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RESUMO

Vegetais sdo ricas fontes naturais de antioxidantes. Dentre as hortalicas folhosas, a alface (Lactuca sativa L.) é
fonte importante de alguns desses fitonutrientes benéficos para a saude humana, sendo bastante consumida e
apresentando grande relevancia econdmica. Dessa forma, técnicas podem ser utilizadas em melhoramento
genético visando a melhorar a qualidade nutricional e funcional de cultivares de alface. Esse estudo objetivou
estimar parametros genéticos para o teor de flavonoides totais (TF) e para atividade antioxidante (AA) em
populacdes de alface oriundas do cruzamento entre ‘Darkland’ e ‘Red Star’, duas cultivares contrastantes quanto
a coloracdo das folhas (verde e roxa, respectivamente). Mais de 330 plantas, entre genitores, F; e F» foram
avaliadas. TF foi determinado por espectrofotometria, assim como AA, por meio dos métodos de sequestro de
radicais DPPH" e ABTS'". Plantas de ‘Red Star’ apresentaram médias superiores as apresentadas por ‘Darkland’
para as caracteristicas analisadas, comprovando que foram escolhidos parentais contrastantes para as
caracteristicas em questdo. O TF foi maior em alface de coloragdo roxa em relagdo a alface verde. O valor
estimado para herdabilidade no sentido amplo foi relativamente alto para TF (82,4 %) e AA pelo método DPPH
(52,73 %) e médio para AA pelo método ABTS (33.70 %,). O grau médio de domindncia em ambos mostrou
dominancia parcial no sentido de reduzir os valores das caracteristicas avaliadas, porém com valores variando de
0,35 a 0,64, indicando a ocorréncia de efeitos aditivos. O coeficiente de correlagdo fenotipico entre o TF e a
capacidade de inibicdo do radical DPPH foi relativamente alto, apresentando valor de 0,64 e ligeiramente
inferior, com valor de 0,59 para inibicdo do radical ABTS. Valores de herdabilidade no sentido amplo
relativamente altos, associados a presenga de efeitos aditivos, indicam possibilidade de sucesso na selecdo de
novos genodtipos superiores para as caracteristicas de teor de flavonoides totais e atividade antioxidante em
geracOes futuras. A obtencdo de novas plantas com maior capacidade antioxidante pode ser feita pela selegéo
indireta de plantas com maior teor de flavonoides.

Palavras-chave: Lactuca sativa, herdabilidade; correlagdo, parametros genéticos.



ABSTRACT

Vegetables are rich natural sources of antioxidants. Among the leafy vegetables, lettuce (Lactuca sativa L.) is an
important source of some of these phytonutrients beneficial to human health, being widely consumed and
showing great economic relevance. Thus, techniques can be used in genetic improvement aiming to improve the
nutritional and functional quality of lettuce cultivars. This study aimed to estimate genetic parameters for the
content of total flavonoids (TF) and for antioxidant activity (AA) in lettuce populations, obtained from the cross
between ‘Darkland’ and ‘Red Star’, two contrasting cultivars in terms of leaf color (green and red, respectively).
More than 330 plants, between parents, F1 and F2, were evaluated. TF was determined by spectrophotometry, as
well as AA, using DPPH" ¢ ABTS™" radical scavenging methods. ‘Red Star’ plants presented higher averages
than those presented by ‘Darkland’ for the analyzed characteristics, proving that contrasting parents were
chosen. The TF was higher in red lettuce compared to green lettuce. The estimated value for heritability in the
broad sense was relatively high for TF (82.4 %) and AA DPPH method (52.73 %) and average for AA ABTS
method (33.70 %,). The average degree of dominance in both cases showed parcial dominance in order to reduce
the values of the evaluated characteristics, but with values ranging from 0.35 to 0.64, indicating the occurrence
of additive effects. The phenotypic correlation coefficient between TF and DPPH radical inhibiting capacity was
relatively high, presenting a value of 0.64 and slightly lower, with a value of 0.59 for inhibiting the ABTS
radical. Relatively high heritability in the broad sense values, associated with the presence of additive effects,
indicate the possibility of success in the selection of new superior genotypes for the characteristics of total
flavonoid content and antioxidant activity in future generations. The obtaining of new plants with greater
antioxidant capacity can be done by indirect selection of plants with a higher content of flavonoids.

