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RESUMO

A alface (Lactuca sativa L.) é a hortalica folhosa mais consumida no mundo. A insercao
deste vegetal na dieta traz importantes beneficios a salde, especialmente devido a mistura
complexa de compostos bioativos em suas folhas, tais como carotenoides, antocianinas e
clorofila. O aumento nos niveis desses fitoquimicos em alface pode elevar a ingestdo dos
mesmos, sem exigir necessariamente um aumento no consumo. No melhoramento genético da
alface é importante a obtencdo de genotipos que agreguem uma série de caracteres favoraveis,
tanto relacionados a sua fun¢édo como alimento funcional, quanto no ambito agrondmico. Desta
forma, os objetivos neste trabalho foram avaliar os teores de antocianinas, carotenoides e
clorofila em folhas de plantas de alface, correlacionando-os com caracteres colorimétricos e de
escala de cor, bem como caracterizar progénies visando identificar genotipos apropriadados ao
mercado. Para obtencdo das plantas das geracdes do objeto do estudo, foi feito o cruzamento
entre as cultivares contrastantes para tipo de folha, Red Star (cor vermelha, de folhas do tipo
crespa e solta) e Darkland (cor verde escura do tipo romana) e as autofecundagdes necessarias.
Em seguida, foi conduzido um experimento no qual foram utilizadas 36 plantas de cada um dos
genitores e da geracdo F1, 312 plantas da geragéo F» e 36 plantas de cada uma das 30 progénies
F2:3 obtidas. Plantas dos diferentes gendtipos foram distribuidas em canteiros, seguindo o
delineamento em blocos completos casualizados, com trés repeticbes. Quando as plantas
atingiram a maturacdo comercial foram avaliadas quanto aos seguintes caracteres: teor de
antocianinas totais, teor de carotenoides totais; indice de conteddo de clorofila SPAD;
coordenadas colorimetricas L*, a*, b*, croma e °hue; além de uma escala de notas para tipo de
limbo, tipo de borda, tipo comercial e cor das folhas. As plantas de cada uma das progénies, em
funcdo do elevado numero de plantas, foram avaliadas somente para as caracteristicas baseadas
em escala de notas, enquanto as outras populagdes foram avaliadas para todos os caracteres. Os
dados coletados por meio de avaliacGes nos genitores e das populacées F1 e F» foram utilizados
para estimar parametros genéticos, visando determinar o tipo de controle genético envolvido na
expressao dos caracteres. As medias das populacdes foram utilizadas para se proceder a uma
analise de correlacdo entre os caracteres. J4 em relacdo as progénies, foi realizada a comparacao
de médias pelo teste de Dunnett, a 5% de probabilidade, entre cada progénie F2:3 e cada um dos
genitores, a fim de se confirmar o tipo de segregacdo. Verificou-se que houve
predominantemente acdo génica do tipo dominancia parcial para todos 0s caracteres
relacionados a cor da folha de alface. A cor vermelha pode ser utilizada como auxilio em
programas de melhoramento de alface para a selecdo de genotipos com alto teor de antocianinas
e carotenoides. O uso de colorimetria e escala de notas de cor da folha podem ser utilizados
como métodos eficazes para inferir sobre o teor de antocianinas e carotenoides e indice de
clorofila, devido as fortes correlacbes entre estes caracteres. Verificou-se uma alta
herdabilidade no sentido amplo, em torno de 90% para a maioria dos caracteres, 0 que por sua
vez, pode favorecer ganhos com a sele¢do fenotipica. Embora a maioria das progénies F2:zainda
apresentem segregacao para 0s caracteres agrondmicos, a progénie UFLA34 apresentou
minima variagdo nesses caracteres, podendo se encontrar ja em maior homozigose.

Palavras-chave: Lactuca sativa. Melhoramento genético. Compostos bioativos.



ABSTRACT

Lettuce (Lactuca sativa L.) is the most consumed leafy vegetable in the world. The
insertion of this vegetable in the diet brings important health benefits, especially due to the
complex mixture of bioactive compounds in its leaves, such as carotenoids, anthocyanins and
chlorophyll. The increase in the levels of these phytochemicals in lettuce can increase their
intake, without necessarily requiring an increase in consumption. In the genetic improvement
of lettuce it is important to obtain genotypes that add a series of favorable characters, both
related to its function as a functional food, and in the agronomic scope. Thus, the objectives in
this work were to evaluate the levels of anthocyanins, carotenoids and chlorophyll in leaves of
lettuce plants, correlating them with colorimetric and color scale characters, as well as
characterizing progenies in order to identify appropriate genotypes for the market. To obtain
the plants of the generations of the object of the study, a cross was made between the contrasting
cultivars for leaf type, Red Star (red color, of curly and loose leaves) and Darkland (dark green
color of the Roman type) and the necessary self-foundations. Then, an experiment was
conducted in which 36 plants from each parent and F1 generation were used, 312 plants from
generation F2 and 36 plants from each of the 30 F2:3 progenies obtained. Plants of the different
genotypes were distributed in beds, following the complete randomized block design, with three
replications. When the plants reached commercial maturity, they were evaluated for the
following characters: total anthocyanin content, total carotenoid content; chlorophyll content
index SPAD; colorimetric coordinates L*, a*, b*, chroma and °hue; besides a scale of notes for
type of limbo, type of border, commercial type and color of the leaves. The plants of each of
the progenies, due to the high number of plants, were evaluated only for the characteristics
based on scale of notes, while the other populations were evaluated for all the characters. The
data collected through evaluations on the parents and the F1 and F2 populations were used to
estimate genetic parameters, in order to determine the type of genetic control involved in the
expression of the characters. The population means were used to perform a correlation analysis
between the characters. In relation to the progenies, the comparison of means was performed
by the Dunnett test, at 5% probability, between each F2:3 progeny and each of the parents, in
order to confirm the type of segregation. It was found that there was predominantly partial
dominance gene action for all characters related to the color of the lettuce leaf. The red color
can be used as an aid in lettuce breeding programs for the selection of genotypes with a high
content of anthocyanins and carotenoids. The use of colorimetry and scale of leaf color notes
can be used as effective methods to infer on the content of anthocyanins and carotenoids and
chlorophyll index, due to the strong correlations between these characters. There was a high
heritability in the broad sense, around 90% for most characters, which in turn, can favor gains
with phenotypic selection. Although most of the F2:3 progenies still present segregation for
agronomic traits, the UFLA34 progeny showed minimal variation in these characters, and may
be already more homozygous.

Keywords: Lactuca sativa. Plant breeding. Bioactive compounds.



Figural -
Figura 2 -
Figura 3 -

Figura 4 -

Figura 5 -
Figura 6 -
Figura 7 -
Figura 8 -
Quadro 1 -
Quadro 2 -

LISTA DE ILUSTRACOES

Diagrama CromatiCo CIE.........cccoiviiiieiiiie e 26
Escala de notas utilizada para avaliagéo da cor das folhas de alface. ................. 45
Distribuigéo de frequéncia de notas de antocianinas, carotenoides, clorofila, L*,
a*, b*, croma e °hue em plantas de alface dos genotipos Darkland e Red Star e
em plantas da geracgdo F1 (Darkland x Red Star) e da geracdo F» (Darkland x Red
RS- o) PRSPPI 53
Distribuicdo de frequéncia de notas de coloragdo em plantas de alface dos
gendtipos Darkland e Red Star e em plantas da geracdo F1 (Darkland x Red Star)
e da geracdo F2 (Darkland X Red Star). .......ccocevereiiienininieeeese s 55
Escala de notas utilizada para avaliagéo do tipo de Limbo em folhas de alface. 64
Escala de notas utilizada para avaliagéo do tipo de borda em folhas de alface. .64
Escala de notas utilizada para classificacdo comercial em plantas de alface......64
Escala de notas utilizada para avaliacdo da cor das folhas de alface. ................. 65
Estimativa dos pardmetros genéliCoS. ..........coveerirereire e 47
Estimativa dos parametros genéLiCoS. ..........coveirirereinerieese e 66



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

LISTA DE TABELAS

Escala de notas para 0s caracteres antocianinas, carotenoides, clorofila, L*, a*, b*,
croma e °hue em folhas de alface (Lactuca sativa L.).........ccccccevvvevvivieinerinnnnnnn 46
Estimativas de pardmetros genéticos para os caracteres avaliados em folhas de
alface das cultivares Red Star (P1), Darkland (P2), F1 (‘Red Star’ x ‘Darkland’ e
na populacdo F2 (‘Red Star’ x ‘Darkland’). ........ccccceviveviiieiieie s 48
Coeficientes de correlacdo fenotipica (rF) e correlagdo genotipica (rG), entre
caracteres analisados em folhas de alface. ........ccccccovvveiiiiiicccccc 50
Resumo da analise de variéncia para os caracteres tipo de limbo, tipo de borda,
tipo comercial e cor da folha, em 30 progénies F2:3 de alface, obtidas a partir do
cruzamento entre as cultivares Red Star e Darkland, considerando como
testemunhas os genitores com base no padrao dos caracteres agrondémicos.......67
Comparacdo de médias para os caracteres tipo de limbo, tipo de borda, tipo
comercial e cor de folhas pelo teste de Dunnett, a 5% de probabilidade, entre
progénies F.:3 de alface e seus genitores ‘Red Star’ e ‘Darkland’.............c...c.... 68
Coeficientes de correlagdo fenotipica (acima da diagonal) e correlacdo genotipica
(abaixo da diagonal), entre caracteres avaliados em progénies de alface obtidas a
partir do cruzamento entre as cultivares Red Star e Darkland. .............c.ccccoe..... 71
Parametros genéticos para caracteres agronémicos de progénies F2:3 de alface

obtidas a partir do cruzamento entre as cultivares Red Star e Darkland.............. 72



2.1
2.2
2.2.1
2.2.2
2.2.3
2.3
2.4

B~ W N

~ W N

SUMARIO

PRIMEIRA PARTE

INTRODUGAO ..ottt es et ses st 14
REFERENCIAL TEORICO ......ooiiieieveeeeeteee e ese s sse st 16
A cultura da alface (Lactuca Sativa L.) .......ccccceevieieiieiicie e 16
COMPOSEOS DIOALIVOS.......couiiiiiiiieiiee e 17
ANTOCTANINAS. ...ttt sttt et e st e e e s s e sbeeteereesbeebeeneenneenrs 19
(@F= 1 o) (=] 0] o [T SRRSO TUTPPPRPRPRRN 21
ClOTOTIAS ... 23
(©0] (o] ] 1 4 =1 £ ¢ - USSP 24
Estimativas de par@metros gentiCoS. ........coovuiriririreneienese e 28
REFERENCIAS ..ottt 31
SEGUNDA PARTE — ARTIGOS™ ..ottt 37

ARTIGO 1 - ESTIMATIVAS DE PARAMETROS GENETICOS PARA
COLORIMETRIA E PIGMENTOS FOLIARES EM GENOTIPOS DE

ALFACE ... ..ottt 38
INTRODUGAOD ...ttt en s 39
MATERIAL E METODOS........coiieeeeeeeeeee e eeees e 41
RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....c.ooivieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 47
CONCLUSOES .....coooeeeeeeeevee ettt 55
REFERENCIAS ...t teses s s nasn st 57

ARTIGO 2 - PARAMETROS GENETICOS E CARACTERIZACAO DE
PROGENIES F23 DE ALFACE ORIUNDAS DE GENOTIPOS

CONSTRASTANTES PARA PIGMENTOS FOLIARES ........cccooevvevevininiene. 60
INTRODUGAOD ...ttt enes sttt se s sneanenes 61
MATERIAL E METODOS ........oiiiieieee ettt es st es s en s 62
RESULTADOS E DISCUSSAO .......oovieieeeee e esen st 66
CONGCLUSOES ......ooeeeeeeeeee ettt 72
REFERENCIAS ...ttt assas sttt 73

TERCEIRA PARTE - CONSIDERACOES FINAIS.......cccooivieeeereeeereseeenias 75



PRIMEIRA PARTE



14

1 INTRODUCAO

Dentre as hortalicas folhosas, a alface (Lactuca sativa L.) tem grande importancia
econémica no Brasil, devido aos seus altos indices de producdo e comercializacdo. As folhas
desta planta sdo uma boa fonte de fibras alimentares, potéssio, fésforo, célcio e vitamina C,
apresentando poucas calorias e baixo teor de sodio e lipideos (NEPA, 2011). Além de ser uma
boa fonte de nutrientes, a alface atua também como um alimento funcional, devido a complexa
mistura de fitoquimicos, tais como antocianinas, carotenoides e clorofila presente nas folhas.

Nos Ultimos tempos tem aumentado o interesse por esses pigmentos, ja que pesquisas
desenvolvidas tém demonstrado, dentre outros efeitos fisioldgicos, a capacidade antioxidante
(LLORACH et al., 2008; LOPEZ et al., 2014; STAHL; SIES, 2005). Desta forma, sdo de
grande importancia comercial, podendo ser utilizados tanto como pigmentos, quanto como
antioxidantes (STREIT et al., 2005). Os pigmentos na alface desempenham importantes
funcdes fisiologicas na planta, como os processos fotossintéticos e defesa de estresse pela acdo
da luz, sendo que sua insercdo na dieta humana esta associada a beneficios a saude,
especialmente devido a acdo antioxidante desses compostos (STEIDLE NETO et al., 2017).
Por exemplo, os carotenoides a-caroteno, B-caroteno e B-criptoxantina séo conhecidos por
serem precursores de vitamina A e seu consumo esta associado ao menor risco de
desenvolvimento de doencas cronicas devido as suas propriedades antioxidantes (KIM et al.,
2016).

Em alface, o aumento nos niveis dos compostos bioativos nas folhas poderia levar a
maior ingestao desses fitoquimios, sem exigir necessariamente o aumento no consumo (MOU,
2005). Assim, tornam-se relevantes os programas de melhoramento genético que busquem
elevar os teores de antocianinas, carotenoides e clorofila em alface. Por outro lado, deve-se
observar que essa espécie possui uma elevada variabilidade, existindo diferentes tipos varietais,
apresentando folhas de diferentes cores, formas e texturas (CARVALHO FILHO; GOMES;
MALUF, 2009). Desta forma, € importante para 0 aumento nos niveis desses compostos, a
caracterizagdo prévia das folhas, principalmente, quando a populacdo segregante é oriunda de
genitores contrastantes para o carater desejado.

Ao longo dos anos, o homem, por meio do melhoramento genético convencional, vem
manipulando as plantas cultivadas, sendo os caracteres de interesse, determinados por certos
genes, transferidos as progénies por meio de cruzamento (SARTORETTO; SALDANHA;
CORDER, 2008). Deste modo, quando ndo ocorre a disponibilidade de gen6tipos que possuam

os caracteres almejaveis para a producdo em cultivos comerciais, tais como tamanho e
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uniformidade de plantas, entre tantos outros, torna-se necessario um programa de
melhoramento especifico para obté-los. Dentre outros fatores, o sucesso desses programas
depende da disponibilidade de populacdes que apresentem variabilidade, particularmente a de
natureza genética, para a obtencdo de gendtipos superiores em geracdes originadas por
hibridacdo de germoplasmas de interesse (AZEVEDO et al., 2013; SOUZA et al., 2008).

Para fins de selecdo, as estimativas de parametros genéticos permitem conhecer a
estrutura genética de populacdes (SANTOS et al., 2018). Estes estudos e os de correlacdes entre
caracteres a serem melhorados em plantas sdo de grande importancia ao iniciar um programa
de melhoramento, pois influenciam no estabelescimento de métodos apropriados e, assim,
potencializam os ganhos aos programas (CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2012). Dentre 0s
parametros genéticos e fenotipicos que podem contribuir para o direcionamento da selecéo de
gendtipos de alface mais promissores, destacam-se as variancias genotipicas e fenotipicas, as
herdabilidades, os ganhos genéticos esperados, as correlagdes genotipicas e fenotipicas o
coeficiente de variacdo genético, a razdo CVg/CVe e o grau médio de dominancia.

Desta forma, o objetivo neste trabalho foi estudar geneticamente a distribuicéo
guantitativa de antocianinas, carotenoides e clorofila e sua correlagdo com caracteres
colorimétricos e de escala de cor em uma populacdo segregante de alface, oriunda do
cruzamento entre as cultivares Red Star e Darkland (contrastantes para coloragdo), bem como
caracterizar progénies F»:3 de alface visando identificar gen6tipos mais promissores para 0

mercado brasileiro, com base em caracteres agronémicos desejaveis a comercializagéo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1  Aculturada alface (Lactuca sativa L.)

A alface (Lactuca sativa L.) é a hortalica folhosa de maior importancia no mundo. E
originaria da regido mediterranea, existindo evidéncias de cultivo no Egito antigo (RYDER,
1999). Foi levada para a América, possivelmente em 1494, com as expedi¢des de Cristovao
Colombo para 0 Novo Mundo, porém, no Brasil, sua introducéo foi feita pelos portugueses em
1650 (RYDER, 1999; SALA; COSTA, 2012).

