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RESUMO

A alface € uma das mais importantes hortalicas folhosas, sendo plantada e consumida o
ano todo, em todas as regides do Brasil. Atender a essa demanda constante torna-se um desafio,
pois a ocorréncia de temperaturas elevadas € um fator limitante para a germinacédo de sementes
de alface e temperaturas acima dos 30 °C s&o comuns em diversas regides do pais. Sementes
de alface submetidas a elevadas temperaturas durante a embebicdo sofrem um fenémeno
chamado de termoinibi¢do, que consiste na inibicdo temporaria da germinacao, sendo reversivel
qguando a temperatura é restabelecida a niveis 6timos. Existem cultivares de alface consideradas
tolerantes a termoinibicdo, como a cultivar Everglades, porém, estes materiais ndo possuem
caracteristicas que se adequem aos padrdes comerciais brasileiros. O objetivo deste trabalho foi
confirmar a ocorréncia de efeito materno em sementes de alface para a caracteristica de
tolerancia a termoinibicao, determinar os pardmetros envolvidos no controle genético desta
caracteristica, bem como a expressdo enzimatica relacionada a essa caracteristica, em sementes
de genotipos de alface oriundos dos cruzamentos entre as cultivares Everglades e Luisa. Para
isso, foram feitos cruzamentos reciprocos entre as cultivares Everglades e Luisa, obtendo-se 0s
hibridos reciprocos F1 e, a partir de autofecundacbes, as respectivas geracGes F2 e Fs. O
cruzamento entre as cultivares Everglades e Ver6nica também foi realizado como testemunha
e obtidos os hibridos reciprocos F1 e as geragdes F2 e Fz de apenas um dos hibridos. As sementes
desses 11 genotipos foram submetidas a testes de germinacao nas temperaturas de 20 e 35 °C,
cujos resultados foram expressos em porcentagem de plantulas normais e de protrusdo
radicular. Os resultados obtidos foram submetidos a analise de gerac6es por meio do software
GENES, e estimados os parametros genéticos e fenotipicos. Foram avaliadas também, as
atividades das enzimas catalase, ascorbato peroxidase e endo-p-mananase nas sementes de cada
um dos genotipos. Conclui-se que existe efeito materno para a caracteristica de tolerancia a
germinagdo em temperaturas elevadas em sementes de alface, e que a cultivar Luisa pode ser
considerada moderadamente tolerante & termoinibicdo. Conclui-se também, que a enzima
catalase pode ser utilizada como um marcador para a selecdo de genotipos de alface tolerantes
a termoinibicédo. Por fim, conclui-se que os efeitos aditivos sdo mais fortemente expressos para
a caracteristica de tolerdncia a termoinibicdo em sementes de alface, assim como a
herdabilidade no sentido amplo é relativamente alta, permitindo predizer o sucesso com a
selecdo de gendtipos tolerantes a termoinibicéo.

Palavras-chave: Melhoramento genético. Temperatura. Efeito materno.



ABSTRACT

Lettuce is one of the most important leafy vegetables, being planted and consumed
throughout the year, in all regions of Brazil. Meeting this constant demand becomes a challenge,
as the occurrence of high temperatures is a limiting factor for the germination of lettuce seeds
and temperatures above 30°C are common in several regions of the country. Lettuce seeds
subjected to high temperatures during imbibition suffer a phenomenon called thermoinhibition,
which consists of the temporary inhibition of germination, being reversible when the
temperature is restored to optimal levels. There are lettuce cultivars considered tolerant to
thermoinhibition, such as the Everglades cultivar, however, these materials do not have
characteristics that suit Brazilian commercial standards. The objective of this work was to
confirm the occurrence of maternal effect in lettuce seeds for the thermoinhibition tolerance
trait, to determine the parameters involved in the genetic control of this trait, as well as the
enzymatic expression related to this trait, in seeds of lettuce genotypes from crosses between
Everglades and Luisa cutivars. For this purpose, reciprocal crosses were made between
Everglades and Luisa cultivars, obtaining F1 reciprocal hybrids and, from self-pollination, the
respective F2 and F3 generations. The cross between the Everglades and Ver6nica cultivars was
also carried out as a control and the F1 reciprocal hybrids and the F2 and F3 generations of only
one of the hybrids were obtained. The seeds of these 11 genotypes were submitted to
germination tests at temperatures of 20 and 35°C, whose results were expressed as percentage
of normal seedlings and root protrusion. The results obtained were subjected to generational
analysis using the GENES software and estimated the genetic and phenotypic parameters. The
activity of the catalase, ascorbate peroxidase and endo-B-mannanase enzymes in the seeds of
each genotype was also evaluated. It is concluded that there is a maternal effect for the
characteristic of tolerance to germination at elevated temperatures in lettuce seeds and that the
cultivar Luisa can be considered moderately tolerant to thermoinhibition. It is also concluded
that the enzyme catalase can be used as a marker for the selection of lettuce genotypes tolerant
to thermoinhibition. Finally, it is concluded that the additive effects are more strongly expressed
for the trait of tolerance to thermoinhibition in lettuce seeds, as well as the heritability in the
broad sense is relatively high, allowing to predict the success with the selection of genotypes
tolerant to thermoinhibition.

Keywords: Plant breeding. Temperature. Maternal effect.
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1 INTRODUCAO

Considerada a mais importante das hortalicas folhosas, a alface (Lactuca sativa L.)
destaca-se tanto no mercado brasileiro quanto no mercado mundial. Na culinaria, é bastante
apreciada devido ao seu sabor suave e suas caracteristicas nutricionais, atuando como fonte de
fibras, vitaminas e minerais. Majoritariamente, € consumida in natura na forma de salada,
podendo ser utilizada também como ingrediente em sanduiches e pratos frios. O consumo desta
hortalica aumenta substancialmente nas épocas mais quentes do ano, onde ha preferéncia por
alimentos leves, de facil digestdo e que proporcionam frescor (COSTA; SILVA; RIBEIRO,
2016; ROSSETTI et al., 2020).

Devido a grande aceitacdo deste produto pelo mercado consumidor e sua elevada
demanda, a alface é produzida de forma constante ao longo do ano em todas as regides do
Brasil. Entretanto, essa producdo € bastante sujeita a sazonalidade, tendo em vista as diferentes
condic@es climaticas encontradas ao longo do territorio brasileiro (NASCIMENTO; CRODA,;
LOPES, 2012; NUNES et al., 2019; SOUZA et al., 2019). Temperaturas acima dos 30 °C
ocorrem com frequéncia na maioria das regides do pais, sendo um fator limitante para o
crescimento e desenvolvimento de plantas e, particularmente, para a germinacao das sementes
(ALMEIDA et al., 2019).

A alface é uma espécie originaria de clima ameno (SOUZA et al., 2019) e a temperatura
ideal para a germinacdo de suas sementes situa-se proximo aos 20 °C (BRASIL, 2009). Em
condicdes de temperaturas elevadas, acima dos 30 °C, a maioria das cultivares ndo germina
(ALMEIDA et al., 2019), o que pode ser atribuido a dois fatores distintos, a termodorméncia e
a termoinibicdo. A termodorméncia é considerada uma condicdo permanente, mediante a qual,
as sementes, uma vez expostas a elevadas temperaturas, ndo germinam, mesmo se submetidas
a condicao de temperatura ideal para a germinacdo. A germinacdo so podera ser restabelecida,
se as sementes forem submetidas a um tratamento para superacdo de dorméncia. Ja a
termoinibicdo € uma condicdo temporaria, mediante a qual as sementes deixam de germinar
guando expostas a temperaturas elevadas, porém, sua capacidade de germinar é imediatamente
restabelecida se a temperatura for reduzida para niveis adequados (HUO; BRADFORD, 2015;
HUO et al., 2016).

A temperatura exerce influéncia ndo apenas sobre o processo germinativo, mas também
durante o processo de producdo da semente, de forma que, sementes produzidas em ambiente
com temperaturas elevadas, tendem a aumentar seu limite maximo de tolerancia para a

germinacdo, a despeito do genotipo em questdo ser ou ndo considerado termotolerante
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(NASCIMENTO; CRODA; LOPES, 2012). Todavia, esse aumento da tolerancia promovido
pela temperatura no ambiente de produgédo ndo é suficiente para sanar as perdas em germinacao.
Além disso, a produtividade da cultura pode também ser comprometida em temperaturas
elevadas, pois temperaturas acima dos 30 °C estimulam a entrada precoce das plantas no ciclo
reprodutivo, marcado pela emissdo prematura da haste floral, o que afeta negativamente a
producdo comercial de folhas (CRODA et al., 2008; SOUZA et al., 2019).

Cabe destacar que a termotolerancia em alface € um termo genérico, que pode se referir
a reacdo da planta quanto a tolerancia a diferentes condicdes de temperatura, para diferentes
caracteristicas. Como exemplo, pode-se citar a tolerancia ao florescimento precoce, a tolerancia
ao armazenamento em temperaturas elevadas (termodorméncia) e a tolerancia a germinagao em
temperaturas elevadas (termoinibicao).