Keywords: Lactuca sativa, genetic parameters, heritability; correlation.
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1 INTRODUCAO

Dentre as hortaligas folhosas, a alface (Lactuca sativa L.) apresenta grande relevancia
economica no Brasil, sendo considerada a mais consumida e mais comercializada. Seu
consumo torna a alimenta¢do mais saudavel, devido ao alto teor de sais minerais ¢ elevada
presenca de vitaminas em sua composi¢do (STERTZ et al., 2005). Origindria da regido do
Mediterraneo, a espécie evoluiu de forma que existe hoje um grande nimero de cultivares no
mercado, de diferentes aspectos, padroes de folhas e cores das plantas.

Ao lado do tomate, a alface ¢ considerada o mais importante vegetal das saladas,
sendo altamente consumida in natura. E conhecida por ser uma fonte de fitonutrientes
incluindo clorofila, antocianinas, vitaminas e carotenoides, entre outros compostos
antioxidantes (KIM et al., 2007), o que a torna ainda mais interessante no que tange as atuais
tendéncias de consumo, ja que muitas pessoas tém procurado obter uma vida mais saudavel e
estdo mudando seus habitos alimentares na busca por qualidade nutricional.

Antioxidantes sdo substancias capazes de neutralizar ou minimizar a reatividade de
radicais livres e espécies reativas, resultantes do metabolismo normal do organismo ou vindos
do meio-ambiente, por exemplo, pela poluicdo do ar ou com o uso de drogas. Porém, o
desequilibrio, ou seja, uma situagdo em que ocorra o aumento de radicais livres no organismo
pode resultar em danos importantes a macromoléculas e estruturas celulares, de modo que
varias doengas ndo contagiosas que atingem a salilde humana, entre elas as cardiovasculares, o
diabetes e o mal de Alzheimer, podem ter relacdo com esses danos.

Os antioxidantes sdo classificados como enzimaticos quando produzidos pelo
organismo, estando presentes tanto no meio intracelular quanto no meio extracelular. Ou
como ndo enzimaticos, podendo ser adquiridos por meio da alimentagdo. Nos ultimos tempos,
tem aumentado o interesse por esses componentes nutricionais € pesquisas desenvolvidas com
carotenoides e antocianinas t€ém demonstrado que esses possuem capacidade antioxidante,
entre outros efeitos fisiologicos benéficos (CASSETARI, 2015; LIU et al., 2007).

Ja os flavonoides sdo uma classe de compostos fendlicos resultantes do metabolismo
secundario das plantas e seus teores podem ser influenciados por varios fatores, incluindo a
temperatura, a radiagdo ultravioleta (UV), a intensidade da luz, entre outros. Eles
desempenham um papel importante devido a sua atividade antioxidante, contribuindo para a
saide humana no controle da hipertensao; ajudando a prevenir disturbios da visdo e infec¢des
microbianas; inibindo a proliferacdo de células cancerosas (MOURA, 2016) e reduzindo o

colesterol LDL (Low Density Lipoproteins, que significa lipoproteinas de baixa densidade)
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(OLIVEIRA et al., 2002). Os flavonoides estdo amplamente presentes em vegetais e contam
com diversos estudos realizados que demonstram sua capacidade antioxidante (ABE et al.,
2007; SPAGOLLA et al., 2009; ALVES & KUBOTA, 2013).

O melhoramento genético de hortalicas voltado para o desenvolvimento de cultivares
com melhores caracteristicas funcionais tem ganhado for¢ca a medida que publicagdes sobre
pesquisas ¢ dados médicos reforcam que uma dieta rica em alimentos com alto teor de
compostos funcionais tem efeitos benéficos para a saide humana, associados a prevencao de
doengas multifatoriais. A alface pode ser considerada uma boa escolha para ser utilizada
como meio de inser¢do de maiores quantidades de fitoquimicos funcionais por ja estar
presente nos habitos de consumo da populacao.