A alface pertence a familia Asteraceae, possui porte herbéceo, suas folhas podem ser
crespas ou lisas, cujo crescimento é em forma de roseta ao redor de um caule diminuto, e pode
ou ndo formar cabeca. Sdo plantas anuais e florescem sob temperaturas altas e dias longos, que
se inicia com o pendoamento, sendo que condi¢cGes ambientais de temperaturas amenas e dias
curtos favorecem a etapa vegetativa do ciclo (FILGUEIRA, 2008). As temperaturas ideais para
o0 desenvolvimento esta na faixa de 15,5 e 18,3 °C, porém, podem tolerar temperaturas na faixa
entre 26,6 a 29,4 °C por alguns dias, desde que as temperaturas noturnas sejam amenas
(SANDERS, 2020). A tolerancia ao calor gera preocupacoes para a escolha de cultivares para
plantio, pois temperaturas acima de 20 °C, comumente, levam ao pendoamento precoce das
plantas, tornando a hortalica imprépria para o consumo pela producdo de latex que confere
sabor amargo as folhas (CARVALHO FILHO; GOMES; MALUF, 2009).

A alface € propagada via sementes, que botanicamente sdo classificadas como frutos
secos, do tipo aquénio. Sua maturacao fisiologica é, em média, 12 dias apds a antese do florete,
sendo que uma planta de alface pode produzir até 20 gramas de aquénios, dependendo do
periodo do florescimento e do tipo varietal (COSTA; SALA, 2005 apud VILLELA, 2009). A
germinacdo das sementes é influenciada pelos fatores genético e ambiental. Dentre os fatores
ambientais estdo a umidade, temperatura e luz (BERTAGNOLLI et al., 2003).

A planta é rica em nutientes e compostos bioativos. De acordo com a Tabela Brasileira
de Composicdo dos Alimentos (NEPA, 2011), em 100 g de folha crua de alface roxa ha
aproximadamente: 13 Kcal; 95,7 g de agua; 0,9 g de proteinas; 0,2 g de lipideos; 2,5 g de
carboidratos, 2,0 g de fibra alimentar; 34 mg de célcio; 9 mg de magnésio; 0,12 mg de
manganés; 51 mg de fosforo; 2,5 mg de ferro; 7 mg de sédio, 308 mg de potassio; 0,04 mg de
cobre; 0,2 mg de zinco; 156 RE (equivalente de retinol) de vitamina A; 13,5 mg de vitamina C
total; e tracos de vitamina B3 (niacina), vitamina B1 (tiamina), vitamina B2 (riboflavina) e

vitamina B6 (piridoxina).
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A alface apresenta diversos formatos de cabega, e folhas de diferentes formas, cores e
texturas (CARVALHO FILHO; GOMES; MALUF, 2009; STEIDLE NETO et al., 2017). A
alface do tipo varietal lisa era preferida pelos consumidores brasileiros até a década de 90
(SALA; COSTA, 2012). Porem, atualmente, a alface do tipo crespa é a mais comercializada
nas ceasas do pais, seguida das alfaces americana, mimosa, lisa, romana e vermelha (também
conhecida como alface roxa) (CONAB, 2021).

Embora as alfaces romana e vermelha sejam menos comercializadas tém apresentado
tendéncia de aumento nos ultimos anos (CONAB, 2021). O aumento no consumo de saladas
prontas (mixsalad), constituidas da mistura de diferentes folhosas, tem levado ao aumento da
demanda de alface vermelha, inclusive no Brasil, as grandes redes de fornecedores de alimentos
prontos no pais oferecem a mixsalad, similar as encontradas nos EUA (SALA; COSTA, 2005).
Neste tipo de salada sdo utilizados diferentes tipos de alface com formas e cores atrativas,
combinando as caracteristicas de melhor qualidade de todas as variedades (KIM et al., 2018).
A alface vermelha é muito utilizada em misturas de saladas, tanto por sua cor atrativa quanto
pela relacdo da sua cor com o alto teor de antocianinas (MULABAGAL et al., 2010). Ja a alface
romana € bastante utilizada em saladas por apresentar excelente textura foliar e sabor mais
adocicado, conquistando o paladar do consumidor (SALA; COSTA, 2012).

2.2  Compostos bioativos

Os fitoquimicos sdo compostos bioativos de plantas, ndo nutrientes, encontrados em
frutas, verduras e outros tecidos vegetais, estando associados a beneficios a satde. Em relacdo
a estrutura quimica, podem ser classificados como carotenoides, compostos fendlicos,
alcaloides, compostos contendo nitrogénio e compostos organossulfurados, sendo 0s compostos
fendlicos e carotenoides os mais estudados (L1U, 2004).

Os compostos fendlicos séo originados do metabolismo secundario de plantas e sdo
sintetizados durante o desenvolvimento normal e em resposta as condicdes de estresse, tais
como infeccdo, ferimento e radiagdo UV (NACZK; SHAHIDI, 2004). Esses compostos
dispdem de um ou mais anéis aromaticos com um ou mais grupos hidroxilas e sao classificados
como acidos fenolicos (&cidos hidroxibencdicos e acidos hidroxicianamida), flavonoides
(flavonois, flavonas, flavondis-catequinas, flavononas, antocianinas e isoflavonoides),
estilbenos, cumarinas e taninos (LIU, 2004). S&o comuns na dieta humana, colorem frutas e
verduras com tons de vermelho, azul e roxo, e estdo associados a reducdo do risco de

desenvolvimento de doencas crénicas (BAENA, 2015).
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Hé& evidéncia que uma dieta rica em antioxidantes tem impacto positivo na satde a longo
prazo (SHEBIS et al., 2013). Em uma dieta tipica, os vegetais séo a principal fonte de diversas
classes de fitoquimicos considerados compostos antioxidantes (DOU et al., 2017). Dentre as
verduras, a alface apresenta atividade antioxidante devido aos fitoquimicos que possui
(LLORACH et al., 2008). Dentre os fitoquimicos que contribuem para esse potencial
antioxidante estdo as antocianinas, carotenoides e clorofilas (KIM et al., 2018; LOPEZ et al.,
2014).

Antioxidante pode ser definido como "qualquer substancia que atrasa, previne ou
remove o dano oxidativo a uma molécula alvo” (HALLIWELL, 2007, p. 1147). Por sua vez,
dano oxidativo ¢ definido como “O dano biomolecular que pode ser causado pelo ataque direto
de espécies reativas de oxigénio (EROs) durante o estresse oxidativo” (HALLIWELL,;
WHITEMAN, 2004, p. 233). Os radicais livres em consequéncia das reacdes de oxidacdo,
podem iniciar vérias reacdes em cadeia que, ocasionalmente, causam danos ou morte a célula,
sendo perigosos para todas as células vivas, especialmente aquelas proximas a locais onde o
oxigénio ativo é liberado pela fotossintese, agindo os antioxidantes como removedores desses
intermediarios de radicais livres, oxidando-os e inibindo outras reacdes de oxidacdo e
interrompendo as reagdes prejudiciais em cadeia (SHEBIS et al., 2013).

Em plantas, as EROs acumulam-se nas células durante estresses ambientais e sdo
destoxificadas por enzimas especializadas e antioxidantes pela inativagdo de EROs. Estes
antioxidantes bioldgicos sdo compostos organicos pequenos ou peptideos pequenos que podem
aceitar elétrons de EROs como superoxido ou H20: e neutralizd-los. Nas celulas, as enzimas e
os antioxidantes de destoxificacdo de EROs funcionam como uma rede sustentada por diversos
sistemas de reciclagem de antioxidantes que reabastecem o nivel de antioxidantes reduzidos,
mantendo assim, um nivel seguro delas nas células e, simultaneamente, permite que a célula as
use para reacoes de transducéo de sinal (TAIZ et al., 2017).

Em humanos, as EROs podem ser geradas endogenamente pelo metabolismo normal,
podendo causar danos oxidativos por meio de uma reagdo em cadeia que culmina em efeitos
deletérios (HORST; MORENO, 2009). O estresse oxidativo é um fator de risco que pode levar
a diversas enfermidades humanas, dentre outros fatores, em decorréncia de estimulos exdgenos,
como a auséncia de nutricdo adequada, a exposicao a poluicao do ar, o tabagismo, a realizagdo
excessiva de exercicios fisicos tanto em intensidade quanto em quantidade etc., levando a
doencas letais, como o céancer, sendo importante incluir antioxidantes nas dietas (SHEBIS et
al., 2013; SILVA; JASIULIONIS, 2014), pois, antioxidantes alimentares com capacidade de
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inativar EROs apresentam protecdo contra danos oxidativos e sdo importantes preventivos
(HORST; MORENO, 2009).

No entanto, é importante a manutencdo do equilibrio entre os antioxidantes e as
moléculas de EROs. As defesas antioxidantes controlam os niveis de EROs em vez de elimina-
los. Desta forma, a producdo de EROs é aproximadamente equilibrada com sistemas de defesa
antioxidante em aerobios saudaveis, e apesar do equilibrio entre essa ‘balanca’ ndo ser perfeito,
para que ocorra algum dano mediado por EROS € necessario haver um continuo desequilibrio
entre esses componentes (HALLIWELL, 2007). A auséncia desse equilibrio em humanos,
conforme j& mencionado acima, gera problemas de salde como cancer, doengas
cardiovasculares e neurodegenerativas e envelhecimento prematuro (VALKO et al., 2007). Em
plantas, ¢ importante manter o equilibrio fragil dessas moléculas e antioxidantes (SHEBIS et
al., 2013), pois essas moléculas desempenham um papel importante de sinalizacdo nas plantas,
controlando processos como crescimento, desenvolvimento e até morte celular programada
(BAILEY-SERRES; MITTLER, 2006).

A ingestdo de antioxidantes naturais tem sido associada a baixa incidéncia de algumas
doencas, como cancer e doencas cardiovasculares (SHEBIS et al., 2013). Estudos apresentam
0s compostos antixidantes como patrocinadores de efeitos anti-inflamatérios, anticancerigenos,
antibacterianos, antitumorais ou antimutagénicos nas células (CAl et al., 2004; HALLIWELL,
1994; OWEN et al., 2000; XIONG et al., 2013). Desta forma, mudancas de habitos alimentares
gue garantam o consumo apropriado de frutas e verduras constitui estratégia eficaz, efetiva,
eficiente e segura para diminuir o risco de doencas cronicas, sendo que o consumo regular de
uma grande variedade de alimentos vegetais de vérias cores e tonalidade podem maximizar
estes efeitos benéficos (BAENA, 2015).

2.2.1 Antocianinas

As antocianinas sdo compostos fendlicos pertencentes a classe dos flavondides que
apresentam uma estrutura composta por dois anéis aromaticos ligados por trés atomos de
carbono que formam um heterociclo oxigenado (WELCH; WU, SIMON, 2008). Nas plantas,
sdo encontradas varias antocianinas e as seis principais s@o a pelargonidina, a cianidina, a
peonidina, a delfinidina, a petunidina e a malvidina (TANAKA,; SASAKI; OHMIYA, 2008).
A intensidade e tonalidade da cor e a estabilidade dessas antocianinas sdo propriedades muito
importantes, pois sao altamente influenciadas pela estrutura, pH, temperatura, luz, oxigénio
(WELCH; WU; SIMON, 2008), além de fatores genéticos (GAZULA et al., 2007).
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As antocianinas sdo compostos sollveis em agua que sao sintetizadas no citosol e estao
localizadas em vacutolos na superficie da casca de frutas, folhas e flores, sendo responsaveis
por uma diversidade de cores que vdo do laranja/vermelho ao violeta/ azul (TANAKA,;
SASAKI; OHMIYA, 2008). De modo geral, a medida que aumenta a concentracdo vacuolar de
antocianinas, a tonalidade da cor pode ser afetada, causando a diferenca entre a cor rosa e 0
vermelho escuro (WELCH; WU; SIMON, 2008). Segundo Ryder (1999) a cor e a intensidade
vermelha da folha da alface variam com o teor de clorofila e teor de antocianina. O controle
genético da cor vermelha das suas folhas sdo condicionadas por genes complementares C e G
em associacdo com alelos multiplos que intensificam a quantidade de antocianina, controlam a
cor vermelha de plantas de alface, sendo o alelo R responsavel pela coloragdo vermelha da
superficie da folha que na presenca do alelo i potencializa a intensidade do vermelho
(THOMPSON, 1938; LINDQUIST,1960 apud RYDER, 1999). Devido a essas relacGes, existe
estudo que relata fortes correlagdes entre a concentracdo de antocianina e os parametros de cor
(GAZULA et al., 2007).

Esse pigmento, além de ser responsavel pela variacao de cores em plantas, exibem uma
série de beneficios a saude (MULABAGAL et al.,, 2010). Em alface, por exemplo, as
antocianinas, além de contribuir para para a cor vermelha das folhas também séo responsaveis
pela maior atividade antioxidante (KIM et al., 2018), de modo que as antocianinas s&o mais
abundantes nas variedades vermelhas (LLORACH et al., 2008).

Diversas sdo as fungdes desempenhadas pelas antocianinas, algumas delas se destacam,
tais como a protecdo a acdo da luz, mecanismo de defesa, atracdo aos insetos, modulacdo da
fotoinibigdo, potencializagdo da fotossintese, alem de atuarem como antioxidantes (LOPES et
al., 2007; MALACRIDA; MOTTA, 2006). As cores vivas e intensas que elas produzem,
provavelmente sdo responsaveis pela atuacdo como atrativo para polinizadores e dispersores de
sementes (EVERT; ESAU, 2013).

Os niveis de antocianina sdo significativamente influenciados pela genética das plantas
(GAZULA et al., 2007). Kim et al. (2018) avaliaram a composi¢do de fitoquimicos em
cultivares de alface de coloracgdes verde, verde/vermelha e vermelhas e verificaram diferencas
significativas no contetdo de cianidina, o que foi altamente correlacionado com o conteido
fenolico total e o potencial antioxidante das cultivares estudadas, tendo as cultivares vermelhas
obtido os maiores teores. Gazula et al. (2007) também verificaram alta variagcdo de teores de
antocianinas em diferentes cultivares de alface de cor que variavam do verde ao vermelho
escuro, de forma semelhante, foi observado o maior teor desse pigmento nas cultivares

vermelhas.
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A alface vermelha vem se tornando popular entre os consumidores de hortalicas. Devido
ao teor de antocianina estar relacionado com a cor vermelha de alface e isso estar assoaciado
com beneficios a salde, a selecdo e obtencdo de gendtipos ricos nesses fitoquimicos podem
auxiliar os produtores e consumidores a escolher tipos de alface com maiores beneficios
funcionais (MULABAGAL et al., 2010). Por exemlo, existem evidéncias de que a alface tem
propriedades anti-inflamatdria, redutora do colesterol e anti-diabéticas que sdo atribuidas a
efeitos sinérgicos de compostos bioativos como [B-caroteno e antocianina (KIM et al., 2016).
Em estudo realizado por Mulabagal et al. (2010), os autores observaram que tanto a alface
vermelha, quanto a verde, tinham altas atividades antioxidantes e anti-inflamatdrias, no entanto,
a antocianina na alface vermelha foi considerada como uma fonte adicional de atividade
biolégica, o que pode indicar que o consumo de alface vermelha pode ofertar melhores

beneficios a salde do que a alface verde.

2.2.2 Carotenoides

Os carotenoides sdo pigmentos responsaveis pelas cores do amarelo ao vermelho de
frutas, vegetais folhosos e flores (UENOJO; MAROSTICA JUNIOR; PASTORE, 2007).
Segundo Taiz et al. (2017), os diferentes tipos de carotenoides encontrados nos organismos
fotossintéticos sdo moléculas lineares com multiplas ligacbes duplas conjugadas que servem
tanto como pigmentos antenas, quanto como agentes fotoprotetores, sendo constituintes
integrais das membranas dos tilacoides e, em geral, estdo associados as proteinas que formam
o0 aparelho fotossintetizante. A formacéo e degradacdo de carotenoides afetam a cor, o valor
nutricional e o perfil de aromas de frutas e vegetais (UENOJO; MAROSTICA JUNIOR;
PASTORE, 2007). Desta forma, sdo analisados sob varios aspectos, tais como acao fisiologica
e sua qualificacdo e quantificacdo, em decorréncia da sua ampla presenca em hortalicas e frutas,
e da diversidade de arranjos estruturais que levam a uma variedade de funcées (CAMPOS et
al., 2006).