Estudos relacionados a tolerancia a termoinibi¢cdo em sementes de alface mostram que
ha variabilidade para esta caracteristica, sendo alguns genotipos termotolerantes identificados
por diferentes pesquisadores, tais como 'Florida Buttercrisp' (s15k0106/ Pl 667844), com maior
porcentagem de germinacgdo a 35 °C (WEI et al., 2020); o acesso primitivo Lactuca sativa L.
P1251246, capaz de germinar a 33 °C (YOONG et al., 2016), a cultivar Everglades, cuja
germinagéo é superior a 70% a 35 °C (CATAO et al., 2014; CATAO et al., 2016) e 0 acesso
Lactuca serriola UC96US23, capaz de germinar em torno de 37 °C (ARGYRIS et al., 2011).
A cultivar Luiza, alface comercial de folhas lisas, se mostrou também superior a diferentes
cultivares quanto a tolerancia a germinacdo em temperaturas elevadas, sendo considerada
moderadamente tolerante & termoinibicdo (VILLELA et al., 2010; CATAO et al., 2014;
CATAO et al., 2018; CATAO et al., 2022) com germinacio inferior & da cultivar Everglades,
porém, superior a outros genoétipos comerciais.

A ocorréncia da variabilidade genética para a tolerancia a termoinibicéo entre genétipos
de alface esti associada a atividade de enzimas em suas sementes, tais como a catalase,
ascorbato peroxidase e superdxido dismutade, por participarem dos mecanismos de defesa
contra o estresse oxidativo em vegetais, e a endo-B-mananase, sendo esta relatada como a mais
importante no processo germinativo por estar relacionada a hidrdlise de mananos, 0s quais
representam o0s principais componentes do tecido endosperméatico (NASCIMENTO;
CANTLIFFE; HUBER, 2004; CATAO et al., 2014; OMEZZINE; LADHARI; HAOUALA,
2014; CATAO et al., 2016; ALMEIDA et al., 2019).

A identificacdo de gendtipos termotolerantes para germinagdo em temperaturas
elevadas, ou tolerantes a termoinibicdo, é uma estratégia primordial em programas de

melhoramento, visando ao desenvolvimento de genoOtipos que conciliem caracteristicas
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agrondmicas desejaveis e boa adaptabilidade e estabilidade para a germinagédo e o cultivo em
regides tropicais. Contudo, a obtencdo de gendtipos comerciais de alface que possuam tais
caracteristicas, ainda é relativamente dificultada pela limitacdo de conhecimento acerca dos
parametros genéticos e fenotipicos relacionados a caracteristica de tolerancia a termoinibicao,
bem como aos processos enzimaticos ligados a germinacdo nesta condi¢do (ARGYRIS et al.,
2011).

Perante o exposto, o objetivo deste trabalho foi determinar os parametros envolvidos no
controle genético da caracteristica de tolerancia a termoinibicdo em alface, bem como a
expressdo enzimatica relacionada a essa caracteristica, em sementes de genoétipos de alface

oriundos dos cruzamentos entre as cultivares Everglades e Luiza.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1  Caracteristicas da espécie (Lactuca sativa L.)

Pertencente a familia Asteraceae, uma das mais abundantes e diversificadas familias
boténicas, a alface (Lactuca sativa L.) € uma planta de porte herbaceo e de ciclo anual, oriunda
de regides de clima temperado proximo ao mar mediterraneo (FILGUEIRA, 2000; SILVA et
al., 2020). Em contraponto, a ocorréncia de dias longos e temperaturas elevadas estimulam na
alface o inicio precoce do ciclo reprodutivo, afetam negativamente a germinagdo das sementes
e, consequentemente, diminuem a produtividade da cultura (CRODA et al., 2008; BUFALO et
al., 2012; ALMEIDA et al., 2019).

As sementes de alface sdo do tipo cipsela (OLIVEIRA et al., 2011), um fruto seco
recoberto por um tegumento pouco espesso que pode ter coloracdo branca ou preta. O tamanho
e 0 peso das sementes sao bastante reduzidos, podendo variar em média de 3,16 mm a 3,64 mm
de comprimento por 1,13 mm a 1,25 mm de largura, com peso médio de mil sementes de 0,931
gramas (NASCIMENTO et al., 2012; ROSSETTI et al., 2020).

O processo germinativo das sementes de alface tem inicio aproximadamente dois dias
ap6s a semeadura. A germinacdo € considerada do tipo epigea e ocorre por meio do
alongamento do hipocétilo e formacdo da alca hipocotiledonar que se desdobra verticalmente,
fazendo com que os cotilédones sejam expostos (ROSSETTI et al., 2020).

Temperaturas entre 20 °C e 25 °C sdo consideradas ideais para a germinacdo de
sementes de alface de acordo com os padrdes estabelecidos pelas Regras para Analise de
Sementes - RAS (BRASIL, 2009). Sendo que a maioria das cultivares comerciais disponiveis
apresenta termosensibilidade, ndo germinando acima de 28 °C (YOONG et al., 2016).

Diversos estudos relataram que a ocorréncia de temperaturas elevadas é um fator
limitante para a germinacdo de sementes de alface (NUNES et al., 2019; SOUZA et al., 2019;
ROSSETTI et al., 2020; SILVA et al., 2020), o que parece estar relacionado a dureza do
endosperma, impedindo a retomada do crescimento do eixo embrionario e, por conseguinte, a
protrusdo radicular (KOZAREWA et al., 2006; NASCIMENTO; CRODA; LOPES, 2012).
Logo, para que ocorra a germinacéo, € necessario o enfraguecimento do tecido endospermatico,
fendmeno esse promovido pela acdo de enzimas como a endo-f-mananase (NASCIMENTO;
CANTLIFFE; HUBER, 2004). Resultados obtidos em estudos realizados por Catdo et al.
(2014) evidenciaram que através do perfil enzimatico de proteinas resistentes ao calor é possivel

identificar genotipos de alface termotolerantes.
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2.2 Termoinibigdo em sementes de alface

Devido as caracteristicas climaticas da regido mediterranea, as sementes de alface
encontram maior possibilidade de se perpetuarem quando germinam e se desenvolvem durante
0 outono chuvoso ou no inicio da primavera. Embora essa regido apresente um verdo quente e
predominantemente seco, precipitacbes podem ocorrer ocasionalmente levando as sementes a
germinarem sob condicGes desfavoraveis. Como forma de garantir que a germinacgao ocorra em
condicdes propicias a sobrevivéncia da espécie, as sementes de alface desenvolveram um
mecanismo que suprime a germinacdo mediante a ocorréncia de temperaturas elevadas,
denominado termoinibigdo (HUO et al., 2016).

A termoinibicdo é considerada um problema comum que impacta a producdo de alface,
uma vez que o retardo ou a suspensao da germinagdo podem levar a uma menor emergéncia de
plantulas e a um menor estande (LAFTA; MOU, 2013). As sementes de alface podem
apresentar termoinibigcdo quando a embebicdo acontece sob temperaturas elevadas, sendo esta
uma resposta provocada por tal condicdo de estresse abidtico. Entretanto, a termoinibicédo é um
fendmeno temporario que pode ser revertido com a diminuicdo da temperatura, permitindo que
as sementes germinem normalmente (HUO; BRADFORD, 2015; HUO et al., 2016).

A regulacédo da termoinibicdo em sementes de alface esta relacionada com a expressdo
de genes que controlam o metabolismo e o balanco de horménios vegetais, principalmente do
acido abscisico (ABA), da giberelina (GA) e do etileno (HUO; BRADFORD, 2015; NUNES et
al., 2019), sendo o ABA, apontado como o principal inibidor da germinacao, sobretudo nos
primeiros estadios de desenvolvimento (TAIZ et al., 2017). J& a presenca da GA e do etileno
estdo relacionadas ao favorecimento da germinacgdo. Estudos realizados por Argyris et al.
(2008), com diferentes gendtipos de alface, demonstraram que a expressao de genes
relacionados a biossintese de GA e etileno foram mais fortemente expressos nos genotipos
termotolerantes quando houve germinacdo em temperaturas elevadas, ao passo que genes
relacionados a biossintese do ABA, foram mais fortemente expressos em genotipos
termossensiveis quando a germinacdo ndo ocorreu, estando estes submetidos as mesmas
condigdes de temperatura.

Acredita-se que a caracteristica de tolerancia a termoinibicdo em sementes de alface
apresente efeito materno. Pode-se definir efeito materno como a interferéncia causal do
gendtipo ou fenotipo do genitor feminino na expressdao do fenotipo de sua descendéncia
(WOLF; WADE, 2009). O que no caso da tolerancia a termoinibicdo, se deve a constitui¢do

genética dos tecidos da semente, sendo o tegumento de constituicdo genética exclusivamente
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materno (BERGER; GRINI; SCHNITTGER, 2006) e o endosperma triploide (3n), onde dois
tercos (2n) séo de origem materna (ORSI; TANKSLEY, 2009). Desta forma, a predominancia
do geno6tipo materno nos tecidos da semente faz com que o fenétipo da prole oriunda de um
cruzamento se assemelhe ao fenoétipo do parental feminino no que se refere as caracteristicas
do tegumento e do endosperma (WOLF; WADE, 2009). Em consequéncia disso, para se fazer
0 estudo da caracteristica de tolerancia a germinacdo em temperaturas elevadas, é necessario
considerar que a geracao F; apresentara média de germinagéo similar a do parental feminino, a
geracdo F, apresentara media de germinacdo similar a da geracao F1, a geracdo Fz apresentara
média de germinacdo similar a da geracdo F», e assim por diante, devendo entéo a geracao F

ser considerada como o ‘F1 verdadeiro’ e a geragdo F3 como o ‘F> verdadeiro’.