Alguns trabalhos mostram que existe variabilidade genética para teores de
carotenoides (MOU, 2005; CASSETARI, 2015) e antocianinas (GAZULA et al., 2007; KIM
et al., 2007; OLIVEIRA, 2019) em folhas de alface. Portanto, o melhoramento genético pode
ser empregado para melhorar a qualidade nutricional de cultivares comerciais desta hortaliga.
O conhecimento da variabilidade genética de caracteristicas desejaveis em plantas permite o
estabelecimento de métodos mais apropriados, o que aumenta a eficiéncia dos programas de
melhoramento. Dessa forma, um dos principais objetivos do conhecimento genético sobre
caracteristicas de interesse ¢ alcangar resultados mais precisos, seguros € com menor gasto a
partir do melhoramento genético, que consiste na selecao artificial de plantas, na tentativa de
aprimorar a qualidade de caracteristicas agrondmicas de produtos agricolas.

A selecdo dos melhores gendtipos, seja em germoplasma exdtico ou em populagdes
que nao foram submetidas a nenhum processo de melhoramento, ¢ o primeiro passo para
obten¢do de populacdo-base a ser melhorada (SHIMELIS; LAING, 2012). Além disso, o
cruzamento entre materiais contrastantes pode ampliar a variabilidade genética, permitindo a
identificagdo de novos gendtipos com caracteristicas mais favoraveis.

O presente trabalho objetivou estimar e analisar parametros genéticos a partir dos
resultados obtidos da quantificacdo do teor de flavonoides e da atividade antioxidante em

populagdes de alface, obtidas a partir do cruzamento entre as cultivares Darkland e Red Star.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Aspectos gerais da alface

A alface (Lactuca sativa L.) é integrante da familia Asteraceae, uma das maiores
familias de angiospermas, correspondendo a mais de 1.500 géneros e 25.000 espécies
aproximadamente. No Brasil, esta familia ¢ representada por cerca de 180 géneros e 1.900
espécies (BARROSO et al., 1991), entre flores como margaridas e girassois, € hortalicas
como chicoria, escarola e alcachofra. Ja o género Lactuca, descrito no século VXIII pelo
sueco Carl von Linné, possui cerca de 100 espécies conhecidas. A espécie Lactuca serriola,
provavelmente, ¢ o ancestral ou um dos ancestrais da L. sativa.

Segundo dados do Anuério Brasileiro de Hortifruti (2019), a area ocupada por
hortaligas folhosas chega a 174 mil hectares no Brasil, sendo que a alfacicultura corresponde a
quase 50 % dessa area, seguida pela cultura de repolho (15,3 %) e de couve (6,1 %). O
volume de alface produzido em 2018, por mais de 670 mil produtores, foi de 575,5 mil
toneladas. Todos os estados brasileiros produzem alface, mas Sao Paulo e Minas Gerais se
destacam como maiores produtores.

A alface ¢ um vegetal folhoso consumido principalmente como salada, in natura,
sozinho ou juntamente a outros tipos de vegetais frescos. Registros de sua existéncia
comec¢am no antigo Egito, por volta do ano 4.500 a.C., e a chegada de cultivares de alface no
Brasil, pelos dos portugueses, ocorreu no século XVI. E a hortaliga folhosa mais popular e seu
consumo ¢ cada vez maior devido a demanda por alimentos frescos de qualidade sensorial e
livres de processamento, como forma de manter uma dieta saudavel com valor nutritivo e
baixo teor calorico (MLADENOVIC et al., 2013). A alface ¢ frequentemente indicada na
dieta alimentar de jovens, adultos e idosos e seu consumo ¢ estimulado pela facilidade de
poder ser consumida fresca, de forma que seus componentes permanecam intactos.