Os carotenoides classificam-se em carotenos ou xantofilas, no qual os carotenos séo
hidrocarbonetos poliénicos com variados graus de insaturacdo, e as xantofilas s&o sintetizadas
a partir dos carotenos, mediante reacdes de hidroxilacédo e epoxidacao, sendo o -caroteno e o
licopeno exemplos de carotenos, ao passo que luteina e a zeaxantina sdo xantofilas
(AMBROSIO; CAMPOS; FARO, 2006). Os carotenoides sdo um grupo diversificado de
pigmentos lipossoliveis amplamente presentes em vegetais, porém, o organismo humano néao

consegue sintetizar carotenoides, assim sendo, esses vegetais constituem suas principais fontes.
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Os principais carotenoides presentes na alimentagdo sao a-caroteno, [-carotenos, -
criptoxantina, luteina, zeaxantina e licopeno (ALALUF et al., 2002). Dentre esses fitoquimicos,
o B-Caroteno e a luteina sdo os mais encontrados em alface, embora, o seu contetdo varie de
acordo com os tipos de genotipos (KIM et al., 2016).

Os pigmentos carotenoides desempenham funcdes importantes na fotossintese e
fotoprotecdo nos tecidos vegetais (LIU, 2004), pois atuam tanto na absorcdo do oxigénio
singleto, quanto na de radicais livres, para interromper as reacdes em cadeia onde eles estdo
envolvidos (SILVA et al., 2010). Esse papel da fotoprotecdo também esta associado a sua
atividade antioxidante (LIU, 2004), sendo bastante estudados como agentes antioxidantes em
sistemas bioldgicos. Esses compostos proporcionam beneficios a salde, especialmente atuando
na diminuicdo do risco de desenvolvimento de doencas cronicas ndo transmissiveis,
principalmente as oculares, cardiovasculares e alguns tipos de cancer. Nesse sentido, o B-
caroteno, a luteina e a zeaxantina sdo os compostos mais estudados (HORST; MORENO,
2009).

Os carotenoides sdo utilizados comercialmente como corantes alimenticios e em
suplementos nutricionais (UENOJO; MAROSTICA JUNIOR; PASTORE, 2007), em razdo de
suas propriedades como corantes naturais, antioxidantes e sua funcdo de pro-vitamina A
(HORST; MORENO, 2009). E de conhecimento que a vitamina A é um composto que se
encontra apenas em alimentos de origem animal, em diversas formas: retinol, retinil, retinal e
acido retindico (CAMPOS; ROSADO, 2005). Tendo a vitamina A importancia nos processos
normais de crescimento e desenvolvimento, para protecdo da pele, bom funcionamento do
sistema imune e para a visdo (HORST; MORENO, 2009). Os carotenoides a-caroteno, [-
caroteno e a B-criptoxantina séo conhecidos por serem precursores de vitamina A (KIM et al.,
2016). A luteina e a zeaxantina sdo carotenoides que ndo possuem essa funcdo, mas podem
proteger os olhos devido a sua capacidade de absorver a luz azul (HORST; MORENO, 2009).

Nos paises em desenvolvimento, dentre as principais estratégias utilizadas no combate
contra a deficiéncia de vitamina A estdo na suplementacdo medicamentosa, na fortificacdo de
alimentos e nas mudangas na alimentacdo, incluindo maior consumo de vegetais ricos em
carotenoides (CAMPOS; ROSADO, 2005), ja que a sua deficiencia no organismo pode levar a
cegueira noturna, xeroftalmia, xerodermia e hiperqueratose folicular (SOMMER, 1995). Desta
forma, os vegetais sdo importantes, pois fornecem pré-vitaminas A que podem ser
biologicamente transformadas em vitamina A em organismos animais.

O B-caroteno é convertido a retinol por meio da agdo da 15-15’ B-caroteno dioxigenase
(AMBROSIO; CAMPOS; FARO, 2006). A clivagem ezimatica em mamiferos tem sua maxima
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atividade na mucosa intestinal, entéo o retinol formado é absorvido conjuntamente com o retinol
pré-formado ingerido com a dieta (SCOTT; RODRIQUEZ-AMAYA, 2000). O valor estimado
de eficiéncia de conversdo do fB-caroteno em 6leo ¢ de 50%, ou seja, cada 2ug de B-caroteno
em Gleo fornecem 1ug de retinol, mas os valores de absor¢do em uma dieta mista de vegetais
é de apenas 14% em relacdo ao B-caroteno em 6leo. Desta forma, o Equivalente de Atividade
de Retinol (RAE) corresponde a 1ug de retinol ou 12ug de P-caroteno ou 24ug de outros
carotenoides provitaminicos (CAMPOS; ROSADO, 2005).

2.2.3 Clorofilas

As clorofilas sdo pigmentos abundantes em plantas verdes, tais como a alface. Nas
células do mesofilo existem muitos cloroplastos, onde localizam-se as clorofilas. Neste local
ocorrem as duas reacGes importantes da fotossintese: a etapa fotoquimica, nas membranas dos
tilacdides, e a bioquimica, no estroma do cloroplasto, sendo que essas organelas, além das
clorofilas, contém outros pigmentos chamados acessérios, como os carotenoides (STREIT et
al., 2005). A distribuicao variavel de outros pigmentos associados, como 0s carotenoides, 0s
quais acompanham as clorofilas faz com que existam diferencas aparente na cor do vegetal
(VON ELBE; SCHWARTZ, 2000). Por exemplo, segundo Filgueira (2008) as folhas da alface
apresentam variacdo de cor do verde-amarelo até verde-escuro, tendo algumas cultivares
coloracdo arroxeada.

As clorofilas ndo sdo moléculas isoladas, e compreendem uma familia de substancias
semelhantes. As clorofilas ‘a’ e ‘b’ sdo abundantes nas plantas verdes, € as ‘c’, ‘d’ e ‘f” sdo
encontradas em alguns protistas e cianobactérias (TAIZ et al., 2017). A clorofila ‘a’ é a mais
importante e a mais abundante dessa familia, tal que corresponde aproximadamente a 75% dos
pigmentos verdes encontrados nos vegetais (GROSS, 1991).

Segundo Taiz et al. (2017), todas as clorofilas tém uma estrutura de anel do tipo
porfirina, sitio dos rearranjos eletrénicos que acontecem quando a clorofila é excitada e dos
elétrons ndo pareados quando ela é oxidada ou reduzida, com um ion magnésio coordenado no
centro e uma extensa cauda de hidrocarbonetos hidrofébicos que as ancora nas membranas
fotossintéticas. As diversas clorofilas possuem diferencas, principalmente nos substituintes ao
redor dos anéis e nos padrdes de ligacbes duplas.

As clorofilas sdo de grande importancia comercial, podendo ser empregados tanto como
pigmentos quanto como antioxidantes (STREIT et al., 2005). Por exemplo, ja foi estabelecida

correlagéo positiva entre a concentracdo de clorofila em extratos vegetais e a sua capacidade de
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inibir mutagbes (KIMM et al., 1982; LAI; BUTLER; MATNEY, 1980). Segundo Lanfer-
Marquez (2003), as substancias quimicas antimutagénicas podem ser capazes de agir por
mecanismo relacionado com a reparacdo do DNA, ao retirar a substancia que ocasionou a
alteracdo do DNA, ou por uma acdo prévia de antioxidante, que impede o dano ao DNA.

Embora as clorofilas sejam pigmentos sintetizados pelos vegetais e importantes para a
atividade fotossintética, eles sdo degradados, pois ao longo do ciclo das plantas as folhas tendem
a senescer, e fatores externos tais como reducdo de luz e mudancas de temperatura também
influenciam esse carater (BORRMANN, 2009). Em folhosas, a mudanca da cor geralmente esta
associada ao amadurecimento, e é considerado, juntamente com a textura, um fator importante
na determinacdo da qualidade comestivel, sendo que a degradacdo da clorofila desmascara
pigmentos que ja estdo presentes e também € acompanhada pela sintese de novos pigmentos
(SILVA et al., 2007). Outro aspecto a considerar é a existéncia dos plastidios que contém
concentragdes altas de pigmentos carotenoides, em vez de clorofila, denominados
cromoplastos, que sdo responsaveis pelas cores amarela, laranja ou vermelha de muitos frutos
e flores, assim como das folhas envelhecidas (EVERT; ESAU, 2013).

A clorofila pode ser quantificada em plantas por alguns métodos. Em folhas a
quantificacdo do conteudo de clorofila pode ser realizada por maceragdo com acetona, ou outro
solvente organico, e sequente leitura em espectrofotbmetro, mas esse € um método destrutivo,
pois resulta na coleta destrutiva do material vegetal e ainda € relativamente demorado
(AMARANTE et al., 2009). No entanto, existem métodos nao destrutivos para a determinacéao
da clorofila, mais simples e rapidos, que utilizam principios épticos baseados na absorbancia
e/ou refletdncia da luz pelas folhas (RICHARDSON; DUIGAN; BERLYN, 2002). Por
exemplo, o clorofildmetro e o colorimetro, vem sendo utilizados para determinar o teor de
clorofila, e se contituem portanto em técnicas ndo destrutivas de quantificacdo deste pigmento.
Silva et al. (2007) ao avaliarem o comportamento da mudanca da cor e o teor de clorofila em
folhas de alface encontraram um comportamento semelhante entre os valores das clorofilas
medidos nos diferentes métodos estudados, clorofilometria (unidade SPAD), colorimetria

(4ngulo hue ‘h°®’) e espectrometria (ug g™* de folha fresca).
2.3 Colorimetria
O consumo de hortaligas ricas em compostos bioativos tem aumentado devido sua

relacdo com beneficios a satde, de modo que se torna importante o uso de métodos mais rapidos

e praticos que os quantifiguem. Ao longo dos anos, vem ocorrendo avangos tecnologicos em
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relagdo & quantificagdo destes compostos. A medicdo da cor pode ser utilizada como uma
ferramenta indireta de analisar os pigmentos de um produto alimenticio (ALVES et al., 2008).
Em que, através de métodos ndo destrutivos, mais simples e rapidos, € possivel realizar a
determinacdo da cor por intermédio de principios Opticos, baseados na absorbancia e/ou
refletancia da luz pelas folhas (RICHARDSON; DUIGAN; BERLYN, 2002).

As cores de imagens podem ser processadas utilizando modelos de cores diferentes.
Esses modelos sdo considerados um modelo matematico abstrato que realiza a descri¢do da
maneira como as cores podem ser representadas. Quando um modelo é associado a uma
descricdo precisa de como os componentes devem ser interpretados, denomina-se espaco de
cores (ou diagrama de cromaticidade) o conjunto de cores resultante. O espaco de cores
normalmente adotado pelos dispositivos de aquisi¢do de imagens é o RGB (vermelho, verde e
azul), enquanto outros tipos de espaco de cores sdo geralmente derivados do espaco RGB
usando transformacdes lineares ou ndo lineares (KONDEKAR; BODHE, 2018). H4 uma
organizagdo sem fins lucrativos considerada como a autoridade na ciéncia de luz e cor, a
Commission Internationale de [’Eclairage — CIE (do francés Comisséo Internacional de
lluminacdo), que definiu trés principais espagos de cor para a comunicacdo e expressdo das
cores, CIE XYZ, CIE L*a*b* (conhecido como espaco de cor CIELAB) e CIE L*C*h, ou
simplesmente CIELCh (MINOLTA, 2013). Entre os diferentes espacos de cores que existem,
0 CIELAB foi projetado para se aproximar da visdo humana (KONDEKAR; BODHE, 2018),
sendo o mais utilizado e recomendado nos dias atuais para a maioria das aplicacdes industriais,
especialmente para alimentos, pois cobre uniformemente a totalidade do espectro visivel do
olho humano (SANT'ANNA et al., 2013). E importante salientar que o desempenho de um
procedimento de analise de imagem depende da escolha do espaco de cores, mas nenhum
espaco de cores pode ser considerado universal, jA que as cores podem ser interpretadas e
modeladas de maneiras diferentes (KONDEKAR; BODHE, 2018).

No espaco CIELAB, séo estabelescidos um indice psicométrico de luminosidade (L*) e
duas coordenadas de cores, denominados indices de cromaticidade: os indices de vermelho-
verde (a*) e de amarelo-azul (b*). No indice L* cada cor pode ser considerada como equivalente
a um membro da escala de cinza, representando o quanto mais clara ou mais escura é a
amostra, com valores variando de 0 (totalmente preta) a 100 (totalmente branca) (ALVES et
al., 2008; SANT'ANNA et al., 2013). A coordenada a* apresenta valores negativos para cores
esverdeadas e valores positivos para cores avermelhadas, enquanto que a coordenada b*
apresenta valores positivos para cores amareladas e valores negativos para cores azuladas
(SANT'ANNA et al., 2013). Alem disso, a partir dos indices de cromaticidade € possivel se
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obter os valores de croma (C*), ou saturacéo (intensidade) da cor, e °hue (h), ou tonalidade da
cor, que fornecem informagGes valiosas pelo espago de cor percepitivel CIELCh, sendo estes
usados para responder a percepcao de cores, enquanto que L* é utilizada para responder a
informacdo de luminancia (KONDEKAR; BODHE, 2018). O C* e o h sdo caracteres
quantitativos e qualitativos da cor, respectivamente. Esses indices podem ser representados pelo
diagrama cromatico conforme a Figura 1 (MINOLTA, 2018).

Figura 1 - Diagrama cromatico CIE.
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Fonte: Minolta (2018).

O h é o atributo pelo qual as cores sdo tradicionalmente definidas como avermelhadas,
esverdeadas etc., e é utilizado para estabelecer a diferenca de uma determinada cor com
referéncia a cor cinza com a mesma leveza, estando relacionado as diferencas de absorvancia
em diferentes comprimentos de onda (PATHARE; OPARA; AL-SAID, 2013). E
matematicamente obtido a partir dos indices de cromaticidade (EQUACAO 1) e, no sélido de
cor, é representado pelo angulo do vetor formado com a posicdo da amostra no espacgo de cor
(RAMOS; GOMIDE, 2017). Para a analise da tonalidade da cor, o angulo de 0° (ou 360°)
representa a cor vermelha e, girando no sentido anti-horéario, tem-se, os angulos de 90°, 180°
e 270° representando tons de amarelo, verde e azul, respectivamente (ALVES et al., 2008;
PATHARE; OPARA; AL-SAID, 2013). Ainda, por definicdo da CIE, as tonalidades podem ser
assim separadas: vermelho (330° a 25°); laranja (25° a 70°); amarelo (70° a 100°); verde (100°
a 200°); azul (200° a 295°) e violeta (295° a 330°) (RAMOS; GOMIDE, 2017).

h =tan-1 (b*/a*) (1)
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Em que,

h = angulo de tonalidade (radianus);
b* = indice de amarelo-azul; e

a* = indice de vermelho-verde.

O croma ou saturacdo de cor indica a pureza da cor. Desta forma, é utizado para
determinar o grau de diferenca de uma tonalidade em compara¢do com uma cor cinza com a
mesma luminosidade, no qual quanto mais altos os valores de croma, maior € a intensidade da
cor das amostras (PATHARE; OPARA,; AL-SAID, 2013). A saturacéo esta ligada diretamente
a concentracao do elemento corante ou pigmentante da amostras e também é calculado a partir
dos indices de cromaticidade (EQUACAO 2). No centro do espaco de cor estdo os valores
minimos de C*, que aumentam a medida que se caminha para as extremidades do circulo, ou
seja, os valores de C* correspondem ao comprimento do vetor no plano (a*, b*) (RAMOS;
GOMIDE, 2017).

C* = (a*Z + b*2)0,5 (2)

Em que,
C* = saturacdo;
b* = indice de amarelo-azul; e

a* = indice de vermelho-verde.

A cor disponibiliza aos seres humanos informacdes Uteis sobre objetos, sendo possivel
realizar classificacdo, ordenacdo, inspecao, verificacdo e deteccdo do objeto (KONDEKAR,;
BODHE, 2018). De modo geral, a luz visivel tem por definacdo a radiacdo eletromagnética
capaz de ser percebida pelo olho humano, dando origem ao sentido da visdo. A regido visivel
do espectro eletromagnético se situa em torno 380 nm e 740 nm (SANTOS; PEREIRA, 2013).
Apesar da cor se originar de uma absorcgéo seletiva de radiacdes de luz visivel por objetos, é
considerada como um fenémeno psicossensorial e ndo fisico, pois resulta da interface dos
elementos fonte de luz, objeto e observador (o olho e o cortex visual no cérebro humano)
(GONNET, 1998). Ainda segundo esse autor, devido a esse fendmeno, nio existe cor ‘absoluta’
e por isso a analise de cores necessita que as condi¢bes de luz e observador de referéncia sejam
primeiro fixadas. Essa premissa deve ser considerada em todos os campos relacionados a cor e,

em especial, a produtos alimenticios que contenham pigmentos, tal como as antocianinas. Nos
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ultimos anos, os sistemas de visdo em cores foram incorporados com a finalidade de
automatizar essas operacbes (KONDEKAR; BODHE, 2018). De maneira que ja existem
diferentes tipos de iluminantes, e cada um é constituido por varios comprimentos de onda da
luz visivel, o iluminante D65 que é uma representacdo mais apropriada da luz do dia, é 0
iluminador que a CIE recomenda juntamente com o observador a 10° sendo essencial
padronizar o procedimento de analise de cores (SANT'ANNA et al., 2013).