2.3  Enzimas relacionadas a germinacéo

Os processos metabdlicos dos vegetais podem ser influenciados por fatores ambientais,
tais como salinidade, radiacdo solar, acdo de patdgenos, presenca de agroquimicos,
disponibilidade hidrica e temperatura, ocasionando o estresse oxidativo em plantas. As reacdes
metabdlicas decorrentes do estresse alteram processos como a fotossintese e a respiracdo
celular, promovendo a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (CAVERZAN
CASASSOLA; BRAMMER, 2016; XIE et al., 2019).

Espécies reativas de oxigénio sdo moléculas que mediam a sinalizacao intracelular de
respostas fisioldgicas e bioldgicas (RECZEK; CHANDEL, 2015). Quando produzidas em
elevadas quantidades, podem levar a morte celular por peroxidacao de lipideos da membrana,
levando a producdo de radicais livres que podem ser toxicos para a semente, por oxidacdo de
proteinas, por danos as moléculas de acidos nucleicos e por inibicdo enzimatica. Entretanto,
guando produzidas em niveis baixos, atuam como moléculas sinalizadoras para a ativacdo dos
mecanismos de defesa das plantas contra os efeitos do estresse (MITTLER, 2017).

A maquinaria celular de defesa antioxidante nos vegetais inclui componentes
enzimaticos e ndo enzimaticos, podendo operar em diferentes compartimentos celulares, como
0s peroxissomos, cloroplastos e na membrana plasmatica. Dentre os antioxidantes enzimaticos
pode-se destacar as enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato
peroxidase (APX), e dentre os componentes ndo enzimaticos como acido ascorbico,
carotenoides, flavonoides e tocoferdis (SHARMA et al., 2012; PANDEY et al., 2017).

A ocorréncia de temperaturas elevadas é um fator ambiental desfavoravel para espécies

de clima temperado como a alface, interferindo na capacidade germinativa das sementes. Para
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que haja a protrusdo radicular e a retomada do crescimento do eixo hipocotilo-radicula, é
necessario que ocorra 0 amolecimento do tecido endospermatico, o que se da por meio da acéo
de diversas enzimas antioxidantes, como a catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX) e
superdxido dismutase (SOD) (PANDEY et al., 2017; ALMEIDA et al., 2019; ROSSETTI et
al., 2020).

2.3.1 Catalase

O termo ‘catalase’ foi descrito pela primeira vez por Loew (1900), que concluiu que
uma atividade enzimatica distinta das peroxidases ou oxidases estava presente nos extratos de
folhas de tabaco. Como muitos estudos subsequentes, as conclusdes de Loew foram baseadas
no que ficou conhecido como ‘teste da catalase’, no qual a evolucdo de O a partir de H20>
pode ser prontamente observada em certos tecidos bioldgicos ou extratos de tecidos. Esta
propriedade evidencia a diferenca basica entre as duas principais vias para 0 metabolismo do
H>0> nas células.

A remocgdo de H»O> por peroxidases requer uma pequena molécula redutora (ou
proteinas como citocromo ¢ ou tioredoxina) para atuar como um cofator de regeneracdo e ndo
leva a evolucdo de O2 porque a agua é o produto. Em contraste, catalases ‘verdadeiras’
(monofuncionais), catalisam principalmente uma reacdo de dismutacdo na qual uma primeira
molécula oxidante de H.O; é transformada em agua e uma segunda H2O: redutora é entdo
convertida em O (MHAMDI; NOCTOR; BAKER, 2012).

Dessa forma, devido suas propriedades cinéticas, a catalase mantém o H>O2 em niveis
baixos e, portanto, é considerada como uma das principais enzimas antioxidantes com papel

fundamental nas plantas em condicGes de estresse (NANDI et al., 2019).

2.3.2 Ascorbato peroxidase

A ascorbato peroxidase € a enzima chave no sistema de eliminagdo de compostos
toxicos para as células, participando como antioxidante que combate esses radicais livres, onde
convertem esses compostos danosos em produtos menos toxicos na célula. Esse € o primeiro
passo do ciclo AsA-glutationa (GSH) que usa AsA como seu doador de elétrons especifico para
reduzir H2O. em agua (KUO; CAI; LEE, 2020). Seu papel na manutengdo do equilibrio redox
foi observado tanto no ciclo de vida normal das plantas quanto durante vérias condicdes de
estresse abiotico (PANDEY et al., 2017).
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A ascorbato peroxidase esta presente em varias organelas subcelulares e é relatada como
um regulador eficiente de radicais livres, pois contribui ao maximo para a desintoxicacéo do
perdxido de hidrogénio, atuando, principalmente, na sequéncia de eventos bioquimicos, apos a
aco da superoxido dismutase converter o excesso de 0% em H,O2, onde este Gltimo é removido
pela ascorbato peroxidase (SCANDALIQOS, 2005; PANDEY et al., 2017).

A ascorbato peroxidase catalisa a reacdo em que duas moléculas de ascorbato sdo
oxidadas para reduzir uma molécula de H.O> a 4gua e esta envolvida na detoxificacdo do H20-
tanto dentro da célula quanto no apoplasto (ZHENG; VAN HUYSTEE, 1992).

2.3.3 Endo-p-mananase

As sementes de alface possuem o embrido totalmente envolvido pelo endosperma, que
é constituido por uma camada de duas a quatro células. O endosperma atua como uma barreira
fisica a emissdo da radicula, podendo retardar ou prevenir a germinagdo das sementes,
especialmente sob condicGes desfavoraveis como altas temperaturas (REGO et al., 2011).
Dessa forma, para que ocorra a emissdo da radicula, é necessario o amolecimento do
endosperma, e, como a parede celular do endosperma das sementes de alface é constituida
principalmente por galactomananos (HALMER; BEWLEY; THORPE, 1975) a enzima endo-
B-mananase desempenha importante papel neste mecanismo (ALBUQUERQUE et al., 2010,
CATAO et al., 2014).

A producdo da enzima endo-f-mananase ocorre durante 0 processo germinativo ou na
deterioracdo da semente, estando envolvida no processo de degradagdo da parede celular do
endosperma e seu consequente amolecimento, e na mobilizacdo de reservas da semente para
nutricdo do embrido. Contudo, pouco se sabe sobre o papel que essa enzima desempenha no
mecanismo de germinacao e sua regulacdo (CARVALHO, 2017).

Nascimento, Cantliffe e Huber (2004), avaliando a expressdo enzimatica e atividade do
etileno em sementes de alface de duas cultivares, Everglades (termotolerante) e Dark Green
Boston (termosensivel), concluiram que o etileno pode diminuir a inibigdo da germinacdo de
sementes de alface em temperaturas elevadas, pois a presenca desse hormdnio vegetal esta
correlacionada ao aumento da atividade da enzima endo-pB-mananase. Esse efeito se deve ao
fato de a endo-f-mananase estar envolvida no processo de degradagdo dos galactomananos,
constituintes principais do endosperma.

Em sementes de café, Ferreira et al. (2018) concluiram que a enzima endo-f-mananase

é eficiente no estudo dos efeitos do processamento e secagem, podendo ser avaliados em
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sementes inteiras, endospermas ou embrifes. Nesse mesmo sentido, Catédo et al. (2018),
avaliando o perfil enzimatico de sementes de alface armazenadas por diferentes periodos (30,
60, 90 e 120 dias) e temperaturas (15, 25 e 35 °C), concluiram que a expressdo da enzima endo-
-mananase sofre influéncia do tempo e das condi¢6es de armazenamento, sendo reduzida em
periodos mais longos e sob temperaturas elevadas. Demonstra-se assim, que a enzima endo-f3-
mananase pode ser utilizada como um indicador da qualidade fisiol6gica das sementes e como

um marcador para a identificacdo de gendtipos termotolerantes (CATAO et al., 2014).

2.4  Parametros genéticos

A utilizacdo de ferramentas que possibilitam estimar os parametros genéticos das
populacdes é de suma importancia para 0s programas de melhoramento, pois permite
compreender o controle genético de determinada caracteristica, explorar a sua variabilidade e
determinar o potencial de uma populacdo para a selecdo. Essas informagdes auxiliam o
melhorista no processo de tomada de decisdo, assegurando a adocdo de estratégias de
melhoramento mais adequadas, que garantam a obtencdo de ganhos genéticos com os ciclos
seletivos (RAMALHO et al., 2012; PATRICIO et al., 2019).

O fendtipo é o que diferencia entre si os individuos de uma populacdo, sendo
determinado pelo gendtipo e podendo sofrer variacdes decorrentes da influéncia ambiental.
Dessa forma, a variancia fenotipica corresponde ao somatério entre a variancia genotipica e a
variancia ambiental. O conhecimento da variancia fenotipica é essencial, pois pode ser dividida
em porcOes herdaveis e ndo-herdaveis, além de estar sujeita a ocorréncia da interacdo gendétipo
por ambiente. Entretanto, o foco nos programas de melhoramento deve estar no conhecimento
da variancia genética, a qual contempla as caracteristicas que serdo transmitidas a descendéncia,
a despeito da influéncia ambiental a que estejam submetidas (ALVES, 2020).