Filgueira (2007) descreveu a alface como sendo uma planta herbacea, delicada,
apresentando sistema radicular ramificado e superficial, atingindo somente os primeiros 25
cm de solo, até o momento de ser transplantada. Possui caule diminuto, ao qual se prendem as
folhas, que s@o amplas e crescem em volta do caule, formando uma roseta. As folhas possuem
diversos formatos e texturas, podendo ser lisas ou crespas, formando ou ndo uma “cabeca”,
com coloracdo em variados tons de verde e roxo, conforme a cultivar analisada. E uma

espécie autdogama, apresentando elevada taxa de autofecundagao.
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A cultura da alface ¢ tradicionalmente feita em pequenas propriedades, o que reflete
importancia econdmica e social, gerando empregos, contribuindo para distribuicao de renda e
valorizacao do pequeno produtor familiar e tornando seu cultivo consideravel fator de fixagao
do homem do campo (VILLAS BOAS et al., 2004).

A alface ¢ usada praticamente durante todo o ano, pois hé varias variedades que sdo
cultivadas com sucesso no inicio da primavera, durante o vero e o inverno. E uma planta
anual, florescendo melhor em condigdes de dias longos e temperaturas elevadas, sendo o
periodo vegetativo favorecido por condi¢des climaticas opostas: dias curtos e temperaturas
amenas (FILGUEIRA, 2007).

O ciclo de vida da alface pode ser classificado em quatro fases: germinagao,
transplante, fase vegetativa e fase reprodutiva. Para fins comerciais, a alface ¢ cultivada até a
terceira fase, quando ocorre a formacdo de cabeca em cultivares com essa caracteristica
(TANAMATI, 2012). No campo, o ciclo entre a semeadura e a colheita varia de 60 a 80 dias
enquanto que em estufa, esse tempo ¢ reduzido, ficando o ciclo entre 45 e 50 dias
(FILGUEIRA, 2007).

Apos esse periodo, se nao colhida, comega entdo a fase reprodutiva, na qual ocorre o
alongamento do caule, a planta cresce em altura e emite a haste floral, produzindo latex que
determina um sabor amargo na folha, modificando a qualidade sensorial e tornando-a
impropria para o consumo (SOUZA, 2006).

As cultivares de alface atualmente disponiveis no mercado brasileiro podem ser
agrupadas em cinco tipos morfoldgicos principais, com base na formagao de cabeca e tipo de
folhas (HENZ; SUINAGA, 2009). Trés tipos entre as que formam cabeca: a alface repolhuda
lisa apresenta folhas lisas, delicadas, macias e com aspecto oleoso (de onde vem a
denominacdo “manteiga” ou butterhead), de coloragdo verde-amarelada, com nervuras pouco
aparentes, formando uma cabega tipica e compacta; a repolhuda crespa ou americana
apresenta folhas crespas, consistentes e crocantes, forma cabeca grande e bem compacta; e a
alface romana que apresenta folhas tipicamente alongadas e duras, com nervuras
proeminentes, com uma cabeca alongada, na forma de cone. Dois tipos entre as cultivares que
nao formam cabecga, sendo a alface solta lisa, com folhas lisas e soltas, relativamente
delicadas; e a solta crespa, com folhas grandes e crespas, textura macia, mas consistente, pode
ter coloragao verde ou roxa.

Definir os diferentes tipos de alface ¢ importante porque a diversidade morfolégica e
fisiologica entre os grupos representa grandes diferencas nas caracteristicas do produto

comercial. A alface americana, por exemplo, ¢ muito utilizada por restaurantes e redes de fast
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food como ingrediente de sanduiches por sua crocancia, textura e sabor, além de apresentar
melhor conservacdo pos-colheita e resisténcia ao transporte € manuseio (HENZ; SUINAGA,
2009).