Os instrumentos de medicdo fazem de forma rapida e simples a quantificacdo dos
atributos de cor. Os espectrofotdbmetros e colorimetros medem a luz refletida dos objetos em
cada comprimento de onda ou em faixas especificas e entdo quantifica os dados espectrais para
determinar as coordenadas de cor do objeto no espaco de cor CIELAB* e expressa a informagéo
em termos numéricos (MINOLTA, 2013). O uso destes instrumentos tem sido considerado uma
importante ferramenta para quantificacdo de pigmentos em frutas e hortalicas (VIEIRA et al.,
2019).

2.4  Estimativas de parametros genéticos

O melhoramento genético convencional vem manipulando geneticamente plantas
cultivadas e, por meio desta técnica, as caracteristicas de interesse determinadas por certos
genes sao transferidas a progénie por meio de cruzamento (SARTORETTO; SALDANHA,;
CORDER, 2008). Assim, quando ndo ocorre a disponibilidade de gendtipos que possuam as
caracteristicas almejaveis para a producdo do cultivo comercial, € importante a criacdo de um
programa de melhoramento especifico para obté-los. O éxito de um programa de melhoramento
depende, entre outros fatores, da disponibilidade de popula¢bes que apresentem variabilidade,
particularmente a de natureza genética, para a obtencdo de gendtipos superiores em geracoes
oriundas por hibridacdo de germoplasma de interesse (AZEVEDO et al., 2013; SOUZA et al.,
2008).

Os promamas de melhoramento trabalham normalmente seguindo as etapas de: escolha
dos genitores; cruzamentos entre genitores e obtencdo de genotipos segregantes; avanco das
geragdes iniciais por meio de autofecundacgdes naturais; teste de desempenho agronémico e
selecdo das linhagens experimentais (LOPES et al., 2002). Para esses programas, a existéncia
de variabilidade genética na populacdo base € fundamental para a predicdo dos valores
genotipicos dos genotipos, sendo essa predicdo dependente do conhecimento do controle
genético dos caracteres sob selecdo e, especialmente, dos parametros de herdabilidade (PAIVA,
RESENDE; CORDEIRO, 2002; RESENDE et al., 2001).
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A estimativa de pardmetros genéticos permite conhecer a estrutura genética de
populagdes para fins de selecdo (SANTOS et al., 2018), sendo importantante tanto para o
planejamento de estratégias pontuais de melhoramento, quanto pela propria predi¢édo de valores
genéticos (RESENDE et al., 2001). Nesse sentido, as estimativas de parametros genéticos sdo
premissas importantes para a escolha do método mais adequado de selegdo e, portanto
proporcionam maiores chances de sucesso no desenvolvimento de novas cultivares (ROCHA
et al., 2003).

Dentre os parametros genéticos e fenotipicos que podem contribuir para o
direcionamento da selecdo de plantas mais promissoras, destacam-se as variancias geneticas, as
herdabilidades, os ganhos genéticos esperados, as correlagbes fenotipicas e genotipicas, 0
coeficiente de variacdo genético, a razdo CVg/CVe e o grau médio de dominancia do gene.
Esses parametros indicam a variabilidade genética, o grau de transmissdo do componente
genético na expressao dos caracteres e a existéncia da relacdo entre eles (ROCHA et al., 2003).

No estudo da heranca dos caracteres quantitativos e melhoramento de plantas é
importante o conhecimento do nimero de genes envolvidos na expressao de um carater, bem
como o0 grau de dominancia do gene, ja& que fornecem respectivamente a estimativa de
probabilidade na obtencdo de um dado genotipo em uma populacdo segregante e, fornece a
ideia de interagdo alélica predominante (RAMALHO et al., 2012). Além da variancia genética
composta pelo efeito aditivo e de dominancia dos genes, a herdabilidade é outra estimativa
importante, pois corresponde a proporcao da variabilidade total, que é de natureza genética,
fornecendo a possibilidade de antever o éxito com a selecdo (SILVEIRA; MAURO;
CENTURION, 2006). Entdo, é importante que seja 0 mais real possivel, dada sua relevancia na
predicdo de ganhos genéticos de um carater (FERRAO et al., 2008). E, finalmente, a razdo
CVg/CVe, que é um indice que indica o grau de facilidade de selecdo das progénies para um
dado carater, e que quando a razdo estimada for igual ou maior que 1, mais favoravel é o
processo de selecdo, pois a variagdo genética € a maior responsavel pelos valores de CV
estimados (YOKOMIZO; FARIAS NETO, 2003).

E importante ter o conhecimento da natureza e magnitude das correla¢es genotipicas,
fenotipicas e ambientais, pois expressam as relacdes existentes entre os caracteres. A correlagdo
fenotipica é estimada diretamente de medidas fenotipicas, resultando de causas genéticas e
ambientais, enquanto que a correlagcdo genotipica corresponde a porcao genética da correlagédo
fenotipica e € utilizada para orientar programas de melhoramento, por ter natureza herdavel
(FERREIRA et al., 2003). No melhoramento, a correlagdo é importante para selecdo indireta, a

qual é realizada num dado carater para se obter ganho em um outro, que esta associado ao



30

primeiro (RAMALHO et al., 2012). Por exemplo, Azevedo et al. (2014) observaram que em
alface, a matéria fresca da parte aérea e o didmetro de cabeca sdo indicados para a selecdo
indireta contra o florescimento precoce, pois reduzem o tempo dos programas de

melhoramento.
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ARTIGO 1 - Estimativas de par@metros genéticos para colorimetria e pigmentos foliares
em genotipos de alface

RESUMO

A alface é a hortalica folhosa de maior importancia mundial, sendo considerada um
alimento funcional rico em compostos bioativos, tais como carotenoides, antocianinas e
clorofila, aos quais € atribuida atividade antioxidante. Desta forma, torna-se importante em
programas de melhoramento genético o aumento do teor desses fitoquimicos, ja que a elevacéo
do nivel desses compostos no vegetal pode elevar a ingestdo dos mesmos sem necessariamente
aumentar o consumo das folhas. O objetivo neste trabalho foi estudar geneticamente a
distribuicdo quantitativa de antocianina, carotenoides e clorofila e sua correlacdo com
caracteres colorimétricos e de escala de cor em uma populacéo segregante de plantas F> de
alface oriundas do cruzamento entre as cultivares Red Star e Darkland, genitores contrastantes
quanto a cor das folhas. Deste modo, foi conduzido um experimento para o estudo do controle
genético, no qual foram utilizadas 36 plantas de cada um dos genitores e da geracao F; e 312
plantas da geracao F.. As plantas foram distribuidas em canteiros seguindo o delineamento em
blocos completos casualizados, com trés repeti¢des. Quando as plantas atingiram o tamanho
comercial foram avaliadas quanto aos seguintes caracteres: teor de antocianinas totais, teor de
carotenoides totais; indice de conteddo de clorofila SPAD; coordenadas colorimetricas L*, a*,
b*, croma e °hue; escala de notas para cor das folhas. Foram estimados parametros genéticos,
visando determinar o controle genético envolvido na expressdo dos caracteres. As médias das
populagdes foram utilizadas para o estudo de correlacdo entre os caracteres. Verificou-se que
houve predominantemente acdo génica do tipo dominancia parcial para todos os caracteres. A
cor vermelha de folhas de alface pode ser utilizada como auxilio em programas de
melhoramento para a selecdo de genétipos de alface com alto teor de antocianinas e
carotenoides totais. O uso de colorimetria e escala de notas de cor de folha podem ser utilizados
como método eficaz para inferir sobre o teor de antocianinas e carotenoides totais e indice de
clorofila SPAD, em funcéo das fortes correlacbes com estes caracteres.

Palavras-chave: Lactuca sativa. Melhoramento genético. Compostos bioativos.

ABSTRACT

Lettuce is the most important leafy vegetable in the world, being considered a functional
food rich in bioactive compounds, such as carotenoids, anthocyanins and chlorophyll, to which
antioxidant activity is attributed. Thus, it is important in breeding programs to increase the
content of these phytochemicals, since raising the level of these compounds in the plant can
increase their intake without necessarily increasing leaf consumption. The objective of this
work was to genetically study the quantitative distribution of anthocyanin, carotenoids and
chlorophyll and their correlation with colorimetric and color scale characters in a segregating
population of lettuce F. plants from the cross between Red Star and Darkland cultivars,
contrasting parents as to the color of the leaves. In this way, an experiment was conducted to
study genetic control, in which 36 plants from each parent and from the F1 generation and 312
plants from the F, generation were used. The plants were distributed in beds following the
complete randomized block design, with three replications. When the plants reached
commercial size, they were evaluated for the following characters: total anthocyanin content,
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total carotenoid content; chlorophyll content index SPAD; colorimetric coordinates L*, a*, b*,
chroma and °hue; scale of notes for color of the leaves. Genetic parameters were estimated in
order to determine the genetic control involved in the expression of the characters. The
population means were used to study the correlation between the characters. It was found that
there was predominantly partial dominance gene action for all characters. The red color of
lettuce leaves can be used as an aid in breeding programs for the selection of lettuce genotypes
with a high content of anthocyanins and total carotenoids. The use of colorimetry and scale of
leaf color notes can be used as an effective method to infer about the total anthocyanins and
carotenoids content and SPAD chlorophyll index, due to the strong correlations with these
characters.

Keywords: Lactuca sativa. Plant breeding. Bioactive compounds.

1 INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.) é a hortalica folhosa de maior importancia mundial, sendo
consumida fresca ou em misturas de saladas prontas. Esse vegetal tem poucas calorias, sédio
e lipidios, e se constitui numa boa fonte de fibra alimentar, ferro e vitamina C, além de
compostos bioativos, tais como carotenoides, antocianinas e clorofila (KIM et al., 2016;
LOPEZ et al., 2014). Em alface, & presenca desses fitoquimicos com funcéo antioxidante sdo
reponsaveis por efeitos benéficos a satde (KIM et al., 2018). Deste modo, esses compostos sao
alvo de diversos estudos nessa cultura.

Os pigmentos foliares desempenham funcdes fisioldgicas importantes nas plantas, como
processos fotossintéticos e defesa contra o estresse oxidativo (STEIDLE NETO et al., 2017).
Os carotenoides sdo pigmentos bastante comuns na natureza e recebem atencdo especial por
causa de seus importantes papéis como precursores de vitamina A, além de propriedade
antioxidante, apresentando funcGes importantes na fotossintese e fotoprotecdo nos tecidos
vegetais. O papel de fotoprotecdo dos carotenoides esta ligado a sua habilidade, tanto na
absorcdo do oxigénio singleto, quanto de radicais livres para interromper as reacdes em cadeia
onde eles estéo envolvidos (SILVA et al., 2010).

As antocianinas sdo outros pigmentos importantes em vegetais, sendo responsaveis por
uma diversidade de cores que vao do laranja/vermelho ao violeta/azul, na superficie da casca
de frutas, folhas e flores (TANAKA; SASAKI; OHMIYA, 2008). De modo geral, a medida que
aumenta a concentracdo vacuolar de antocianinas, a coloragdo da superficie da planta se
intensifica (WELCH; WU; SIMON, 2008). Existe estudo que relata fortes correlacfes entre a
concentracdo de antocianina e os parametros de cor em alface (GAZULA et al., 2007). Além
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de serem responsaveis pela variacao de cores em plantas, as antocianinas promovem uma série
de benficios & saude humana, atuando como agentes antioxidantes, inibindo assim, a acdo dos
radicais livres (MULABAGAL et al., 2010). Por exemplo, em cultivares de alface de cor
verde/vermelha e vermelha existe correlacdo forte e positiva entre teor de antocianina e
atividade antioxidante das folhas (KIM et al., 2018).

As clorofilas sdo os pigmentos mais abundantes nos tecidos vegetais, 0s quais S&o0
responsaveis pela fotossintese em plantas. A distribuicdo variavel de outros pigmentos
associados, como os carotenoides, faz com que existam diferencas aparentes na cor da
superficie dos vegetais (VON ELBE; SCHWARTZ, 2000). A ingestdo de vegetais verdes é
considerada saudavel, tendo o nucleo tetrapirrdlico da clorofila, da feofitina ou mesmo de
alguns derivados dessa molécula, capacidade de exercer uma atividade antioxidante e
quimiopreventiva (LANFER-MARQUEZ, 2003).

Alguns estudos procuram relacionar a cor da superficie das folhas com a presenca de
fitoquimicos, tais como antocianina, carotenoides e clorofila (GAZULA et al., 2007; KIM et
al., 2018; SAINI et al., 2016; STEIDLE NETO et al., 2017). Nesse contexto, o uso de
colorimetros tem sido considerado uma importante ferramenta para a quantificacdo de
compostos bioativos em frutas e hortalicas (VIEIRA et al., 2019). Desta forma, o resultado da
avaliagdo da cor pode ser utilizado como uma ferramenta para inferir indiretamente sobre o0s
pigmentos de um produto alimenticio, como alternativa aos métodos classicos de andlises
destrutivas das amostras (ALVES et al., 2008).

A composicdo de fitoquimicos em vegetais € influenciada por varios fatores pré e pds-
colheita, incluindo a composi¢do genética da planta. Em alface, a composi¢édo e quantidade de
fitoquimicos dependem da escolha da cultivar, cor da folha e maturidade na colheita (LOPEZ
etal., 2014). Alguns trabalhos sdo direcionados ao estudo de compostos bioativos em cultivares
de alface de cor vermelha e verde e o seu potencial antioxidante. Em trabalho realizado por
Kim et al. (2018) foram determinados os teores de antocianinas e carotenoides em alfaces de
diferentes cores que variavam do verde ao vermelho. Foi observado que esses compostos
variaram significativamente entre as cultivares e foram principalmente dependentes da cor da
folha, no qual, todas as cultivares de folhas vermelhas eram ricas em carotenoides e
antocianinas. Esses resultados estdo de acordo com os encontrados por Saini et al. (2016), em
que registraram teores mais elevados de carotenoides na alface romana vermelha do que na
alface romana verde. Mou (2005) também verificou essa diferenca entre diferentes cultivares
de alface, no entanto, as de cor verde apresentaram maiores valores de carotenoides em relagédo

as vermelhas.
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O aumento dos niveis de fitoquimicos em alface pode melhorar a ingestdo destes
compostos bioativos sem exigir um aumento no consumo (MOU, 2005). Assim, torna-se
importante a identificacdo e selecdo de genotipos de alface com elevados teores de carotenoides,
antocianinas e clorofila. Em programas de melhoramento que trabalham com um grande
namero de plantas, o uso de métodos néo destrutivos baseados na cor das folhas pode ser uma
ferramenta importante para explorar a potencialidade genética de gen6tipos de alface.

O sucesso de um programa de melhoramento genético que busca a obtencdo de
gendtipos superiores em geracGes oriundas por hibridacdo de germoplasma de interesse,
depende, dentre outros fatores, da disponibilidade de populagbes que apresentem alta
variabilidade, particularmente a de natureza genética (AZEVEDO et al., 2013; SOUZA et al.,
2008). Os estudos de estimativa de parametros genéticos e de correlacdes entre caracteres a
serem melhorados em plantas sdo de grande importancia ao iniciar um programa de
melhoramento, pois sdo premissas para a escolha do método mais adequado de selecdo, o que
proporciona maiores chances de éxito no desenvolvimento de novas cultivares (ROCHA et al.,
2003). Entre os parametros genéeticos e fenotipicos que podem contribuir para o direcionamento
da selecdo de gendtipos de alface mais promissores, destacam-se as variancias genéticas e
fenotipicas, as herdabilidades, os ganhos genéticos esperados, as correlagGes fenotipicas e
genéticas e 0 grau médio de dominancia.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo estudar geneticamente a distribuicao
guantitativa de antocianina, carotenoides e clorofila e sua correlacdo com caracteres
colorimétricos e de escala de cor em populacdes de alface oriundas do cruzamento entre as

cultivares Red Star e Darkland, genitores contrastantes quanto a cor das folhas.

2 MATERIAL E METODOS

De janeiro a dezembro de 2017 foi desenvolvido o trabalho de conducéo de populagdes
de alface até a obtencéo de sementes F,. Essa etapa do experimento foi conduzida em cultivo
protegido na Universidade Federal de Lavras (UFLA), nas dependéncias do Departamento de
Agricultura, Lavras, Minas Gerais, Brasil.