Outro parametro de importancia a ser estudado é a herdabilidade, que diz respeito a
hereditariedade de uma dada caracteristica, determinando quanto do fendtipo sera expresso na
descendéncia (MONTEIRO, 2018). A herdabilidade no sentido amplo pode ser interpretada
como a proporcao da variancia genotipica que esta contida na variancia fenotipica (SOUZA,
2006). Por sua vez, a herdabilidade no sentido restrito se refere a propor¢éo entre a variancia
genética aditiva e a variancia fenotipica (RAMALHO et al., 2012). A associacdo entre alta
herdabilidade e efeitos aditivos pressupde a obtencdo de ganhos com a selecdo de genotipos
superiores (ALVES, 2020).
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A estimativa do grau medio de domindncia pode ser um pardmetro utilizado para
analisar o efeito genético dos genes envolvidos no controle de determinada caracteristica. O
grau medio de dominancia permite determinar qual tipo de interacdo ocorre entre alelos de um
mesmo gene, dominancia completa, auséncia de dominancia, dominancia parcial e
sobredominancia, sendo esse valor obtido por meio da posi¢do relativa do heterozigoto em
relacdo as médias dos homozigotos (RAMALHO et al., 2012; ALVES, 2020).

Conhecer o numero de genes envolvidos no controle de um dado carater é importante
para que se possa determinar o tipo de heranca, que pode ser de natureza monogénica,
oligogénica ou poligénica. Ao determinar o nimero de genes é possivel estabelecer o tamanho
ideal da populacdo a ser trabalhada para a obtengdo de um gen6tipo desejado, de forma tal que,
guanto maior for o nimero de genes envolvidos no controle da caracteristica, mais ciclos de
selecdo serdo necessarios (BALDISSERA et al., 2014; ALVES, 2020).

A compreensdo da genética e das interacBes génicas relacionadas a expressdo de
determinados caracteres é fundamental para a sua adequada exploracdo. Esse conhecimento das
bases genéticas envolvidas fomenta o desenvolvimento de programas de melhoramento que
aliem em uma mesma cultivar diversos caracteres de interesse (OLIVEIRA et al., 2019).

Neste sentido, Oliveira et al. (2021) estudaram o controle genético da tolerancia a
termoinibi¢cdo em sementes de alface oriundas do cruzamento entre as cultivares contrastantes
Everglades e Veronica, concluindo que o controle genético desta caracteristica é atribuido a
um, ou poucos genes, sendo os efeitos aditivos predominantes, permitindo antever o sucesso
com a selecdo. Essa constatacdo é de grande valia no caso da tolerancia a termoinibicdo, pois
0s genotipos descritos na literatura como potenciais fontes de alelos para tal caracteristica, a
exemplo da cultivar Everglades, ndo apresentam caracteres agrondmicos que atendam aos

padrdes comerciais.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1  Obtencao das sementes

O experimento foi realizado em ambiente protegido, em uma estufa situada nas
dependéncias do Departamento de Agricultura da Escola de Ciéncias Agrarias de Lavras
(DAG/ESAL) da Universidade Federal de Lavras-MG.

Para a obtencdo dos materiais utilizados neste estudo, sementes das cultivares
Everglades (tolerante & termoinibicdo), Luisa (moderadamente tolerante & termoinibicao) e
Ver0nica (suscetivel a termoinibicdo) foram semeadas em bandejas de poliestireno expandido
de 128 células preenchidas com substrato comercial Carolina ®, utilizando trés sementes por
célula. A medida em que as plantulas emergiam, realizava-se o desbaste, deixando apenas uma
plantula por célula. As mudas foram conduzidas em casa de vegetacdo com controle da
temperatura feita por meio de um termostato, o qual foi ajustado para acionar o sistema de
arrefecimento quando a temperatura ambiente atingisse os 30 °C, sendo esta, a temperatura
maxima. A irrigacdo se deu em dois turnos, matutino e vespertino, realizada de forma manual,
conforme a necessidade.

Aos 30 dias ap6s a semeadura, as mudas foram transplantadas para vasos de polietileno
rigido de 10 litros, preenchidos com uma mistura de terra, substrato comercial e areia na
proporcédo de 2:1:1, respectivamente. Os vasos foram colocados sobre bancadas de alvenaria de
1 metro de altura, na mesma casa de vegetacdo onde foram produzidas as mudas e mantidos
sob as mesmas condicgdes de temperatura, sendo 10 vasos de cada cultivar, perfazendo um total
de 30 vasos. As plantas foram tutoradas verticalmente utilizando como apoio estacas de bambu
e amarrios feitos com fitilho plastico. A irrigacdo foi feita manualmente duas vezes ao dia, no
periodo matutino e vespertino, conforme a necessidade do substrato. O controle de pragas que
ocorriam esporadicamente, como a lagarta falsa-medideira (Pseudoplusia includens), foi feito
por meio de catacdo manual e eliminacdo das lagartas. Ja o controle de doengas ocasionais,
como o oidio (Oidium spp.), foi feito por meio da aplicagéo de calda bordalesa.

Ao observar a emissao das primeiras hastes florais, o que ocorreu de forma concomitante
para ambas as cultivares, foi feito 0 acompanhamento diario até a constatacdo da ocorréncia de
antese floral. A partir da antese, foram realizados diariamente 0s cruzamentos reciprocos
Everglades (9) x Luisa (&), Luisa (?) x Everglades (&), Everglades (9) x Veronica (J) e
Veronica (Q) x Everglades (&) feitos por meio de hibridacdes manuais, durante todo o periodo

em que as plantas emitiam novos botdes florais.
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As hibridagdes manuais foram realizadas de acordo com a técnica de emasculagéo e
despolinizag¢do por jato d’agua proposta por Nagai (1980). O processo de emasculacdo foi
realizado diariamente antes do nascer do sol, iniciando as 4:00h com a selecéo prévia dos botbes
florais cuja antese ocorreria naquele dia, seguida da emasculacéo e despolinizacéo, finalizando
por volta de 05:30h. Os botdes selecionados foram identificados por um pedaco de 1a de cor
especifica para cada cruzamento, amarrado ao seu peciolo e, posteriormente, foi feito o corte
com lamina acima da delimitacdo do célice, a fim de remover os estames. Para evitar a
ocorréncia de autofecundacdo, os botdes emasculados foram lavados com um jato de agua
deionizada, aplicado delicadamente com auxilio de uma pisseta. A coleta das flores dos
parentais masculinos ocorreu apos as 8:00h, quando observada a sua completa antese e também
a exposicdo dos estigmas bifidos nos botdes emasculados. A polinizacéo foi feita por meio do
leve esfregaco das flores abertas dos parentais masculinos, com os botdes florais emasculados
dos parentais femininos.

A colheita das sementes foi feita de forma gradativa, & medida que os botdes florais
polinizados entravam em processo de dessecacdo, sendo feita antes da deiscéncia natural das
cipselas. Aos 15 dias ap0ds as Ultimas hibridac6es, a irrigacdo foi suspensa para facilitar o
processo de colheita. As sementes colhidas de cada cruzamento, correspondentes aos hibridos
reciprocos Fi(‘Everglades’ x ‘Luisa’), Fi(‘Luisa’ x ‘Everglades’), Fi(‘Everglades’ x
“Veronica’) e Fi(‘Veronica’ x ‘Everglades’) foram limpas manualmente e de forma delicada,
com o auxilio de uma peneira, a fim de evitar perdas. Em seguida foram secas e armazenadas
em sacos de papel identificados, conforme cada cruzamento.

As sementes das geracdes F2 e Fs dos cruzamentos ‘Everglades’ x ‘Luisa’ € ‘Veronica’
x ‘Everglades’, foram obtidas por meio de autofecundacdo de plantas F1 e F2, respectivamente.
As condicdes, os materiais e o local utilizados para a producéo, tanto das mudas, quanto das
plantas F1 e F», utilizadas para a autofecundagéo, foram os mesmos descritos anteriormente para
a producdo dos hibridos F.

Visando a posterior realizacdo dos teste de germinagdo e de expressdo enzimatica,
sementes dos parentais Everglades e Luisa, dos hibridos F1 dos cruzamentos reciprocos
‘Everglades” x ‘Luisa’ e ‘Luisa’ x ‘Everglades’ e das geracdes F. e F3 do cruzamento
‘Everglades’ x ‘Luisa’, foram obtidas na mesma época, a fim de garantir maior confiabilidade
e coeréncia dos resultados, uma vez que as caracteristicas de toleréncia a termoinibi¢do podem
variar de acordo com o tempo de armazenamento das sementes. O mesmo foi feito para o
parental Verénica, seus respectivos hibridos F1 e as geracfes F2 e Fz do cruzamento ‘Verdnica’

x ‘Everglades’, entretanto, estes genotipos ndo foram submetidos ao teste de expressdo
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enzimatica, pois foram utilizados apenas como testemunha termosensivel no teste de
germinacao.

Todos os cruzamentos descritos nesse trabalho seguem o mesmo padréo de
nomenclatura, com o nome do genitor feminino a esquerda, seguido da letra “x” que indica o
cruzamento, e 0 nome do genitor masculino & direita conforme o modelo a seguir: ‘Genitor

feminino’ x ‘Genitor masculino’.

3.2  Teste de germinacao

Os testes de germinacdo foram realizados no Laboratério de Tecnologia de Sementes e
Matologia da Universidade do Estado de Mato Grosso (UNEMAT), localizado no municipio
de Alta Floresta-MT.

