5+10, localizados nos locos Glu-
Al, Glu-B1 e Glu-D1, respectivamente. Estes resultados indicam a necessidade de ajuste
do peso dos alelos do loco Glu-Al no célculo do escore para as condi¢Oes brasileiras, e
justificam o elevado peso descrito para o alelo 70e+8. A superioridade da combinacao
70e+8 para MS-SDS, W, P, le e EST, justifica a importancia da sua identificacdo por
marcadores moleculares de DNA para a composicdo do escore, visto ser dificil sua
identificacdo em SDS-PAGE.

Os marcadores moleculares para os locos Glu-Al e Glu-D1 mostraram-se efetivos
para a deteccdo dos alelos codificadores de gluteninas. Ambos apresentaram alta
porcentagem de concordéncia com o perfil proteico em SDS-PAGE, Glu-Al teve 91,8%
de concordancia e Glu-D1 teve 98,8%. O marcador da super expressao do alelo 7oe do
loco Glu-B1 detectou a presenca desse alelo em 10% dos genotipos estudados. O
marcador molecular de DNA para a translocacdo 1BL.1RS identificou a presenca dessa

translocacdo em 18% dos genotipos avaliados.
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