No experimento foram utilizados como genitores as cultivares de alface Red Star e
Darkland, contrastantes para tipo de folha, Red Star (cor vermelha intensa, de folhas do tipo
crespa e solta) e Darkland (cor verde escura do tipo romana). Para realizagcdo dos cruzamentos,
as sementes de cada cultivar foram semeadas em substrato comercial contidos em bandejas de

poliestireno de 162 células, de forma escalonada para favorecer o sincronismo de florescimento.
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Apos o periodo de desenvolvimento das mudas, estas foram transplantadas para vasos, contendo
substrato a base de terra de barranco, areia, himus e adubo quimico. Por ocasido do
florescimento, foram feitos os cruzamentos entre as duas cultivares, utilizando-se a cultivar Red
Star como genitor masculino. Cada botao floral polinizado foi identificado, amarrando-se um
pedaco de 1& ao mesmo. As flores ainda em estagio de botdo, na iminéncia de abrir, tiveram
seus estiletes cortados por uma gilete. Com o aumento da temperatura os estigmas da cultivar
Darkland elongaram, e quando apresentaram um formato bipartido na extremidade, foram
polinizados manualmente utilizando-se flores abertas da cultivar Red Star. Apds o
desenvolvimento e amadurecimento das sementes Fi, as mesmas foram colhidas, limpas,
embaladas em saco de papel e identificadas como sementes F1 (‘Red Star’ x ‘Darkland”).

Em seguida as sementes F1 (‘Red Star’ x ‘Darkland’) foram semeadas em substrato
comercial contidos em bandejas de poliestireno de 162 células e deram origem as plantulas F1
(‘Red Star’ x ‘Darkland”), as quais foram transplantadas para vasos, contendo substrato a base
de terra de barranco, areia, himus e adubo quimico, sendo cultivadas até a producdo e colheita
das sementes Fo..

De outubro a dezembro de 2018, no Centro de Desenvolvimento e Transferéncia de
Tecnologia do Departamento de Agricultura da UFLA - CDTT/DAG, em ljaci, Minas Gerais,
Brasil, foi conduzido um experimento para o estudo do controle genético, no qual foram
utilizadas 36 plantas de cada um dos genitores, 36 plantas da geracdo Fi e 312 plantas da
geragdo F.. Os dados obtidos nas avaliacdes destes gendtipos foram utilizados para as anélises.

Sob cultivo protegido, as plantas foram transplantadas para canteiros com espacamento
0,20 x 0,25 m entre plantas e fileiras, respectivamente, e distribuidas em delineamento em
blocos completos casualizados, com trés repeticdes, a parcela dos genitores e da geracdo Fi
eram contituidas por 12 plantas, enquanto que na geracdo F., possuia 104 plantas, sendo
conduzidas de acordo com as recomendagdes adequadas para a cultura da alface.

As plantas foram avaliadas quando atingiram a fase comercial. Avaliaram-se todas as
plantas da geragéo F», enquanto para as cultivares Red Star e Darkland e plantas da geragédo F1
foram utilizadas quatro plantas em cada parcela. De cada planta foi selecionada uma folha do
terco médio para mensuracgao do indice de contetdo de clorofila SPAD e indices de coordenadas
colorimétricas. Das plantas, também foram retiradas amostras de folhas do ter¢co médio,
considerando-se aquelas que apresentavam bom estado fitossanitario. As folhas de cada planta
foram identificadas e colocadas em freezer a -20 °C. Posteriormente foram levadas para o
Laboratorio de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia, Campus — Patos de Minas,

onde foram utilizadas para as analises de teor de antocianinas totais e teor de carotenoides totais.
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A extragéo e quantificagdo de antocianinas foram realizadas de acordo com metodologia
descrita por Francis (1982). As folhas de alface liofilizadas foram trituradas e 10 mg dessa
amostra foi pesada em um béquer e acrescida de 5 mL de solucdo extratora, constituida de
etanol 95% e &cido cloridrico 1,5 mol.L™, na proporcio 85:15.

A leitura de absorbancia foi realizada em espectrofotdometro a 335 nm. A solugéo
extratora foi utilizada como branco. Os resultados foram expressos em mg de antocianinas
totais.100 gt de amostra, de acordo com a formula: At= Abs x f/ (. 1); em que: At =mg de
antocianinas.100 g de massa seca; Abs = absorbancia; f = fator de dilui¢do; € = coeficiente de
absortividade molar da cianidina (98,2).

Os teores de clorofila a, b, clorofila total e carotenoides totais foram determinados pelo
método de extracdo da acetona 80% de acordo com Lichtenthaler e Wellburn (1983).
Obtiveram-se discos foliares de 1 cm de diametro até atingirem 0,5 g de cada folha. Apds a
pesagem, os discos foram transferidos para tubos de ensaio com tampa contendo 10 mL de
acetona, 80% (v/v), em que permaneceram por 24 horas em camara fria (3 °C), protegidos da
luz. Ao fim desse periodo, filtraram-se 0s extratos e a solugéo resultante foi colocada em uma
cubeta de vidro, enquanto na outra foi mantida uma amostra branca (acetona).

Efetuou-se as leituras de absorbancia das amostras em espectrofotometro (Varian - Cary
50 Probe) nos comprimentos de onda de 645, 652 e 663 nm para as clorofilas e 470 nm para 0s
carotenoides. Com as leituras, calcularam-se os teores de clorofila a, clorofila b, e clorofila total
(WITHAM; BLAYDES; DEVLIN, 1971); e dos -carotenoides (LICHTENTHALER,;
WELLBURN, 1983), conforme as equacdes: Cl a = [(12,7 * A663 — 2,69 * A645) * V] /1000
*W; Cl b =[(22,9 * A645 — 4,68 * A663) * V] / 1000 * W; CI total = [(A652 * 1000) * (V /
1000 * W)] / 34,5 e Car = [(1000 * A470 — 3,27 * Cl a— 104 * Cl b) / 229] / 1000 * W; em que:
A = absorbancia no comprimento de onda indicado; V = volume final (mL) do extrato
(pigmentos + solugdo extratora); W = matéria fresca (g) do material vegetal utilizado. O teor
foi expresso em mg de pigmento por g de tecido fresco (mg g™).

Os caracteres avaliados foram: indice de conteudo de clorofila SPAD, mensurado por
meio do clorofildmetro portatil modelo Minolta SPAD-502 CFL1030, e as leituras realizadas
no apice e centro de uma folha do terco mediano; a colorimetria da folha pelas coordenadas
luminosidade (L*) [variacdo do branco (+L) ao preto (-L)], coordenadas do eixo horizontal do
diagrama de cores (a*) [do vermelho (+a) ao verde (-a)], coordenadas do eixo vertical do
diagrama de cores (b*) [do amarelo (+b) ao azul (-b)], indice de saturagdo de cor (croma =
(a*?+b*?)12) e a tonalidade da cor [°hue = tan' (b*/a*)], mensurados com auxilio do colorimetro

espectofotdmetro portatil CM-700 (Konica Minolta Sensimg Inc., China) no modo de medigéo
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SCE (componente especular excluido), com angulo de observacdo de 10° e iluminante D65,
foram realizadas duas medic@es no centro e apice foliar, uma proxima a nervura central e outra
préxima a borda, sendo que cada leitura corresponde a média de duas medicdes; cor das folhas,
sendo as avaliacdes realizadas por um avaliador com base em uma escala de notas (FIGURA
2), elaborada neste trabalho de acordo com a variagdo de cor dos genotipos; teor de antocianinas
totais e carotenoides totais pelas meodologias de Francis (1982) e Lichtenthaler e Wellburn

(1983), respectivamente.



45

Figura 2 - Escala de notas utilizada para avaliacdo da cor das folhas de alface.
Cor das folhas

1 - Vermelho muito 2 - Vermelho escuro 3 -Vermelho médio 4 - Vermelho claro
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bordas Vermelho  escuro com bordas bordas vermelho tracos de

clara vermelho media escura vermelho claro

9 - Verde muito 10 - Verde escuro 11 - Verde claro
escuro

Fonte: Da autora (2020).

De acordo com o valor de antocianinas, carotenoides, clorofila, L*, a*, b*, croma e °hue
obtido para cada planta, foi estabelecido um nimero de classes. Para cada planta foi atribuida
umanotade 1a5 (TABELA 1), de acordo com a classe a que pertencia, com exce¢do do carater
cor da folha que ja era baseado em uma escala de notas. As maiores notas correspondem aos

maiores valores dos caracteres.



Tabela 1 - Escala de notas para os caracteres antocianinas, carotenoides, clorofila, L*, a*, b*, croma e °hue em folhas de alface (Lactuca sativa L.)

Carater 1 > Ngtas 2 5
Antocianinas 12,0 ¥ 155,0 155,0 + 298,0 298,0 ~ 441,0 441,0 ~ 584,0 584,0 v 727,0
Carotenoides 48,0 = 106,5 106,5 + 165,0 165,0 ~ 223,5 223,5 +282,0 282,0 ¥ 340,5

Clorofila 20,0 = 26,5 26,5 + 33,0 33,0 39,5 39,5 + 46,0 46,0 + 52,5

L* 24,0 + 30,0 30,0 = 36,0 36,0 42,0 42,0 + 48,0 48,0 v 54,0
a* -13,0 -85 -85 -4,0 -40r0,5 0,5%5,0 5,095
b* 0,1 6,6 6,6 ¢ 13,1 13,1 ¥ 19,6 19,6 + 26,1 26,1 32,6
Croma 3,0r9,5 9,5k 16,0 16,0 22,5 22,51 29,0 29,0 v 35,5
°Hue 0,9 28,9 28,9 1 56,9 56,9 ~ 84,9 849+ 112,9 112,9 + 140,9

Teor de antocianinas totais (ug g™*)= Antocianinas; Teor de carotenoides totais (ug g')= Carotenoides; indice de contetido de clorofila SPAD= Clorofila; Coordenadas de
luminosidade= L*, Coordenadas do eixo horizontal do diagrama de cores= a*, Coordenadas do eixo vertical do diagrama de cores= b*, indice de saturacdo da cor= Croma,

indice de tonalidade da cor pelo &ngulo Hue=°Hue.
Fonte: Da autora (2020).

or
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Os dados deste experimento foram utilizados para estimar pardmetros genéticos,
visando determinar o tipo de controle genético envolvido na expressdo dos caracteres. As
médias dos valores absolutos das populacdes foram utilizadas para o estudo de correlagdo entre
0s caracteres.

As estimativas dos parametros genéticos foram obtidas conforme o Quadro 1, mediante
andlises dos valores absolutos das populacbes realizadas no aplicativo Genes versdo
1990.2019.51 (CRUZ, 2013).

Quadro 1 - Estimativa dos parametros genéticos.
Estimativa dos parametros genéticos

Variancia fenotipica - 6y, Bitpy) = 6F
Variancia genotipica - 645>, 82y = Bfira) — Bimra)
. . R R VMp. + VMp, + VM;
Variancia ambiental - O'ri(FZ) G2 (F2) = L 2 2 L
Gy(r2 Gy(r2
Herdabilidade no sentido amplo - hy? h2 = 82 — g(F2)

~2 ~ ~
Otr2) _ Ogirz) + Omerz)
Grau médio da dominancia baseada em médias K - 2F, — (P + P,)

- km " P—P
NUmero minimo de genes envolvidos na _ R?(1 + 0,5K?)

expressdo do caréter - n 1 867
Ganho por selecdo - AG(%) AG% = %
Média de todos os possiveis homozigotos - m m= %E + %E
Medida dos efeitos aditivos - a a=Py— %E + %E
Medida dos desvios da dominancia - d d=F, - %E + %E
Grau médio da dominancia baseada em d \/; 267
variancias - k K=-= 127 52

Fonte: Da autora (2020).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 2, observa-se que entre 0s genitores a cultivar Red Star apresentou 0s maiores
teores de antocianinas totais, carotenoides totais e coordenada a*. Ja para os caracteres indice
de contetdo de clorofila SPAD, L*, b*, croma, °hue e cor, a cultivar Darkland apresentou
valores mais elevados. As plantas das geracdes F1 e F» apresentaram valores intermediarios

entre as cultivares Red Star e Darkland.
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Os valores relacionados aos pigmentos e colorimetria estdo proximos e/ou superiores
com os encontrados na literatura. Gazula et al., 2007, ao avaliarem cultivares de alface de cores
que variavam do verde ao vermelho escuro, observaram valores variaveis de antocianinas
(115,33 a 401,40 pg g), °hue (6,59 a 133,18) e croma (12,68 a 50,51). De forma semelhante,
Kim et al. (2018) observararam variacdo de carotenoides totais (54,4 a 129,8 pg g?) em

cultivares de alface de cores verde, verde/vermelhas e vermelhas.

Tabela 2 - Estimativas de parametros genéticos para os caracteres avaliados em folhas de alface
das cultivares Red Star (P1), Darkland (P2), F1 (‘Red Star’ x ‘Darkland’ ¢ na
populacdo F» (‘Red Star’ x ‘Darkland”).

Parametro Carater
Ant Car Clo L* a* b* C* °h Cor
E 600,77 245,59 30,57 25,80 741 1,70 7,74 12,13 1,00
?2 19,43 109,82 37,77 45,04 -10,22 22,82 25,00 114,16 10,00
Fl 4196 125,81 33,06 38,84 -6,27 18,75 19,78 108,32 5,00
F, 70,18 167,95 32,79 39,48 -6,40 18,86 20,23 103,27 6,44

02 fr2) 4084,63 2894,86 22,59 38,46 23,24 55,48 66,21 281,02 8,86
a2 g2 2016,18 1716,84 8,97 33,33 22,37 51,76 62,29 254,12 8,86
a2 M) 2068,45 1178,02 13,62 5,13 086 3,72 3,92 26,90 0,00

ha2(%) 49,36 59,31 39,70 86,66 96,28 93,29 94,08 90,43 100,00
n 20,95 134 0,72 1,39 1,74 1,08 0,60 5,12 1,14
AG(%) 69,81 29,67 796 16,86 -114,18 44,73 9,28 10,04 57,07
M 310,10 177,71 34,17 3542 -1,40 12,26 16,37 63,14 5,50
[a] 290,67 67,88 3,60 9,62 8,81 10,56 8,63 51,02 4,50
[d] -268,14  -51,89 -1,11 3,42 -486 6,49 3,41 4518  -0,50
Kk -0,92 -0,76 -0,31 0,36 -0,55 0,61 0,40 0,89 0,11

Teor de antocianinas totais (ug g™*)= Ant; Teor de carotenoides totais (ug g™*)= Car; Indice de contetido de clorofila
SPAD= Clo; Coordenadas de luminosidade= L*, Coordenadas do eixo horizontal do diagrama de cores= a¥*,
Coordenadas do eixo vertical do diagrama de cores= b*, indice de saturagio da cor, croma= C*, indice de
tonalidade da cor pelo 4ngulo Hue= °h; Escala de notas para cor das folhas=Cor; o%¢r2= Variancia fenotipica;
o?gr2= Variancia genética; o?m»= Variancia ambiental; h,>= Herdabilidade no sentido amplo; # = Nimero
minimo de genes envolvidos na expressao do carater; AG= Ganho por selegio; M= Média de todos os possiveis
homozigotos; [a] = Medida dos efeitos aditivos; [d]= Medida dos desvios da dominancia; k= Grau médio da
dominéncia baseada em variancias.
Fonte: Da autora (2020).

O fendtipo é resultado da acéo conjunta do genotipo, do ambiente e da interagao entre
0S genotipos e 0 ambiente (ROCHA; VELLO, 1999). Os parametros genéticos de variancia
genotipica e herdabilidade representam a proporcao da variacéo fenotipica que é condicionada
pela variagdo genotipica de um dado cardter (AZEVEDO et al., 2014). Em relacdo as
estimativas das varidncias genotipicas, variancias ambientais e varidncias fenotipicas,
observou-se que 0s caracteres carotenoides, as coordenadas L, a*, b*, e os indices croma e °hue
foram mais influenciados pelo gendtipo, tendo em vista que os valores da variancia genétipica

foram superiores aos da variancia ambiental, resultando em valores elevados para a
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herdabilidade. J& os caracteres antocianinas e clorofila apresentaram valores proximos para
variancia ambiental e varidncia genotipica, exibindo os valores de 2068,45 e 2016,18 para
antocianinas e 13,62 e 8,97 para clorofila, respectivamente.

Em relacdo a herdabilidade, considerada a proporc¢éo da variabilidade total de natureza
genotipica, verificou-se que as estimativas de herdabilidade no sentido amplo para os caracteres
antocianinas, carotenoides e clorofila tiveram valores medianos, mas acima dos 39%. J& os
caracteres L, a*, b*, croma, °hue e cor da folha apresentaram valores superiores a 86%,
indicando que o ambiente teve pouca influéncia na expressdo do carater, aumentando assim a
possibilidade de ganhos genéticos com a selecao.

Ao lado da herdabilidade, o ganho com a selecdo possui grande importancia para as
inferéncias genéticas. Ele determina o avanco conseguido com a selecdo, e depende da
quantidade de variabilidade genética da populacdo base e da magnitude dos efeitos que a
mascaram, tais como 0s componentes ambientais e a interacdo do gendtipo com ambiente
(SILVEIRA; MAURO; CENTURION, 2006). Neste trabalho, os ganhos preditos para maiores
valores, considerando um esquema seletivo em que sao selecionados 20% de plantas da geracédo
F2, observaram-se ganhos consideraveis, tendo os caracteres antocianinas, b* e cor de folhas
apresentado aumento superior a 44%, enquanto o carater a* obteve reducdo superior a 114%.