Os gendtipos avaliados foram os parentais Everglades, Luisa e Verdnica, as geragdes
F1, F2 e F3 do cruzamento ‘Everglades’ x ‘Luisa’, 0 hibrido F1 do cruzamento ‘Luisa’ x
‘Everglades’, 0s hibridos F1 dos cruzamentos reciprocos ‘Everglades’ x “Verdnica’ e “Veronica’
x ‘Everglades’ e as geragOes F2 e Fzdo cruzamento ‘Veronica’ x ‘Everglades’, totalizando 11
genotipos, onde cada genotipo configura um tratamento.

Foram realizados dois testes de germinacédo distintos, de acordo com a metodologia
proposta pelas regras para analise de sementes (BRASIL, 2009), ambos feitos em estufa B.O.D.,
com controle de umidade e temperatura, sob um fotoperiodo de 12 horas de luz. A montagem
dos testes foi feita em caixas acrilicas transparentes do tipo gerbox, preenchidas com papel
mata-borrdo umedecido com 2,5 vezes seu peso em agua destilada. Sempre que necessario, 0
papel mata-borrdo era umedecido novamente, para evitar que as sementes ficassem secas.
Foram utilizadas 50 sementes por cada caixa gerbox, aquw correspondia a uma parcela.

No primeiro teste utilizou-se a temperatura de 20 °C, a fim de verificar o percentual de
germinacao de cada gendtipo sob as condicGes ideais para a germinacgdo de sementes de alface.
A primeira e a segunda contagem de germinacdo foram realizadas no 4° e 7° dias
respectivamente.

O segundo teste foi feito utilizando a temperatura de 35 °C, a fim de identificar a
ocorréncia de tolerancia a termoinibigéo, para germinacao sob temperaturas elevadas entre os
gendtipos testados. A primeira e segunda contagem de germinacdo foram realizadas no 4° e 7°
dias respectivamente. Neste teste, posteriormente a Gltima contagem, a temperatura foi reduzida

para 20 °C e as caixas gerbox foram mantidas na estufa B.O.D. por mais 7 dias, a fim de
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verificar se as sementes remanescentes estavam mortas, duras ou haviam sofrido termoinibicéo,
devido a elevada temperatura (DA SILVA et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2021).

Para o teste a temperatura de 20 °C, os resultados foram expressos em percentual de
plantulas normais. Ja para o teste a temperatura de 35 °C, foram quantificados o percentual de
plantulas normais (PN) e também o percentual de protrusao radicular (PR).

O delineamento experimental utilizado para ambos os testes foi inteiramente
casualizado (DIC), com quatro repeticOes, totalizando 44 parcelas em cada teste. Cada parcela
consistia em uma caixa gerbox com 50 sementes, totalizando 200 sementes por tratamento.

Os dados obtidos para ambas a variaveis foram submetidos a analise de variancia pelo
teste F, ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o software estatistico GENES versdo
1990.2019.51 (CRUZ, 2013).

3.3 Anélises enzimaticas

As anélises enziméticas foram realizadas no Laboratdorio de Anélise de Sementes da
Universidade Federal de Lavras (LAS-UFLA), localizado nas dependéncias do
DAG/ESAL/UFLA.

Foram extraidas e quantificadas as enzimas catalase, ascorbato peroxidase e endo-f-
mananase das sementes das cultivares Everglades e Luisa, dos hibridos F1 reciprocos oriundos
do cruzamento entre essas cultivares e de suas respectivas geracdes F2 e F3, totalizando oito

gendtipos.

3.3.1 Catalase (CAT)

A extracdo do ensaio da enzima catalase foi preparada macerando 200 mg de sementes
em nitrogénio (N2) liquido com 50% de polivinilpolipirrolidona (PVPP). Apds isso, 0 material
foi homogeneizado em 1.500uL da solugdo tampao de extragdo de fosfato de potassio 400mM
(pH 7.8), contendo EDTA 10mM, acido ascorbico 200mM e agua. O homogenato foi
centrifugado por 10 min a4 °C a 13.000 x g e o sobrenadante foi coletado.

A incubacdo da catalase foi feita de acordo com Havir e Mchale (1987). A solucéo
tampé&o contendo fosfato de potassio 200mM (pH 7.0) e agua foi incubada em banho-maria a
30 °C e em seguida pipetada em microplacas. O (H20.) perdxido de hidrogénio (250mM) foi

adicionado na hora da leitura, realizada a 240 nm de 15 em 15 segundos durante 3 min.
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A atividade enzimatica da CAT em U mL* é dada pela seguinte expressdo adaptada de
Aebi (1984), usando o valor de 39,4mM™ cm™ como coeficiente de absortividade molar do
H202:

Atividade CAT = (AAbs/At) x (Vt/39,4 x V) (umol min* mL™* = U mL™) 1)
Em que:
AAbs/At é o declive da reta obtida no espectrofotdmetro, durante um intervalo de tempo de 2
min;

V é o volume de extrato (mL); Vt é o volume total na cubeta (mL).

3.3.2 Ascorbato peroxidase (APX)

A preparacao das amostras foi realizada entre 0 e 4 °C. Os extratos foram obtidos por
maceracao de 200 mg de sementes em 2 mL de solucdo tampéo Tris-HCI (100 mM) a pH 7,5,
contendo ditiotreitol (1,5 mM), EDTA (1 mM), Triton X-100 (0,1 % p/v), cisteina (5 mM),
fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMS, 0,1 mM) e PVP insolavel (2 % w/w). Os extratos foram
centrifugados a 12.000 x g, durante 20 mina 4 °C.

A atividade enzimatica é dada pela leitura da absorbancia a 340 nm, durante 2 min,
usando um meio reacional constituido por 114 mM NaCl, 1,5 mM de GSH, 0,3 mM de NADPH,
0,01 U de GR e 0,25 mM de H>O2 em solugdo tampéo tris HCI (50 mM, pH 7,9). A atividade
enzimatica da APX em U mL™ é dada pela seguinte expresséo, usando o valor de 6,2 mM* cm’

1 como coeficiente de absortividade molar do NADPH:

Atividade APX = (AAbs/At) x (V/6,2 x V) (umol min™® mL* = U mL™?) 2)
Em que:
AAbs/At é o declive da reta obtida no espectrofotdmetro, durante um intervalo de tempo de 2
min;

V e 0 volume de extrato (mL); Vt é o volume total na cubeta (mL).
3.3.3 Endo-p-mananase
Para a extracdo da enzima endo-B-mananase foram moidas sementes intactas de cada

tratamento em moinho refrigerado. De cada tratamento foram pesados 200 mg para adi¢do de

600 pl de tampdo de extracdo (0,1M Hepes/ 0,5 M NaCl e acido ascorbico (5 mg de acido
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ascérbico por ml de tampé&o), pH 8,0). Na etapa seguinte as amostras foram centrifugadas por
30 minutos a 10000 g e 20 pl do sobrenadante aplicados em gel contendo 6 ml de locust bean
gum, 24 ml de tamp&o pH 5,0 (1 M Acido Citrico/ 0,4 M de NazHPO42H:0). As aliquotas
foram aplicadas em furos de 2 mm feitos no gel, com o auxilio de um furador. O gel ficou
incubado por 21h e a atividade da enzima endo-p-mananase foi calculada de acordo com
Downie, Hilhorst e Bewley (1994).

3.4  Estimativa dos parametros genéticos

Utilizando-se os dados obtidos no teste de germinacéo a temperatura de 35 °C para as
variaveis PN e PR, realizou-se as andlises de variancia por meio do teste de geracdes, ao nivel
de 5% de significancia, com o software GENES versdo 1990.2019.51 (CRUZ, 2013). Foram
estimadas as médias dos parentais e das geracOes F1 e F, verdadeiras; as variancias fenotipica,
genética e ambiental; a herdabilidade no sentido amplo ao nivel das médias da geracdo F»; 0
grau médio de dominancia; os ganhos de selecdo considerando a selecéo de 20% dos individuos
da geracdo F»; e as médias dos efeitos aditivos e dos desvios de dominancia. As estimativas

citadas foram calculadas de acordo com as férmulas descritas na Tabela 1.



Tabela 1 - Formulas utilizadas para a estimativa dos parametros genéticos.

Parametro genético Férmula
Média do Genitor 1- P, P, = %
Média do Genitor 2 - P, P, = %
Média da geragdo F1- F; F, = %
Média da geracdo F; - F, F, = %
N(Fy-Fy)

Variancia fenotipica - o7z,

2
0, = O0fy =
f(F2) F2 n—1

Variéncia genotipica - o)

“5(F2) = “fz(m) - ‘frfz(m)

Variancia ambiental - 6,7, ) 022y = .
- . Og(r2) Ig(r2)
Herdabilidade no sentido amplo — h2 hZ = =

2 - 2 2
Ot(r2)  Ogr2) T Om(ra)

Grau médio de dominancia baseado em médias - kn,

_2F-(P1+ P
Ky = 2= iePe)
P14 P

Ganho por sele¢do — AG (%)

AG (%) =2
0

Medida dos efeitos aditivos — [a]

Medida dos desvios de dominancia — [d]

Fonte: Da autora (2022).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1  Testes de germinacéo

Os testes de germinacdo foram feitos em duas temperaturas, 20 e 35 °C e, para ambos
0s casos, foram avaliadas a germinagdo do ponto de vista agrondmico, expressa pela
porcentagem de plantulas normais (PN), e a germinacao do ponto de vista fisiologico, expressa
pela porcentagem de sementes nas quais houve protrusdo radicular (PR). Plantulas normais séo
aquelas que possuem todas as estruturas basicas bem desenvolvidas, sem deformidades e sem
presenca de patdgenos, sendo capazes de se desenvolver e formar plantas normais (BRASIL,
2009). Ja a protrusdo radicular é a emissao da radicula apds o rompimento do tegumento, que
ocorre posteriormente a embebicdo no processo germinativo (NONOGAKI, 2006;
ALBUQUERQUE et al., 2009).