No estudo da heranca dos caracteres quantitativos e no melhoramento de plantas, é
importante o conhecimento do nimero de genes envolvidos na expressdo de um carater, bem
como o grau de dominancia do gene, ja que fornecem, respectivamente, a estimativa de
probabilidade na obtencdo de um dado genédtipo em uma populacdo segregante e a ideia de
interacdo alélica predominante (RAMALHO et al., 2012). A estimativa do nimero de genes
que governam o carater variou conforme o caréater estudado neste trabalho, sendo de apenas um
gene em clorofila e croma, e mais de um para 0s demais caracteres.

O tipo de interacdo alélica predominante para os parametros estudados pode ser
estimado, sendo possivel verificar a interagao alélica em cada caso, devendo-se considerar 0s
valores da medida dos efeitos aditivos [a] e da medida dos desvios da dominéncia [d]. De
acordo com Ramalho et al. (2012) a razdo d/a mede o grau de dominancia de um gene, assim,
quando esse valor é zero, ha interacdo alélica aditiva; se for igual a 1,0, ocorre dominancia
completa; para valores entre zero e um, tem-se dominancia parcial e acima de 1,0, ocorre
sobredominancia. Com isso, ao observar os valores das estimativas do grau médio de
dominancia obtidos no trabalho, verifica-se que houve predominantemente acao génica do tipo
dominéncia parcial para todos os caracteres, sendo que os valores mais proximos de zero

indicam um menor grau médio de dominancia.
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Com os resultados do experimento, verificou-se que houve segregagédo transgressiva
para todos os caracteres, devido a existéncia de valores em plantas da geracdo F» fora do
intervalo obtido nos genitores. No trabalho foi possivel identificar plantas F> com valores
superiores ao do genitor que apresentou maior valor para 0s carcacteres teor de carotenoides
(27 plantas), clorofila (40 plantas), L* (57 plantas), b* (118 plantas), croma (112 plantas), °hue
(41 plantas) e nota de cor (7 plantas). Esse resultado é relevante para programas de
melhoramento genético, pois facilita a selecdo de gendtipos superiores em populacbes
segregantes.

N&o foram observadas correlagdes significativas entre todos os caracteres avaliados
(TABELA 3), porém, os valores apresentaram alta magnitude. As estimativas dos coeficientes
de correlacdo genotipica apresentaram valores elevados, com correla¢Ges acima de 91% para a
maioria dos caracteres, a excecdo de Ant x Cor (-0,855), Clo x a* (-0,881), Clo x b* (0,870),
Clo x H (0,776) e Cor x H (0,860). Estes resultados sdo considerados bastante favoraveis, pois
fornecem o conhecimento da natureza e magnitude das correlagfes entre os caracteres. A
correlacdo genotipica corresponde a por¢do genética da correlacao fenotipica, sendo empregada
para orientar programas de melhoramento por ser de natureza herdavel (FERREIRA et al.,
2003). Geralmente, os seus valores variam de —1 a 1 e, quanto mais proximo do médulo 1, mais
forte é a correlacdo (LOPES et al., 2002).

Tabela 3 - Coeficientes de correlagdo fenotipica (rF) e correlacdo genotipica (rG), entre
caracteres analisados em folhas de alface.
Carater L* a* b* C °h Cor
rF -0,957*  0,983*  -0,989**  -0,963* -1,000**  -0,850

Ant rG -0,964*  0,988** -0,997** -0,974* -1,004 -0,855
Car rF -0,948 0,954* -0,951*  -0,951* -0,944 -0,869
rG -1,035 1,044 -1,043 -1,051 -1,024 -0,955*
Clo rF 0,872 -0,816 0,794 0,862 0,716 0,945
rG 0,956* -0,881 0,870 0,947 0,776 1,014
Cor rF 0,965* -0,931 0,918 0,959* 0,859 -

rG 0,967* -0,932 0,919 0,961* 0,860 -
**[*. Significativo respectivamente a 1% e 5% de probabilidade pelo teste t (P<0,01 e P<0,05). Teor de
antocianinas totais (ug g'*)= Ant; Teor de carotenoides totais (ug g™*)= Car; indice de conteldo de clorofila SPAD=
Clo; Coordenadas de luminosidade= L*, Coordenadas do eixo horizontal do diagrama de cores= a*, Coordenadas
do eixo vertical do diagrama de cores= b*, indice de saturagdo da cor= C, indice de tonalidade da cor pelo &ngulo
Hue= °h; Escala de notas para coloracéo das folhas=Cor.
Fonte: Da autora (2020).

O uso de colorimetros tem sido considerado uma importante ferramenta para
quantificacdo de alguns compostos bioativos , tais como as antocianinas, em frutas e hortalicas

(VIEIRA et al., 2019). Alguns estudos associam o contetdo de compostos bioativos em alface
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a medidas indiretas, como colorimetria e avaliacdo visual das folhas (GAZULA et al., 2007).
A escala de notas de cor utilizada neste experimento fornece dados importantes sobre a cor da
folha em alface. Valores proximos de 1, indicam que as folhas tendem a ser avermelhadas, ja
quando estdo mais proximos de 10, as folhas sé@o mais esverdeadas. Os colorimetros fornecem
dados colorimétricos importantes, por exemplo, os valores de L* representam o quanto mais
clara ou mais escura € a amostra, com valores variando de 0 (totalmente preta) a 100
(totalmente branca), enquanto a* indica cores esverdeadas para valores negativos e cores
avermelhadas para os positivos. J& b* apresenta valores positivos para cores amareladas e
valores negativos para cores azuladas (ALVES et al., 2008; SANT'ANNA et al., 2013). Valores
de °hue expressam a tonalidade da cor, para o qual valores mais proximos de 0° correspondem
a tonalidade mais vermelha, e os mais proximos de 180° a tonalidade mais verde e, finalmente,
0 croma indica a pureza da cor, ou seja, quanto mais altos os valores de croma, maior € a
intensidade da cor (PATHARE; OPARA; AL-SAID, 2013).

As correlagdes genéticas entre o carater a* e os teores de antocianinas e carotenoides
apresentaram valores positivos e superiores a 98%. Tendo em vista o interesse no acréscimo
nos valores dos teores de antocianinas e carotenoides, pode-se predizer que a selecdo praticada
baseada naquele carater provoca mudancas no sentido desejado, ou seja, quanto mais vermelha
a folha maior a quantidade desses pigmentos. Assim, a avaliacdo colorimétrica pode ajudar a
inferir o contetdo de antocianina e carotenoide. De forma semelhante, Kim et al. (2018) e Saini
et al. (2016) também observaram que cultivares de alface de cor vermelha apresentam acumulo
significativamente maior de antocianinas e carotenoides do que cultivares verdes. Em
contrapartida, Mou (2005) encontrou maiores teores de carotenoides em cultivares de alface de
cor verde. Em estudo realizado por Mulabagal et al. (2010), os autores observaram que tanto a
alface vermelha quanto a verde tinham altas atividades antioxidantes e anti-inflamatérias, no
entanto, a antocianina na alface vermelha foi considerada como uma fonte adicional de
atividade biologica, o que pode indicar que o consumo de alface vermelha pode ofertar
melhores beneficios a saude do que a alface verde.

No trabalho foram observadas correlagBes genéticas negativas e superiores a 85% entre
os caracteres L*, b*, croma, °hue e cor da folha, com os teores de antocianinas e carotendidades.
Em consequéncia disso, 0s maiores niveis desses pigmentos estdo correlacionados com baixos
valores daqueles caracteres. Sendo assim, as folhas de alface ricas em antocianinas serdo mais
escuras, de tonalidades mais avermelhada e cores mais opacas. Em estudo com cultivares de
alface de cores que variavam do verde ao vermelho, Kim et al. (2018) verificaram que o

acumulo de antocianina torna as folhas mais vermelhas do que verdes e que a quantidade
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acumulada determina a intensidade e o grau de vermelhiddo, assim como a influéncia na maior
atividade antioxidante das folhas, o seu consumo pode contribuir na reducdo do estresse
oxidativo relacionado as doencas. Ja Vieira et al. (2019) observaram que valores de L*, croma
e %hue apresenta correlacdo com o conteldo total de antocianina de alguns extratos fendlicos de
frutas e vegetais, no qual o valor desses caracteres apresenta correlacdo negativa com esse
pigmento, indicando que seu valor diminui quando o conteldo total de antocianina aumenta.
De maneira semelhante, Gazula et al. (2007) verificaram que em alface 0 aumento de
antocianinas diminui o valor de °hue e aumenta intensidade da coloracao vermelha baseada em
observacao visual.

Com excecdo ao carater a*, houve correlacdo positiva entre clorofila e os demais
caracteres. Desta forma, folhas de alface tendem a ser mais claras, de tonalidade verde e com
cores mais vividas com o aumento nos niveis de clorofila.

Outro aspecto a se considerar, € que a cor das folhas baseada em notas apresentou
correlagdes superiores a 86% para todos os caracteres, que com excecdo de a* foram todas
positivas. Ou seja, folhas com notas baixas de cor tendem a ser mais escuras, de tonalidade
vermelha e cor mais opaca. Além disso, por estar relacionada com caracteres obtidos via
colorimetro, se torna uma técnica barata e simples que pode ser utilizada em programas de
melhoramento genético, principalmente nas etapas iniciais, no qual ainda se trabalha com um
namero grande de plantas.

Portanto, o uso de colorimetria mediante o uso de colorimetros e/ou escala de notas para
selecionar plantas de alface pela cor da folha, pode ser utilizada numa selecdo indireta a favor
dos caracteres antocianina, carotenoides e clorofila, por apresentar correlacéo alta com esses
pigmentos, contituindo-se, portanto, em métodos alternativos mais rapidos, simples, de menor
custo, sem a necessidade de utilizar reagentes especificos.

Ao considerar a distribuicdo de plantas dos gendtipos de alface em classses (FIGURA
3), observa-se que com excec¢éo de antocianinas, a segregacédo das plantas F, abrangeu todas as
classes, com distribuicdo variavel de valores. E possivel identificar um nimero de plantas
relativamente superior nas classes intermediarias, corroborando com os dados da Tabela 2, na

qual ¢ ilustrado a dominancia parcial do caracteres.
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Figura 3 - Distribuigdo de frequéncia de notas de antocianinas, carotenoides, clorofila, L*, a*,
b*, croma e °hue em plantas de alface dos gendtipos Darkland e Red Star e em
plantas da geracdo F1 (Darkland x Red Star) e da geracéo F. (Darkland x Red Star).

110 110

Antocianinas arotenoides
100 Bl 100 H C Bl
o 2 o =
I -3 S 90+ -3
» EXRA 4 n XX 4
80 80 - e
S ==5 S =5
S S 70
% 60 % 60
g 50 g 50 4
S 4 ERE
«@ «@©
g_ 30 g_ 30 4
L:Lj 20 g 20 |
10 10 :
0 - T T u 0 2 —~
RED STAR DARKLAND F1 F2 RED STAR DARKLAND F1
Gendtipos de alface Gendtipos de alface
110 = 110
Clorofila L*
100 | __ Il 100 - = | ___ Il
@ 2 o 2
e j x i
< 2 N -3
o g4 =2 4 o gy 14
3 — 5 8 B 5
S 70 S 704 £
3 60 - % 60 - :
g 50 - g 50 |
g 40 4 g 40 A
«@© e @ R
g_ 30 4 (:;,- 30 4
E 20 - g E 20 4
10 4 10 A
0 55 B % & B
- -
RED STAR DARKLAND F1 F2 RED STAR DARKLAND F1
Gendtipos de alface Gendtipos de alface
110 a* 110 b*
100 - - 100 -
ol 2 = 2
& 90 E 3 | & 0 -3
0 g4 xR 4 0 g4 BRXR 4
3 — 5 8 — 5
S 704 S 704
% 60 - % 60 -
g 50 - g 50 |
g 40 4 g 40 4
«© @
g_ 30 4 g_ 30 4
E 20 4 E 20 4
10 4 = 10 A
o s
0 . . . 0 . -
RED STAR DARKLAND F1 F2 RED STAR DARKLAND F1
Gendtipos de alface Gendtipos de alface
110 110
Croma °Hue
100 o -— 100 -
~ : 7 || s
R 904 3 R 904
8o 804 5 4 (7.
8 5 s
S 704 S 704
3 60 3 60 4
= o 501
S 401 S 40
«© @
g_ 30 4 g_ 30 A
E 20 4 E 20 4
10 A 10 4
0 . 0 . .
RED STAR DARKLAND F1 RED STAR DARKLAND {lf
Gendtipos de alface Genodtipos de alface

Teor de antocianinas totais (ug g1)= Antocianinas; Teor de carotenoides totais (ug g'Y)= Carotenoides; indice de
conteddo de clorofila SPAD= Clorofila; Coordenadas de luminosidade= L*, Coordenadas do eixo horizontal do
diagrama de cores= a*, Coordenadas do eixo vertical do diagrama de cores= b*, indice de saturagio da cor=
Croma, indice de tonalidade da cor pelo angulo hue= °Hue.

Fonte: Da autora (2020).
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E possivel verificar que os genitores sdo constrastantes em relacio aos caracteres
antocianinas, carotenoides e clorofila, porém observou-se uma pequena variagdo dentro de cada
genitor, com excecdo do carater antocianina para a cultivar Darkland. Esse resultado
provavelmente se deve a influéncia ambiental.

Em relagéo aos teores de antocianinas, a cultivar Red Star apresentou maiores teores,
tendo as plantas da geracdo F1 e F> sido distribuidas em sua maioria nas classes de menores
teores, efeito justificado pela existéncia da alta dominancia (-0,92) no sentido de diminuigéo do
carater. Ja em relacdo ao teor de carotenoides e indice de clorofila, houve uma distribuicao das
plantas das geragdes filiais nas classes intermediérias com tendéncia aos menores valores,
justificados pelo de grau médio de dominéncia de -0,76 e -0,31, respectivamente.

Devido a minima variancia ambiental nos genitores os caracteres colorimétricos se
enguadram em apenas uma classe cada. Sendo que as plantas das geracoes filiais geralmente
foram distribuidas em classes intermediarias, ocorrendo normalmente uma tendéncia de maior
porcentagem de plantas das geracbes F1 e F» a favor das classes a qual pertencia a cultivar
Darkland. A magnitude dessa tendéncia dependeu do grau médio de dominancia e da natureza
de aumento ou descréscimo do carater, em que houve elevacao nos valores dos caracteres L*,
b*, croma e °hue, com graus de dominécia positivo. Porém, ocorrendo o oposto aos caracteres
antocianinas, carotenoides, clorofila e a*, os quais apresentaram grau de dominancia negativos.

Em relacdo a cor das folhas por escala de notas (FIGURA 4), observou-se que 0s
genitores e plantas da geracdo F1 se enquadram em apenas uma classe cada. Tendo 0s gendtipos
Red Star, Darkland e plantas F1 notas 1 (vermelho muito escuro), 10 (verde escuro) e 5 (Verde
médio com bordas vermelho clara), respectivamente. Ja as plantas F> apresentaram cores desde
o vermelho muito escuro até o verde claro. Esse comportamento pode ser justificado pelo grau

de dominécia intermédiario (0,50) do carater e pela sua natureza de aumentar os valores.
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Figura 4 - Distribuicdo de frequéncia de notas de coloracdo em plantas de alface dos genotipos
Darkland e Red Star e em plantas da geragdo F1 (Darkland x Red Star) e da geragao
F> (Darkland x Red Star).
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Fonte: Da autora (2020).

4 CONCLUSOES

Os teores de antocianinas e carotenoides em folhas de alface s&o condicionados por mais
de um gene com dominancia parcial.

A cor vermelha das folhas de alface pode ser utilizada como um indicador em programas
de melhoramento para a sele¢do indireta de gendtipos com alto teor de antocianinas e
carotenoides totais.

O aumento na intensidade da cor vermelha nos genoétipos de alface é indicativo de
maiores teores de antocianinas.

O uso de colorimetria e escala de notas de cor em folhas de alface podem ser utilizados
como métodos eficazes de prever os teores de antocianinas e carotenoides totais e o indice de

conteudo de clorofila SPAD devido as fortes correlagdes com estes caracteres.
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Os elevados valores de herdabilidade no sentido amplo e a ocorréncia de segregagao
transgressiva dos caracteres estudados, facilitam a selecdo de genotipos superiores em

populacéo segregante em programas de melhoramento genético.
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ARTIGO 2 — Parametros genéticos e caracterizacdo de progénies F2:3 de alface oriundas
de genotipos constrastantes para pigmentos foliares

RESUMO

A alface (Lactuca sativa L.) € a hortalica folhosa de maior importancia mundial,
possuindo uma grande variabilidade quanto a forma, textura e cor da folha. Os programas de
melhoramento exploram essa variabilidade genética em busca de genotipos superiores com
caracteres almejaveis. O objetivo deste trabalho foi caracterizar progénies F2:3 de alface
oriundas do cruzamento entre as cultivares Red Star (cor vermelha, do tipo crespa de folhas
soltas) e Darkland (cor verde escura, do tipo romana), visando identificar gendtipos
apropriadados ao mercado brasileiro com base em caracteres agrondmicos desejaveis a
comercializagdo. O delineamento utilizado foi de blocos completos casualizados, com trés
repeticdes. Avaliaram-se 32 tratamentos, sendo as cultivares Red Star e Darkland e mais 30
progénies F2:3 oriundas do cruzamento entre essas cultivares. Quando as plantas atingiram o
tamanho comercial foram avaliadas quanto aos seguintes caracteres: tipo de limbo, tipo de
borda, tipo comercial e cor da folha. As avaliacGes foram feitas por um avaliador, utilizando-se
uma escala de notas para cada carater. Os dados coletados nas avaliacdes foram submetidos a
andlise de variancia, apds isso, as médias foram comparadas pelo teste de Dunnett, a 5% de
probabilidade, sendo a nota de cada progénie comparada com as notas méedias de cada um dos
genitores. Todos os caracteres apresentaram herdabilidade acima de 91% e variancia ambiental
baixa, 0 que beneficia a selecdo fenotipica. Embora a maioria das progénies F2.:3ainda apresente
grande variabilidade para os caracteres agronémicos, a progénie UFLA34 apresentou
comportamento inverso, ocorrendo minima variagao nesses caracteres.

Palavras-chave: Lactuca sativa. Melhoramento genético. Selecéo fenotipica.

ABSTRACT

Lettuce (Lactuca sativa L.) is the most important leafy vegetable in the world, with great
variability in the shape, texture and color of the leaf. Breeding programs exploit this genetic
variability in search of superior genotypes with desirable traits. The objective of this work was
to characterize lettuce F.:3 progenies from the cross between the cultivars Red Star (red color,
curly type of loose leaves) and Darkland (dark green color, Roman type), aiming to identify
appropriate genotypes for the Brazilian market based on desirable agronomic traits for
commercialization. The design used was complete randomized blocks, with three replications.
32 treatments were evaluated, being the cultivars Red Star and Darkland and another 30 F2:3
progenies from the crossing between these cultivars. When the plants reached commercial size,
they were evaluated for the following characters: type of leaf, type of border, commercial type
and leaf color. The evaluations were made by an evaluator, using a scale of grades for each
character. The data collected in the evaluations were submitted to analysis of variance, after
that, the averages were compared by Dunnett's test, at 5% probability, with the score of each
progeny compared with the average scores of each parent. All characters showed heritability
above 91% and low environmental variance, which benefits the phenotypic selection. Although
the majority of F2:3 progenies still show great variability for agronomic traits, the UFLA34
progeny showed the opposite behavior, with minimal variation in these characters.
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1 INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.) teve origem na regido mediterranea, existindo evidéncias
de seu cultivo no Egito antigo (RYDER, 1999). Atualmente, é a hortalica folhosa mais
importante, sendo apreciada por pessoas do mundo inteiro. Normalmente € consumida na forma
fresca ou em mistura de saladas prontas, tendo papel como alimento funcional devido a possuir
uma mistura complexa de compostos bioativos com atividades antioxidantes, tais como
antocianinas, carotenoides e clorofilas (KIM et al., 2016; LOPEZ et al., 2014).

A alface possui uma elevada variabilidade, apresentando diversos formatos de cabeca,
e folhas de diversas cores, formas e texturas (CARVALHO FILHO; GOMES; MALUF, 2009;
STEIDLE NETO et al., 2017). No Brasil, até a década de 90, a alface lisa era preferida pelos
consumidores brasileiros (SALA; COSTA, 2012), mas atualmente, a alface crespa é a mais
comercializada nas ceasas do pais, seguida das alfaces americana, mimosa, lisa, romana e
vermelha (CONAB, 2021).

Embora as alfaces romana e vermelha sejam menos comercializadas no Brasil tém
apresentado tendéncia de aumento nos ultimos anos (CONAB, 2021). No pais 0 aumento no
consumo de saladas prontas, constituidas da mistura de diferentes folhosas, tem levado ao
aumento da demanda de alface vermelha (SALA; COSTA, 2005). Em mistura de saladas sdo
utilizados diferentes tipos de alface com formas e cores atrativas, combinando as caracteristicas
de melhor qualidade de todas as variedades (KIM et al., 2018). Nas quais a alface vermelha é
bastante utilizada tanto por sua cor atrativa quanto pela relacdo da sua cor com o alto teor de
antocianinas (MULABAGAL et al., 2010). Neste tipo de salada, a alface romana também &
apreciada devido apresentar folhas com excelente crocéncia, sabor mais adocicado, que
conquistam o paladar do consumidor (SALA; COSTA, 2012; ZHAN et al., 2013).

Quando ndo ha disponibilidade de genotipos que possuam todos 0s caracteres
almejaveis para a produgdo em cultivo comercial, como tamanho e uniformidade de plantas,
torna-se necessario um programa de melhoramento genético especifico para obté-los. O éxito
desses programas € influenciado pela disponibilidade de populacGes que apresentem alta
variabilidade. Por outro lado, nas etapas de selecdo de plantas com base no desempenho
agrondmico, torna-se necessario obter gendtipos com padrdes dos caracteres almejaveis. Em

alface, a caracterizacao do tipo de folha é essencial para identificacdo e selecdo de gendtipos,
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principalmente quando a populacdo segregante é oriunda de parentais contrastantes para o
carater desejado (CARVALHO FILHO; GOMES; MALUF, 2009).

Para fins de selecdo, a estimativa de parametros genéticos permite conhecer a estrutura
genética de populacdes (SANTOS et al., 2018). Deste modo, torna-se importante na escolha do
método mais adequado de selecdo, favorecendo a obtencdo de gendtipos superiores. Entre 0s
parametros genéticos e fenotipicos que podem contribuir para o direcionamento da selecédo de
gendtipos de alface mais promissores, destacam-se as variancias genéticas e fenotipicas, as
herdabilidades, as correlacdes fenotipicas e genéticas, o coeficiente de variacdo genético, e a
razdo CVg/CVe.

Com o presente trabalho objetivou-se caracterizar progénies F2:3 de alface oriundas do
cruzamento entre as cultivares Red Star e Darkland, visando identificar gendtipos
apropriadados ao mercado brasileiro com base em caracteres agrondmicos desejaveis a

comercializagéo.

2 MATERIAL E METODOS

De janeiro a dezembro de 2017 foi desenvolvido o trabalho de conducéo de populagdes
de alface até a obtencdo de sementes F», e de marco a setembro de 2018 obteve-se as sementes
F2:3. Essas etapas do experimento foi conduzida em cultivo protegido, na Universidade Federal
de Lavras (UFLA), nas dependéncias do Departamento de Agricultura, Lavras, Minas Gerais,
Brasil.

As cultivares de alface Red Star e Darkland foram utilizadas como genitores por serem
contrastantes quanto a cor e o tipo de folhas. A cultivar Red Star apresenta folhas do tipo crespa
solta, com cor vermelha intensa. Ja a cultivar Darkland é do tipo romana, de folhas verdes
escuras. Para realizacdo dos cruzamentos, as sementes de cada cultivar foram semeadas em
substrato comercial contidos em bandejas de poliestireno de 162 células, de forma escalonada
para favorecer o sincronismo de florescimento. Apos o periodo de desenvolvimento das mudas,
estas foram transplantadas para vasos, contendo substrato a base de terra de barranco, areia,
himus e adubo quimico. Por ocasido do florescimento foram realizados os cruzamentos entre
as duas cultivares, utilizando-se a cultivar Red Star como genitor masculino. Cada botéo floral
polinizado na cultivar Darkland foi identificado, amarrando-se um pedaco de 1& a0 mesmo.
Antes do sol nascer, com o dia ainda escuro, flores da cultivar Darkland ainda em estagio de
bot&o, na iminéncia de abrir, tiveram seus estiletes cortados por uma gilete. Com o aumento da

temperatura os estigmas se elongaram, e quando apresentaram um formato bipartido na
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extremidade foram polinizados utilizando-se flores abertas da cultivar Red Star, que foram
esfregadas diretamente nas flores emasculadas da cultivar Darkland. Apos o desenvolvimento
e amadurecimento das sementes F1, as mesmas foram limpas, secas e armazenadas.

Logo apos, as sementes Fy foram semeadas em substrato comercial contidos em
bandejas de poliestireno de 162 células e deram origem a plantulas F1. As mudas foram
transplanadas para vasos contendo substrato a base de terra de barranco, areia, himus e adubo
quimico, onde permaneceram até producao e colheita das sementes Fo.

Posteriormente, em bandejas de poliestireno de 162 células contendo substrato
comercial foram semeadas sementes F.. Apds o periodo de desenvolvimento das mudas, estas
foram transplantadas para vasos contendo substrato comercial, onde permaneceram até
producdo e colheita de forma individualizada das sementes F2:s.

De outubro a dezembro de 2018, no Centro de Desenvolvimento e Transferéncia de
Tecnologia do Departamento de Agricultura da UFLA - CDTT/DAG, em ljaci, Minas Gerais,
Brasil, foi conduzido um experimento para selecéo fenotipica. Foram utilizadas 36 plantas de
cada um dos genitores e 36 plantas de cada uma das 30 progénies F2:.

Sob cultivo protegido, as plantas foram transplantadas para canteiros com espacamento
0,20 x 0,25 m entre plantas e fileiras, respectivamente, no qual foi adotado delineamento em
blocos completos casualizados, com trés repeticdes, a parcela dos genitores e das progénies
eram contituidas por 12 plantas. As plantas foram conduzidas de acordo com o recomendado
para a cultura da alface (FILGUEIRA, 2008).

Todas as plantas foram avaliadas quanto aos seguintes caracteres: tipo de limbo, tipo de
borda, tipo comercial e cor das folhas. As avaliacbes foram realizadas por um avaliador,
utilizando-se uma escala de notas para cada carater (FIGURAS 5, 6, 7 E 8), elaborada neste

trabalho de acordo com a variacao de cor e forma da alface.
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Figura 5 - Escala de notas utilizada para avaliacdo do tipo de Limbo em folhas de alface.

TN

Tipo de limbo
i ”"4%’ e

*

y . 3

1- Crespo 2 - Pouco crespo 3 - Enrugado 4 -Pouco enrugado 5 - Liso

Fonte: Da autora (2020).

Figura 6 - Escala de notas utilizada para avaliagdo do tipo de borda em folhas de alface.

Tipo de borda

1 - Repicada 2 - Ondulada 3 - Lisa

Fonte: Da autora (2020).

Figura 7 - Escala de notas utilizada para classificacdo comercial em plantas de alface.

Tipo Comercial

1 - Crespa 2 - Intermediario entre Crespa | 3 - Romana
e Romana

Fonte: Da autora (2020)
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Figura 8 - Escala de notas utilizada para avaliacdo da cor das folhas de alface.
Cor das folhas

1 - Vermelho muito 2 - Vermelho escuro 3 -Vermelho médio 4 - Vermelho claro
_escuro
o o T

"% T

3 "Gen -
O

5 - Verde médio com 6 - Verde muito 7 - Verde médio com 8 — Verde claro com
bordas Vermelho  escuro com bordas bordas vermelho tracos de

clara vermelho media escura vermelho claro

9 - Verde muito 10 - Verde escuro 11 - Verde claro
escuro

Fonte: Da autora (2020).

Os dados deste experimento foram utilizados para estimar pardmetros genéticos, assim
como as médias das populagdes para estudo de correlacdo entre os caracteres. As estimativas
dos parametros genéticos foram obtidas conforme o Quadro 2.



Quadro 2 - Estimativa dos parametros genéticos.
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Estimativa dos parametros genéticos

Variancia fenotipica (média) 52 — QMG
2=
r
Variancia genotipica (média) , QMT - QMR
g~ K
Variancia ambienal (média) 52 = QMR
2 =
Ir
Herdabilidade no sentido amplo baseado na 5 6g2
média de familia =52
Correlagdo interclasse . oz
p= G + 62
ficien variacao genéti
Coeficiente de varia¢do genético (100 [62)
CVg% =
Razéo CV¢/CV ~o
9
CV/CV = |25

Fonte: Da autora (2020).

Os dados coletados foram submetidos a andlise de variancia e depois as médias

comparadas pelo teste de Dunnett, a 5% de probabilidade, sendo a nota de cada progénie

comparada com as notas médias de cada um dos genitores. Todas as analises foram realizadas

no aplicativo Genes versdo 1990.2019.51 (CRUZ, 2013).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a analise de variancia (TABELA 4), para todos os caracteres

agrondmicos avaliados foi observada diferenca significativa, indicando variabilidade entre os

materiais avaliados. Quanto aos coeficientes de variacdo, ndo ultrapassaram o valor de 10,09%,

0s quais sdo considerados baixos e retratam pouca sensibilidade em relacdo as variacGes

experimentais ndo controlaveis, demonstrando uma boa precisao do experimento.
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Tabela 4 - Resumo da andlise de variéncia para os caracteres tipo de limbo, tipo de borda, tipo
comercial e cor da folha, em 30 progénies F»:3 de alface, obtidas a partir do
cruzamento entre as cultivares Red Star e Darkland, considerando como
testemunhas 0s genitores com base no padrdo dos caracteres agronémicos.

Quadrado Médio

FV GL - .
Lim Bor Tip Cor
Blocos 2,00 0,11 0,01 0,02 7,42
Genétipos 31,00 3,32** 0,90** 0,37** 22,59**

Progénies r23 (P) 29,00  2,58%%  0,75%%  0,19%* 19,55%*
Testemunhas (Te) 1,00 24,00%%  66,00%*  6,00%% 121 50%*

Pvs Te 1,00 4,26** 0,22* 0,02ns 12,02**
Residuo 62,00 0,15 0,04 0,02 0,26
Média Geral 3,82 2,19 1,94 6,87
Média da Progénies r2:3 3,87 2,20 1,94 6,96
Média Testemunhas 3,00 2,00 2,00 5,50
CV/(%) 10,09 9,33 6,42 7,47

**[*: Significativo respectivamente a 1% e 5% de probabilidade pelo teste de F (P<0,01 e P<0,05). Tipo de limbo=
Lim; Tipo de borda= Bor; Tipo comercial= Tip; Cor da folha= Cor.
Fonte: Da autora (2020).

O teste de Dunnett, ao comparar a média de cada progénie com a média de cada um dos
genitores, permite inferir, para cada carater, se a progénie se encontra ainda segregante (quando
ndo difere significativamente de nenhum dos genitores) ou se encontra em provavel homozigose
semelhante a um ou outro genitor (quando né&o difere significativamente de um e difere do
outro).

Verifica-se que as progénies UFLAOL; UFLAO2; UFLAL7; UFLAL9; UFLA22; UFLA
29; UFLA41 e UFLA42 ndo diferiram significativamente pelo teste de Dunnett (5%) de
nenhum dos dois genitores (TABELA 5) para os caracteres, demonstrando que se encontram
ainda segregantes. Isto indica que sao necessarios mais ciclos de autofecundagéo para a fixacéo

dos diferentes caracteres em cada uma destas progénies.
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Tabela 5 - Comparacdo de médias para os caracteres tipo de limbo, tipo de borda, tipo comercial
e cor de folhas pelo teste de Dunnett, a 5% de probabilidade, entre progénies F.:3 de

alface e seus genitores ‘Red Star’ e ‘Darkland’.