O teste de germinacdo a temperatura de 20 °C, considerada como temperatura ideal para
a germinacdo de sementes de alface, ndo mostrou diferencas significativas entre as médias dos
diferentes gendtipos. Também ndo houve diferenca entre os percentuais de PN e PR, uma vez
que todas as sementes que protrundiram radicula e formaram plantulas normais posteriormente,
sendo assim, os resultados desse teste foram expressos em um unico grafico (FIGURA 1).
Todos os materiais obtiveram média de germinagdo acima de 97%, sendo que a maioria dos
gendtipos atingiu 100% de germinacéo. Este resultado demonstra a qualidade das sementes que

compunham o material experimental, as quais se encontravam viaveis e com elevado vigor.
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Figura 1 - Percentual de germinacdo das sementes dos gendtipos de alface no teste de
germinacéo a 20 °C.
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CV (%)= 2,7; F=1,1 NS. NS= ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2022).

Por outro lado, quando foi realizado o teste de germinacao a temperatura de 35 °C, foram
observadas diferencas significativas entre as médias de germinacao das sementes dos genétipos
analisados. A cultivar Everglades apresentou media de PN de 75%, confirmando sua maior
tolerancia para germinacdo em temperaturas elevadas, quando comparada com as cultivares
Luisa e Verdnica (FIGURA 2). A cultivar Luisa, por sua vez, apresentou média de germinacéo
de 20%, tendo um desempenho inferior ao da cultivar Everglades, porém, bastante superior a
cultivar Verdnica, cuja germinagdo foi de 4%. Desempenho similar foi observado para a
variavel PR, para a qual a cultivar Everglades apresentou média de 80%, a cultivar Luisa de
24% e a cultivar Verdnica de 5%. E possivel inferir que a cultivar Luisa apresenta uma relativa
tolerancia a germinacdo em temperaturas elevadas, uma vez que a maioria das cultivares
comerciais ndo germina sob tais condicdes. Este resultado corrobora outros trabalhos nos quais
a cultivar Luisa e reportada como sendo moderadamente tolerante a termoinibi¢do (VILLELA
et al., 2010; CATAO et al., 2014; CATAO et al., 2018; CATAO et al., 2022). Assim, essa
hipotese é reforcada, ao se comparar o desempenho das sementes da cultivar Luisa com as

sementes da cultivar comercial VVeronica, utilizada como testemunha sensivel a termoinibicéo.
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Figura 2 - Percentual de germinacdo expresso em plantulas normais (PN) e protrusdo radicular
(PR) das sementes dos genotipos de alface no teste de germinacédo a 35 °C.
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PN: CV (%)= 23,4; F= 48,1**. PR: CV (%)= 21,5; F=51,1**, **=significativo a 1% de probabilidade
pelo teste F.
Fonte: Da autora (2022).

Considerando os genotipos referentes as geracdes oriundas dos cruzamentos, observa-
se que as sementes da geracdo Fi1, de cada um dos cruzamentos reciprocos (‘Everglades’ x
‘Luisa’) e (‘Luisa’ x ‘Everglades’), apresentaram medias de PN de 74 e 26% e médias de PR
75 e 32%, respectivamente, a temperatura de 35 °C (FIGURA 2). Estes resultados diferentes na
germinacdo das sementes F1 dos cruzamentos reciprocos podem ser explicados pela ocorréncia
de efeito materno. No caso da semente, o endosperma triploide herdado € constituido de duas
partes maternas (ORSI; TANKSLEY, 2009), sendo o0s resultados dos cruzamentos reciprocos
diferentes entre si, de conformidade com os genes maternos envolvidos (NASCIMENTO et al.,
2016). Os resultados observados neste trabalho mostram uma superioridade na germinacao das
sementes hibridas F1 cujo genitor feminino foi a cultivar ‘Everglades’, em relacdo aqueles cujo
genitor feminino foi a cultivar Luisa. Este resultado corrobora os obtidos por Cavasin (2019),
ao estudar e verificar a ocorréncia de efeito materno em sementes de alface, a partir do
cruzamento entre as cultivares ‘Everglades’ e “‘Veronica’.

O mesmo efeito pode ser observado nas gerac6es F1 dos cruzamentos reciprocos entre
as cultivares ‘Everglades’ e “Verdnica’. Neste caso, porém, tem-se um valor significativamente
mais baixo ao considerar as sementes cujo genitor feminino foi a cultivar Verénica. Os valores
das médias de PN foram 58 e 6%, respectivamente, para sementes dos hibridos reciprocos
(‘Everglades’ x “Veronica’) e (‘Veronica’ x ‘Everglades’) (FIGURA 2). Ja para a varidvel PR,

as medias desses hibridos foram de 64 e 7%, respectivamente. A cultivar Verdnica obteve média
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de 4% para PN e 5% para PR, consideravelmente inferior, o que se reflete no desempenho da
F1, para o cruzamento em que a mesma foi utilizada como parental feminino, apresentando
comportamento similar ao materno e, assim, confirmando a ocorréncia de efeito materno para
tolerancia a termoinibicdo em sementes de alface.

Observou-se ainda, analisando cada gendtipo individualmente, que as médias de PR
foram maiores que as médias de PN em todos os casos, mostrando que nem todas as sementes
que apresentaram protrusdo radicular formaram plantulas normais. Essa variacdo, embora
pareca ocorrer de forma proporcional, indica que essas duas variaveis podem ser influenciadas
por fatores distintos ou influenciadas pelos mesmos fatores, porém, em niveis diferentes, ainda
que ambas sejam etapas componentes de um mesmo processo.

A partir da geragdo F1 verdadeira ndo se observa mais o efeito materno, tanto para o

cruzamento ‘Everglades’ x ‘Luisa’ (FIGURA 3), quanto para o cruzamento ‘Verdnica’ x
‘Everglades’ (FIGURA 4).

Figura 3 - Percentual de germinacéo expresso em plantulas normais (PN) e protruséo radicular
(PR) dos parentais Everglades e Luisa, da geracdo Fi e das geracdes Fi1 e F
verdadeiras no teste de germinagéo a 35 °C.
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PN: CV (%)= 15,7; F= 31,2**. PR: CV (%)= 15,8; F= 22,3**. **=significativo a 1% de probabilidade
pelo teste F.

Fonte: Da autora (2022).
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Figura 4 - Percentual de germinacdo expresso em plantulas normais (PN) e protrusdo radicular
(PR) dos parentais Veronica e Everglades, da geracdo F1 e das geracdes F1 e F2
verdadeiras no teste de germinacéo a 35 °C.
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Gendtipos

PN: CV (%)= 15,5; F=139,2**, PR: CV (%)= 14,1; F= 154,6**. **=significativo a 1% de probabilidade
pelo teste F.

Fonte: Da autora (2022).

Considerando-se os resultados obtidos, verifica-se que em estudos de controle genético
e em trabalhos de melhoramento que visem a tolerancia a termoinibicdo em sementes de alface,
torna-se necessario proceder uma autofecundacdo a mais, a partir da obtencdo das sementes
hibridas oriundas dos cruzamentos, para que se elimine o efeito materno. Dessa forma, é
possivel, tanto se proceder a estudos baseados na expressdo do carater, como também realizar

selecOes a partir das geracOGes segregantes, sem que se incorra ao erro de, eventualmente,
confundir efeito materno com efeitos de dominancia.

4.2 Andlises enzimaticas

Os valores obtidos por meio das analises enziméticas das sementes de alface foram
submetidos a analise de variancia e foram encontradas diferencas significativas entre as médias
dos gendtipos para todas as enzimas estudadas. Os materiais analisados foram as cultivares
Everglades e Luisa, os hibridos F: reciprocos ‘Everglades’ x ‘Luisa’ (EXL 1) e “‘Luisa’ x
‘Everglades”” (LXE 1) e as respectivas geracoes F2 (EXL 2; LXE 2) e F3 (EXL 3; LXE 3) de
cada cruzamento, totalizando 8 genotipos.
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Para a enzima catalase verificou-se maior atividade nas sementes do hibrido EXL 1,
cujo genitor feminino € a cultivar Everglades, seguido pelo genitor Everglades e pelo genotipo

LXE 2, os quais ndo apresentaram diferenca significativa entre si (FIGURA 5).

Figura 5 - Quantificacdo da enzima catalase (mmol ASA/gMF/min) em sementes de alface das
cultivares Everglades e Luisa, dos hibridos F1 reciprocos e das respectivas geragoes

F> e Fs.
B
15+
£
§ a
I%10-
b
3 |
s 5| & d
E % f g rvgn
. E;@
) 2 N N v v > Y
R N P\ . 2\ Y. 7
FTFFHFFESS
d@
Tratamentos

Letras distintas indicam que h& diferenga estatistica de acordo com o teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
Fonte: Da autora (2022).

O genitor Luisa apresentou baixa atividade desta enzima, com média superior apenas a
média do genotipo EXL 3. Comparando-se 0s parentais, observa-se que a atividade desta
enzima foi maior nas sementes da cultivar Everglades do que nas sementes da cultivar Luisa, 0
que permite inferir que a tolerdncia a germinacao em temperaturas elevadas esta relacionada a
maior atividade da catalase, uma vez que a magnitude da atividade enzimatica é maior nas
sementes do genitor considerado termotolerante.

Observou-se uma variacdo entre o comportamento dos hibridos reciprocos e das suas
respectivas geracoes F. e Fz em relacéo a atividade da catalase (FIGURA 5). O hibrido F1 cujo
genitor feminino é a cultivar Everglades tem maior expressao da catalase, por sua vez, o hibrido
F1 cujo genitor feminino € a cultivar Luisa e tem menor expresséo dessa enzima, demonstrando
que ha relacéo entre a alta atividade da catalase e a ocorréncia da tolerancia a termoinibicdo em

sementes de alface. Ja para as geracoes F e F3, observou-se menor atividade nos genotipos que
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tém a cultivar Everglades como genitor materno, indicando que este pode néo ser um bom
marcador para selecdo de genotipos tolerantes a termoinibicdo nestas geragoes.

Para a enzima ascorbato peroxidase observou-se maior atividade nas sementes da
cultivar Everglades, seguida do gendtipo LXE 2, os quais diferiram significativamente entre si
e ambas diferindo dos demais gendtipos (FIGURA 6). A cultivar Luisa e o gen6tipo LXE 3 ndo
diferiram significativamente entre si e apresentaram nivel de atividade enzimética inferior a

todos os demais genotipos, que por sua vez, oscilaram entre valores intermediarios.

Figura 6 - Quantificacdo da enzima ascorbato peroxidase (mmol H20, min? g MF) em
sementes de alface das cultivares Everglades e Luisa, dos hibridos F1 reciprocos
e das respectivas geracoes F» e Fa.
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Letras distintas indicam que h& diferenga estatistica de acordo com o teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
Fonte: Da autora (2022).

Comparando-se 0s parentais, observa-se que a cultivar Everglades apresenta maior
atividade do que a cultivar Luisa. O mesmo pode ser observado entre os hibridos F1 reciprocos,
onde o hibrido EXL1, que tem a cultivar Everglades como genitor feminino, apresenta maior
media de atividade enzimatica. Para a geragdo F2, 0 genotipo EXL2 obteve média inferior ao
seu reciproco. Por sua vez, o inverso ocorreu com a geracdo Fs, onde o genétipo EXL3
apresentou media superior ao seu reciproco. Esses resultados indicam que, assim como a

catalase, a enzima ascorbato peroxidase pode ser um marcador para a selecdo de cultivares
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homozigotas, mas ndo seria eficiente para a selecdo de genotipos tolerantes a termoinibicéo nas
geracOes F» e Fa.

A variacdo na atividade das enzimas catalase e ascorbato peroxidase nas sementes dos
gendtipos oriundos do cruzamento estudado, pode estar relacionada ao tecido onde a enzima €
produzida e/ou utilizada, pois para fazer a sua extragéo e quantificacdo, sdo maceradas sementes
inteiras, sem que haja separacdo das partes especificas onde ocorre a atividade enzimaética.
Sementes de linhagens de alface tolerantes a termoinibicéo, devido ao alto nivel de homozigose,
provavelmente apresentardo maior atividade das enzimas relacionadas ao estresse oxidativo em
seus tecidos de forma geral, quando comparadas a sementes de hibridos F1 e das geracdes F. e
Fs oriundas de cruzamentos entre parentais contrastantes para essa caracteristica, que devido a
heterozigose, podem apresentar maior variacao da atividade enzimatica em seus tecidos.

Para a enzima endo-B-mananase foram obtidos niveis mais altos de atividade de forma
geral, sendo as maiores médias da cultivar Everglades e dos genotipos EXL 1, EXL 2 e LXE 2
(FIGURA 7). Observa-se na comparagao entre os parentais, que a cultivar Everglades apresenta
atividade enzimatica superior a cultivar Luisa, demonstrando a relacdo entre esta enzima e a
tolerancia a germinacdo em temperaturas elevadas.

O mesmo comportamento pode ser observado entre os hibridos F1 reciprocos, onde o
hibrido que tem a cultivar Everglades como genitor feminino apresenta média superior a do
hibrido que tem a cultivar Luisa como genitor feminino, indicando a ocorréncia de efeito
materno (FIGURA 7). Embora a cultivar Everglades apresente maior atividade dessa enzima,
em estudos realizados por Catéo et al. (2014) sobre a atividade da enzima endo-f-mananase em
sementes de cultivares de alface, observou-se que a cultivar Luisa também apresenta niveis
significativos de atividade enzimatica, concluindo que essa cultivar pode ser considerada como

moderadamente tolerante.
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Figura 7 - Quantificacdo da enzima endo-p-mananase (picomol*min-1*g-1) em sementes de
alface das cultivares Everglades e Luisa, dos hibridos Fi reciprocos e das
respectivas geracoes F» e Fs.
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Letras distintas indicam que ha diferenca estatistica de acordo com o teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Fonte: Da autora (2022).

Para as geracbes F» e Fs, ndo houve diferenca significativa entre as medias dos
cruzamentos reciprocos, entretanto, todos os gendétipos alcancaram médias superiores as da
cultivar Luisa, indicando a ocorréncia de uma interacdo alélica no sentido de aumentar a
atividade da enzima endo-p-mananase. E possivel constatar ainda, por meio desses resultados,
que a partir da geragdo F2 ndo se observa mais o efeito materno.

Em estudos realizados por Cavasin (2022) acerca da expressdo de genes relacionados a
degradacdo de galactomananos, foram identificados quatro genes, BM3, BM10, BM11 e
BM14, relacionados a expressao da endo-f-mananase. Os materiais testados foram as cultivares
Everglades e Verobnica, os hibridos F1 reciprocos desse cruzamento e as respectivas geracoes
F2, 0s quais obtiveram diferentes niveis de expressdo dos genes citados, sendo o gene BM3 0
mais expresso na cultivar Everglades. Foi observada ainda, segundo o autor, a ocorréncia de
efeito materno para a expressao dos genes BM3, BM10 e BM11, corroborando os resultados
obtidos nesse estudo.

A expressdo de genes relacionados a expressao da endo-B-mananase foi avaliada em
estudos realizados por Marraccini et al. (2001), nos quais foram identificados dois genes que

codificam a enzima endo-B-mananase, (ManA e ManB). Segundo os autores, o padrdo de
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expressdo desses dois genes é similar, entretanto, 0 gene ManA é mais expresso no endosperma
e no embrido de sementes de café durante a germinacdo. Da Silva et al. (2004), estudando a
regulacdo da germinacdo em sementes de café, encontraram quatro isoformas distintas da
enzima endo-B-1,4-mananase, dentre as quais, trés atuam diretamente no endosperma cap, que
é a porgdo localizada na regido da micropila, e duas sofrem inibi¢do pelo ABA, indicando que
essas isoformas desempenham diferentes papeis na germinacdo de sementes.

Santos et al. (2012), avaliando a expressao génica da enzima endo-p-mananase em
sementes de café, observaram que ocorrem varia¢es nos picos de transcri¢ao tanto em relagéo
ao estadio de desenvolvimento do fruto, quanto a parte da semente analisada, havendo picos no
estadio verde no endosperma e em sementes inteiras e um pico no estadio ‘passa’ no embrido.
Nesse mesmo sentido, Ferreira et al. (2018) relataram que a enzima endo-B-mananase pode ser
utilizada para o estudo dos efeitos do processamento em sementes de café, podendo, para tal,
serem utilizadas sementes inteiras, endospermas ou 0s embrides.

Com base nos resultados das pesquisas citadas anteriormente (MARRACCINI et al.,
2001; DA SILVA et al., 2004; SANTOS et al., 2012; FERREIRA et al., 2018; CAVASIN,
2022) e nos resultados obtidos nesta pesquisa, supde-se que a variacdo na expressdo enzimatica
entre os tecidos do tegumento, endosperma e embrido, poderia ocorrer também em sementes de

alface das geracOes F1, F2 e F3 oriundas de cruzamentos entre pais contrastantes.

4.3  Estimativas de parametros genéticos e fenotipicos

Para a estimativa dos parametros genéticos e fenotipicos relacionados a caracteristica
de tolerancia a germinagdo em sementes de alface em temperaturas elevadas, foram avaliadas
sementes dos genitores Everglades e Luisa, assim como da geracdo F, oriunda de uma
autofecundacdo das sementes hibridas, para eliminar o efeito materno, aqui entdo denominada
sementes F1 (‘Everglades’ x ‘Luisa’) e da geragdo Fzoriunda de mais uma autofecundacéo, aqui
denominada sementes F> (‘Everglades’ x ‘Luisa’). Assim, a geragdo F» passa a corresponder ao
‘F1 verdadeiro’ e a geragdo Fzao ‘F2 verdadeiro’. As variaveis avaliadas foram a germinagéo
do ponto de vista agrondmico, expressa pela porcentagem de plantulas normais (PN) e a
germinacdo do ponto de vista fisiologico, expressa pela porcentagem de sementes nas quais
houve protrusao radicular (PR), ambos os parametros analisados a temperatura de 35 °C.