Progénies Lim Bor Tip Cor
UFLAO1 3,14 ns 1,64 ns 1,81 ns 5,58 ns
UFLAO02 2,94 ns 1,94 ns 1,97 ns 4,69 ns
UFLAO4 5,00 * 3,00 * 2,64 ns 8,58 ns
UFLAO5 5,00 * 2,36 ns 2,03 ns 3,31 ns
UFLAO7 4,81 * 2,19 ns 2,00 ns 7,14 ns
UFLA12 4,51 * 2,66 * 2,06 ns 9,61
UFLA13 3,75 ns 2,19 ns 2,00 ns 9,72 *
UFLA14 4,34 * 2,46 ns 2,00 ns 7,98 ns
UFLA15 3,92 ns 2,14 ns 1,97 ns 9,89 *
UFLAL6 4,80 * 2,68 * 2,06 ns 4,76 ns
UFLAL7 2,69 ns 1,67 ns 1,75 ns 5,03 ns
UFLA18 2,64 ns 1,38 + 1,77 ns 3,61 ns
UFLA19 2,83 ns 1,61 ns 1,67 ns 6,33 ns
UFLA20 3,72 ns 2,03 ns 2,00 ns 9,69 *
UFLA22 2,69 ns 1,69 ns 1,78 ns 5,06 ns
UFLA24 4,67 * 2,97 * 2,06 ns 3,83 ns
UFLA29 4,00 ns 2,00 ns 2,00 ns 8,61 ns
UFLA30 4,42 2,33 ns 2,06 ns 3,06 ns
UFLA31 4,25 * 2,64 * 2,08 ns 9,75
UFLA34 1,67 + 1,31 + 1,06 + 10,81 *
UFLA37 4,75 * 2,97 * 2,17 ns 6,16 ns
UFLA38 4,53 * 2,33 ns 1,94 ns 6,81 ns
UFLA39 3,06 ns 1,78 ns 1,83 ns 9,83 *
UFLA40 4,22 * 2,06 ns 2,00 ns 7,75 ns
UFLA41 3,77 ns 2,40 ns 1,89 ns 3,8 ns
UFLA42 3,14 ns 151 ns 1,86 ns 8,62 ns
UFLA45 5,00 * 3,00 * 2,14 ns 2,58 ns
UFLA46 4,69 * 2,64 * 2,08 ns 9,78 *
UFLA47 4,72 * 2,53 * 1,94 ns 6,31 ns
UFLA48 2,43 ns 1,82 ns 1,61 ns 10,17 *

Testemunhas
Red Star 1,00 + 1,00 + 1,00 + 1,00 +

Darkland 5,00 * 3,00 * 3,00 * 10,00 *

CV (%) 10,09 9,33 6,42 7,47

* — Significativamente igual a ‘Darkland’ (Dunnett, p < 0,05), + — Significativamente igual a ‘Red Star’ (Dunnett,
p < 0,05), ns — Ndo difere significativamente a ‘Darkland’ e Red Star (Dunnett, p < 0,05). Tipo de limbo= Lim;
Tipo de borda= Bor; Tipo comercial= Tip; Cor de folha= Cor.

Fonte: Da autora (2020).

Ao se considerar os caracteres em geral, verifica-se uma diversidade de respostas da

maioria das progénies, o que seria esperado, ja que os diferentes caracteres sdo controlados por
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genes independentes, segregando, portanto, independentemente. Pode-se verificar, ainda, uma
maior homozigose das progénies em relagdo aos caracteres apresentados pela cultivar Darkland
do que em relacdo a Red Star. Esta tendéncia pode, eventualmente, ser devida ao nimero de
progénies, apenas trinta, que provavelmente ndo conseguiu contemplar a diversidade de
segregacéao para os genes envolvidos em todos os caracteres na geracéo F», com base nas escalas
de notas estabelecidas.

Quando se considera o tipo de limbo, observa-se que a progénie UFLA-34 apresentou a
menor nota (1,67), sendo a unica que nao diferiu significativamente da cultivar Red Star,
mostrando-se, portanto, homozigota para limbo crespo. Ja as progénies UFLAO04, UFLAOQS5,
UFLAO7, UFLA12, UFLA14, UFLA16, UFLA24, UFLA30, UFLA31, UFLA37, UFLA3S,
UFLA40, UFLA45, UFLA46, UFLAA47 obtiveram notas que variaram de 4,22 a 5,00 nao
diferindo da cultivar Darkland, apresentando-se, portanto, homozigotas para limbo liso. Em
estudo realizado em progénies F4 de alface, oriundas entre o cruzamento envolvendo as
cultivares ‘Regina 71’ e ‘Salinas 88’, contrastantes quanto ao tipo de limbo, foi possivel a
selecdo de progénies de limbos lisos e limbos pouco enrugados (CARVALHO FILHO;
GOMES; MALUF, 2009).

Em relacéo ao tipo de borda as progénies UFLA18 e UFLA34 se apresentaram como
homozigotas para borda do tipo repicada, se assemelhando ao genitor ‘Red Star’, com notas
respectivamente de 1,38 e 1,31. J& as progénies UFLAO4, UFLA12, UFLA16, UFLA24,
UFLA31, UFLA37, UFLA45, UFLA46 e UFLA47 apresentaram notas que variaram de 2,64 a
3, com padrdo de bordas lisas, podendo ser consideradas homozigotas para este caréter,
semelhantes ao outro genitor, cultivar Darkland. As outras progénies se paresentaram como
segregantes para este carater. Carvalho Filho; Gomes e Maluf (2009) observaram que progénies
Fs4 de alface resultantes do cruzamento entre as cultivares ‘Regina 71’ e ‘Salinas 88’
(contrastantes quanto ao tipo de borda) apresentam plantas tanto de bordas lisas quanto de
bordas enrugadas.

Quando avaliado o tipo comercial, a progénie UFLA34 apresentou nota 1,06
correspondente ao padrdo do tipo crespa assemelhando-se a cultivar Red Star. As demais
progénies apresentaram médias intermediarias entre o tipo crespa e romana, com notas que
variaram de 1,61 a 2,64, se mostrando, desta forma, segregantes. Atualmente, o tipo crespa
corresponde ao principal segmento comercializado no Brasil em oposi¢éo a alface lisa, que € 0
quarto tipo varietal mais comercializado (CONAB, 2021).

Na avaliacdo da cor das folhas, as progénies UFLA12, UFLA13, UFLA15, UFLA20,
UFLA31, UFLA34, UFLA39, UFLA46 e UFLA48 obtiveram notas a partir de 9,61, nao
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diferindo significativamente da cultivar Darkland de coloragcdo verde escuro, sendo assim,
consideradas homozigotas para esta caracterisitca. As demais progénies apresentaram maior
variacdo nas tonalidades de cores entre o verde e 0 vermelho com notas médias intermediarias
(2,58 a 8,62) aos dois genitores, ndo diferindo significativamente das cultivares Red Star e
Darkland, sendo portanto, segregantes.

A Unica progénie que se apresentou como homozigota para todos os caracteres foi a
UFLA34, com limbo crespo, borda repicada e tipo comercial crespa (semelhante a cultivar Red
Star), porém, de coloragdo verde média (semelhante a cultivar Darkland). Infere-se aqui a
possibilidade de sele¢cdo de uma nova cultivar comercial de alface do tipo crespa de folhas
verdes.

A alface de cor verde ainda é mais comercializada no Brasil, mas a de cor vermelha tem
apresentado potencial de crescimento (CONAB, 2021), principalmente, devido a sua grande
utilizacdo em mistura de saladas prontas, tanto por ter uma cor atraente, quanto pela sua alta
capacidade antioxidante proporcionada por compostos bioativos, tais como antocianinas e
carotenoides (KIM et al., 2018; LLORACH et al., 2008). Devido a segregacdo para diferentes
caracteres das progénies apresentada neste trabalho, tornam-se necessarios mais ciclos de
autofecundacgédo, com selecdo de plantas dentro das progénies, para fixacdo dos diferentes
caracteres de acordo com o interesse comercial.

E importante ter o conhecimento da natureza e magnitude das correlacdes genotipicas,
fenotipicas e ambientais. Os valores da correlacdo podem variar de —1,0 a 1,0, quanto mais
préximo do mddulo 1, mais forte é a correlagdo (LOPES et al., 2002). No trabalho foram
observadas correlacdes significativas entre os caracteres avaliados, com excecao do carater
cor das folhas com os demais caracteres (TABELA 6). Ainda observou-se a existéncia de
correlacdo forte e possitiva (90,10 %) entre os caracteres tipo de limbo e tipo de borda. De
maneira semelhante, Silva (2018), ao caracterizar progénies F2.4 de alface oriundas do
cruzamento entre as cultivares Salinas 88 e Colorado, verificou que os caracteres tipo de borda
e tipo de limbo apresentam correlacdo genotipica (78,16 %). Do mesmo modo, ocorreu
correlacdo alta para o carater tipo comercial com os caracteres tipo de limbo e tipo de borda,
com valores de 83,50 % e 79,70 %, respectivamente. E importante ter o conhecimento da
natureza e magnitude dessas correlacdes ja que a correlacdo genotipica corresponde a por¢éao
genética da correlacdo fenotipica e, é utilizada para orientar programas de melhoramento, por
ter natureza herdavel (FERREIRA et al., 2003). Uma vez que nas etapas iniciais dos programas

de melhoramento séo utilizados um ndmero enorme de plantas, o uso do tipo de limbo e do tipo
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de borda como indicativos para a sele¢éo do tipo comercial desejavel pode reduzir o tempo para

obtenc¢édo de uma nova cultivar em programas de melhoramento.

Tabela 6 - Coeficientes de correlacdo fenotipica (acima da diagonal) e correlacdo genotipica
(abaixo da diagonal), entre caracteres avaliados em progénies de alface obtidas a
partir do cruzamento entre as cultivares Red Star e Darkland.

Caréter Lim Bor Tip Cor
Lim - 0,887** 0,817** -0,198
Bor 0,901** - 0,775** -0,163
Tip 0,835** 0,797** - -0,150
Cor -0,207 -0,172 -0,163 -

**[*: Significativo respectivamente a 1% e 5% de probabilidade pelo teste t (P<0,01 e P<0,05). Tipo de limbo=
Lim; Tipo de borda= Bor; Tipo comercial= Tip; Cor da folha= Cor.
Fonte: Da autora (2020).

Quando se avaliou a herdabilidade no sentido amplo (TABELA 7), verificou-se valores
acima de 90% para todos o0s caracteres, o que normalmente favorece a obtencdo de elevados
ganhos com a selecdo, ja que esse parametro corresponde a propor¢do da variabilidade total
(fenotipica), que é de natureza genotipica, indicando a possibilidade de antever o éxito com a
selecdo (SILVEIRA; MAURO; CENTURION, 2006). Os valores elevados de herdabilidade
encontrados neste trabalho sd@o um indicio da pouca influéncia do ambiente em relacdo a
resposta destes caracteres no experimento, o que pode ser confirmado pela baixa variancia
ambiental (TABELA 7).

O coeficiente de variacdo genético (CVg) é um parametro que permite inferir sobre a
magnitude da variabilidade presente na populacdo em diferentes caracteres estudados
(FERRAO et al., 2008). A razdo entre CVg e o coeficiente de variacdo ambiental (CVe) pode
ser usada na selecdo de progénies, pois é um indice que indica o grau da facilidade de selecao
para um dado carater. Quando a razdo estimada for igual ou maior que 1,0, mais favoravel é o
processo de selecdo, pois a variacdo genética € a maior responsavel pelos valores de CV
estimados (YOKOMIZO; FARIAS NETO, 2003). Deste modo, como as avaliacbes das
progénies para todos os caracteres apresentaram valores da razdo CVg/CVe superiores a 1,0,

pode-se inferir maior facilidade na obtencdo de ganhos por selecéo.
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Tabela 7 - Pardmetros genéticos para caracteres agrondmicos de progénies F2:3 de alface obtidas
a partir do cruzamento entre as cultivares Red Star e Darkland.

Parémetros genéticos e ambientais Lim Bor Tip Cor
Variancia fenotipica (média) 0,859 0,249 0,062 6,516
Variancia genotipica (média) 0,810 0,235 0,057 6,428
Variancia ambiental (média) 0,049 0,014 0,005 0,088

Herdabilidade (US: média da familia) - % 94,250 94,428 91,604 98,654
Correlacéo intraclasse (US: parcela)- % 84,530 84,960 78,433 96,067
Coeficiente de variacao genético (%) 23,255 22,053 12,269 36,419
Razdo CVg/CVe 2,338 2,377 1,907 4,942

r(L-(1/1))"0.5 0,977 0,977 0,979 0,994
Tipo de limbo= Lim; Tipo de borda= Bor; Tipo comercial= Tip; Cor de folha= Cor; US= Unidade de selecdo.
Fonte: Da autora (2020).

4 CONCLUSOES

A maioria das progénies ainda apresenta segregacdo para os diferentes caracteres, tipo
de limbo, e borda, tipo comercial e coloracgéo de folhas.

S&0 necessarios mais ciclos de autofecundacdo e selecdo para identificar gendtipos
homozigotos com caracteres agronémicos desejaveis.

A progénie UFLA34 apresenta-se como promissora para obtencdo de nova cultivar de
alface do tipo comercial crespa de folhas soltas.

A alta herdabilidade no sentido amplo para todos os caracteres, associada a valores de

relacdo Cvg/Cve elevados, favorecem o sucesso na selecao.
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TERCEIRA PARTE - CONSIDERACOES FINAIS

A alface (Lactuca Sativa L.) é a hortalica folhosa mais consumida no Brasil. A sua
insercdo na dieta esta associada a beneficios a satde, devido a presenca de compostos bioativos
em suas folhas, tais como carotenoides, antocianinas e clorofilas.

A alface possui uma enorme variabilidade quanto a forma, textura, borda e cor de folhas.
Atualmente, o tipo varietal crespa vem sendo preferido pelos consumidores brasileiros. No
entanto, existe um grande potencial de crescimento para os tipos romana e vermelha, tanto pelo
sabor agradavel e presenca de compostos bioativos em suas folhas, quanto pela tendéncia a
serem utilizados em mistura de saladas prontas.

No melhoramento genético classico, quando ndo ocorre a disponibilidade de gendtipos
que possuam caracteres qualitativos e quantitativos almejaveis para a produgdo comercial, tais
como teor de fitoquimicos, cor e uniformidade de plantas, tornando-se necessario um programa
de melhoramento especifico para obté-los. O éxito destes programas depende da existéncia de
variabilidade nas populacgdes base, pois favorece a ocorréncia de avangos ao realizar a selecéo
de plantas.

Com isso, neste trabalho, estudou-se geneticamente a distribuicdo quantitativa de
antocianinas, carotenoides e clorofila e sua correlacdo com caracteres colorimétricos e escala
de notas para cor de folha em uma populacdo segregante de plantas F, de alface oriunda do
cruzamento entre a cultivar Red Star, de cor vermelha, e a cultivar Darkland, de cor verde
escura. Também caracterizou-se progénies F2:3 de alface oriundas desse mesmo cruzamento,
visando identificar genétipos apropriados ao mercado brasileiro com base em caracteres
agrondmicos desejaveis a comercializacao.

Na primeira fase do experimento foi realizado o cruzamento entre os genitores para
obtencg&o da geracao F1. Quando a planta selecionada da geracdo F; alcangou a fase reprodutiva,
ocorreu entdo a autofecundacao natural e as sementes resultantes foram colhidas, obtendo-se,
assim, as sementes F». J& na segunda fase do experimento, 48 plantas F» foram selecionadas e
na fase reprodutiva ocorreu a autofecundacgdo natural. As sementes obtidas foram colhidas de
forma individualizada e deram origem as plantas das progénies F2:3. E finalmente, na terceita
fase, foi conduzido um exerimento para o estudo do controle genético e selegéo fenotipica, no
qual foram utilizadas 36 plantas de cada um dos genitores e da geragdo Fi, 312 plantas da
geragdo F» e 36 plantas de cada uma das 30 progénies da geragdo F2:3. Os valores obtidos nas

avaliagOes foram utilizados para as analises.
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Com o experimento foi possivel verificar que os teores de antocianinas e carotenoides
em folhas de alface sdo condicionados por mais de um gene com dominéncia parcial. E que a
cor vermelha de folhas de alface pode ser utilizada como auxilio em programas de
melhoramento para a selecdo de gendtipos com alto teor de antocianinas e carotenoides totais.
Também foi observado que os caracteres relacionados a cor de folha, obtidos por meio de
colorimetro e escala de nota, podem ser indicados para a selecdo indireta a favor do teor de
antocianinas e carotenoides totais e indice de contetdo de clorofila SPAD, devido as fortes
correlagbes com esses caracteres. Desta forma, programas que bucam desenvolver novas
cultivares de alface com altos niveis dos fitoquimicos antocianinas, carotenoides e clorofila,
poderdo utilizar esses métodos, ja que apresentam vantagem sobre os métodos de andlise
destrutiva de amostras, por ter baixo custo, sem necessidade de utilizacdo de reagentes
especializados, além de serem mais rapidos e simples.

Também foi possivel observar que a maioria das progénies F»:3, oriundas do cruzamento
entre as cultivares Red Star e Darkland apresentaram segregacao para os diferentes caracteres,
tipo de limbo, e borda, tipo comercial e cor de folhas, sendo ainda preciso avancar mais
geracOes, devido ao consequente aumento da homozigose nas progénies. Apesar disso, a
progénie UFLA34 apresentou-se promissora para obtencdo de nova cultivar de alface do tipo
comercial crespa de folhas soltas. Outro beneficio encontrado, foi que todos os caracteres
apresentaram herdabilidade ampla acima de 91% e variancia ambiental baixa, o que favorece
ganhos genéticos com a selecdo fenotipica. Desta forma, com o avanco das geracGes sera
possivel obter uma maior uniformidade de plantas quanto aos carcteres almejaveis, sendo
possivel selecionar genotipos de alface dos tipos crespa e romana, tanto de cor vermelha quanto
de cor verde.