Supde-se que a expressao das variaveis PN e PR, embora sejam decorrentes da mesma
cadeia de eventos, podem diferir entre as geracdes, pois a capacidade dos genotipos tolerantes

a termoinibicdo de promover o amolecimento do endosperma para germinar em temperaturas
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elevadas, poderia também favorecer a ocorréncia da protrusdo radicular, mas ndo
necessariamente favoreceria a formagéo de plantulas normais, visto que este processo envolve
o0 desenvolvimento de outras estruturas componentes do eixo embrionario e ndo apenas o tecido
endospermatico. Ademais, a ocorréncia de protrusao radicular por si s6, em ambiente com
temperatura elevada, ainda que n&o resulte posteriormente na formacdo de plantulas normais,
indica algum nivel de tolerancia a termoinibi¢do, uma vez que genotipos sensiveis a esse efeito
sequer iniciam o processo germinativo sob tais condicdes.

Considerando as medias obtidas para PN e PR, em relacdo as sementes dos genotipos
de alface, verifica-se maior tolerancia a termoinibigdo da cultivar Everglades, cuja média foi de
75% para PN e 80% para PR (TABELA 2), superando em mais de trés vezes os valores da
cultivar Luisa, que foram respectivamente de 20% e 24%. Valores contrastantes entre genitores
sdo de grande importancia quando se pretende fazer estudos sobre controle genético, requisito
necessario para a obtencdo de dados consistentes para as estimativas de parametros genéticos
(BALDISSERA et al., 2014).

Estes resultados também corroboram outros trabalhos, confirmando a maior tolerancia
da cultivar Everglades, bem como demonstrando uma relativa superioridade da cultivar Luisa
em relacdo aos gendtipos sensiveis a termoinibig&o, tais como a cultivar Verodnica, dentre outras
(VILLELA et al., 2010; CATAO et al., 2014; CATAO et al., 2018; CATAO et al., 2022).
Tabela 2 - Valores médios para as caracteristicas de plantula normais (PN) e de protrusdo

radicular (PR) em sementes de gendtipos de alface no teste de germinagdo a
temperatura de 35 °C.

Gendtipo PN (%) PR (%)
Everglades - P, 75,00 80,00
Luisa - P, 20,00 24,00
Média dos genitores 48,00 52,00
F1 (‘Everglades’ x ‘Luisa’) - F; 64,00 65,00
F2 (‘Everglades’ x ‘Luisa’) - F, 47,00 58,00

Fonte: Da autora (2022).

Em relacdo aos parametros genéticos e fenotipicos avaliados em sementes de alface dos
genitores ‘Everglades’ e ‘Luisa’ e das geracdes F1 (‘Everglades’ x ‘Luisa’) e F2 (‘Everglades’ x
‘Luisa’), verifica-se que 66% da variancia fenotipica (s7) para a caracteristica de PN, que foi
de 103,16 (TABELA 3), foi devido a variancia genotipica (¢2), que foi da ordem de 68,04.

Em relacdo a caracteristica de PR observou-se valores semelhantes, sendo a variancia

fenotipica (s7) da ordem de 130,67, enquanto a variancia genotipica (¢2) foi de 87,92. Neste
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caso, a variancia genotipica representa 67% da fenotipica. Estes resultados indicam que a
tolerdncia a germinacdo em temperaturas elevadas é mais influenciada pelo genétipo dos
individuos do que pelas condi¢cdes ambientais. Esse é um resultado de interesse em programas
de melhoramento, pois indica que em um processo de melhoramento, a chance de ganhos com
a selecéo tende a ser maior, pois grande parte das diferencas entre os individuo (mais de 65%),
para as duas caracteristicas é devido aos gendtipos dos mesmos.

Nesse mesmo sentido, Oliveira et al. (2021), estudando o controle genético da tolerancia
a germinacdo de sementes de alface sob temperaturas elevadas, observaram que as médias de
germinagdo a temperatura de 35 °C das sementes de 26 progénies segregantes F2:3, oriundas do
cruzamento entre as cultivares contrastantes Everglades e Verbnica, variaram de 9 a 96%,
indicando que a maior parte da variabilidade fenotipica encontrada é decorrente do gendtipo
dessas progénies.

Com relagdo a heterose, foi observado valor positivo de 16,50 para PN e 13,13 para PR.
A heterose é uma estratégia muito importante utilizada quando se deseja obter hibridos. Esse
ndo é o caso da alface, ndo havendo interesse imediato, ja que o processo de melhoramento
desta espécie é sempre conduzido visando a obtencéo de linhagens superiores, mediante selecdo

e autofecundacao, linhagens estas que constituirdo as novas cultivares.

Tabela 3 - Estimativas dos parametros genéticos para as caracteristicas de plantula normais
(PN) e protrusdo radicular (PR) no teste de germinacao a temperatura de 35 °C.

Parametro genético PN PR
Média do Genitor 1- P, 75,00 79,50
Média do Genitor 2 - P, 20,00 23,25
Média da geragdo Fi - F; 64,00 64,50
Média da geragdo F; - F, 46,60 58,00
Variancia fenotipica - o7z, 103,16 130,67
Variancia genotipica - gz, 68,00 87,92
Variancia ambiental - 6,7, ) 35,11 42,75
Heterose 16,50 13,13
Herdabilidade no sentido amplo — h2 65,96% 67,28%
Grau médio de dominancia baseado em médias - km 0,60 0,47
Ganho por selecdo — AG (%) 14,72% 13,92%
Medida dos efeitos aditivos — [a] 27,50 28,12
Medida dos desvios de dominancia — [d] 16,50 13,12

Fonte: Da autora (2022).
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A estimativa de herdabilidade, no sentido amplo, foi da ordem de 65,96% para PN e
67,28% para PR (TABELA 2), valores considerados como altos de acordo com a classificacéo
proposta por Stansfield (1974) apud Baldissera et al. (2014), onde os valores de herdabilidade
sdo classificados como altos quando maiores que 0,5; como meédios quando estdo entre 0,2 e
0,5 e; baixos quando menores que 0,2. Esse resultado corrobora o resultado obtido por Oliveira
et al. (2021), que demonstrou que a herdabilidade para a caracteristica de tolerdncia a
germinagdo em temperaturas altas no cruzamento dos genotipos contrastantes ‘Everglades’ e
“Veronica’ foi relativamente alta. Uma herdabilidade alta ocorre quando a maior parte da
variacdo fenotipica observada em uma determinada populacdo é decorrente da variacdo
genotipica, sendo pouco influenciada pelo ambiente (RAGHEB, 2015). A herdabilidade alta
indica maior chance de sucesso no processo de sele¢do e maiores ganhos com o melhoramento.

O grau médio de dominancia (GMD) observado foi de 0,60 para PN e de 0,47 para PR
(TABELA 2), indicando a ocorréncia de dominancia parcial para essas caracteristicas, no
sentido de aumentar a germinacao em temperaturas elevadas. A determinacéo do efeito genético
a partir da estimativa do grau médio de dominéancia foi baseada na escala proposta por Stuber,
Edwards e Wendel (1987) apud Pereira, Leal e Pereira (2000), onde o valor de GMD igual a 0
ou inferior a 0,20 é considerado como efeito aditivo, valores de 0,21 a 0,80 como dominéancia
parcial, valor de 0,81 a 1,20 como dominéncia completa, e valores acima de 1,20 como
sobredominancia. Entretanto, os efeitos de dominéncia apresentam pouca relevancia para o
melhoramento de autdégamas como a alface, pois ndo sdo herdaveis e dificilmente séo
detectados durante o processo de selecdo (BALDISSERA et al., 2014).

As médias dos desvios de dominancia apresentaram menores magnitudes, sendo de
16,50 para PN e 13,12 para PR, em relagdo as médias dos efeitos aditivos que foram de 27,50
e 28,12, respectivamente, demonstrando que ha predominancia dos efeitos aditivos. Os efeitos
aditivos sdo de interesse para programas de melhoramento genético, pois podem ser herdados,
permitindo a fixacéo dos genes de interesse e permitindo antever os ganhos com a selegcdo. Cabe
salientar ainda, que a associacdo dos efeitos aditivos com uma alta herdabilidade viabiliza a
selecdo de genotipos superiores (ALVES, 2020).

Foi estimado também, para ambas as variaveis, o ganho por selecéo a partir da geracao
F2, sendo este de 14,72% para PN e 13,92% para PR, na selecdo para os maiores valores. A
média predita para o primeiro ciclo apos a selecéo foi de 53,46% para PN e de 66,07% para PR.
Estes resultados, associados a ocorréncia de efeitos aditivos e herdabilidade relativamente alta,

indicam a possibilidade de sucesso na sele¢do de genotipos de alface de folhas lisas, com maior
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tolerdncia a germinacdo em temperaturas elevadas, com vistas ao desenvolvimento de uma

cultivar de folha lisa como a cultivar Luisa, com esta caracteristica.
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5 CONCLUSAO

Existe efeito materno para a caracteristica de tolerancia a termoinibicdo em sementes de
hibridos F1 de alface.

A cultivar Luisa pode ser considerada moderadamente tolerante a termoinibicéo.

A enzima catalase pode ser utilizada como um marcador para a selecdo de gendtipos de
alface tolerantes a termoinibicao.

Os efeitos aditivos sdo mais significativos do que os efeitos ndo aditivos para a
caracteristica de tolerdncia a termoinibicdo em sementes de alface, o que, associado a
herdabilidade no sentido amplo, relativamente alta, permitem predizer a possibilidade de

sucesso com a selecdo para esta caracteristica.
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