Um sexto tipo, a alface mimosa, vem ganhando relevancia no pais e diferencia-se dos
demais grupos por apresentar folhas delicadas entrecortadas, lembrando uma folha de
carvalho, o que explica seu nome em inglés, oak leaf lettuce. Uma tendéncia mais atual ¢ a
alface baby leaf que possui tamanho reduzido, folhas mais alongadas e mais estreitas. Ela ¢
colhida antes do final da fase vegetativa (SALA; COSTA, 2012) e no Brasil tanto sua oferta
como procura ainda sdo restritas a mercados diferenciados.

Dados sobre o consumo da alface no Brasil mostram que a do tipo crespa ainda
predomina com, aproximadamente, 53 % da preferéncia do mercado, seguida do tipo
americana com 34 %, tipo lisa 11 % e, por ultimo, a alface romana (SALA; COSTA, 2012;
RESENDE et al., 2017). Segundo dados da Ceagesp (Companhia de Entrepostos ¢ Armazéns
Gerais de Sdo Paulo), que representam uma parcela significativa do mercado brasileiro, ha
uma tendéncia de aumento do consumo da alface do tipo americana, o que pode ser visto
pelos dados do ano de 2017 quando foram comercializadas 49.435,5 toneladas de alface,
sendo que os tipos mais comercializados foram a Americana (47 %), Crespa (38,5 %),
Mimosa (5,9 %), Lisa (4,28 %) e Romana (1 %) (CEAGESP, 2017).

Na alimentacdo, a alface pode ser considerada um vegetal com alto valor nutricional
(SAHA et al., 2016) e de grande importancia principalmente pela quantidade de fibras e
substancias biologicamente ativas que contém, especialmente compostos fenolicos, acido
ascorbico, vitaminas A e K, fosfatos e carotenoides (LLORACH et al., 2008). Em 100 g de
alface, de acordo com tabela nutricional apresentada por Luengo e colaboradores (2011),
contém 0,7 % de fibras; apenas 16 calorias; 95,8 % de agua; 102 pg de vitamina A (retinol);
além de vitaminas do complexo B (timina, riboflavina, acido pantoténico), vitamina C e K, e
sais minerais como magnésico, sodio, potassio, calcio, ferro, fosforo e zinco. Pode haver
variagdo desses valores entre as diferentes cultivares, dependendo da idade e parte da planta
(CASSETARI, 2015).

Utilizando uma cultivar de alface denominada Rutgers Scarlet, descrita como
detentora dos mais altos contetidos de polifendis e antioxidantes ja relatados na categoria de
frutas e legumes comuns, Cheng et al. (2014) encontraram possibilidade dessa cultivar ser
utilizada como alimento funcional para o controle do diabetes. Camundongos hiperglicémicos
obesos tiveram consideravel reducdo da hiperglicemia e melhora da sensibilidade a insulina

quando alimentados com essa alface, em relagdo ao grupo controle. E Oliveira et al. (2002)
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conduziram um estudo cujo objetivo foi avaliar o efeito de diferentes doses de alguns
flavonoides nos niveis sanguineos de colesterol e triglicerois em ratos hiperlipidémicos,
induzidos por Triton. Houve reducdo do colesterol quando administrados os flavonoides
quercetina e rutina. J4 em relagdo aos triglicerois, o flavonoide baicaleina foi o que apresentou

maior reducdo de suas concentragdes sanguineas quando administrado.

2.2 Radicais livres e mecanismos de protecio antioxidante

Radicais livres sdo espécies quimicas instaveis, capazes de existéncia independente e
que contém pelo menos um elétron ndo pareado, pois, de alguma forma, perderam um elétron
de sua camada mais externa. Este elétron desemparelhado torna grande parte das estruturas
extremamente reativas. A maioria dos radicais livres age muito rapidamente, podendo ser
produzidos com a mesma velocidade com que s3o desfeitos, reagindo ativamente com
moléculas que estejam nas proximidades, em uma tentativa natural de reaver o elétron perdido
e reestabelecer sua estabilidade. Esse comportamento pode gerar reagdes consecutivas, ou em
cadeia, pois a molécula que perde um elétron passa a ser um radical livre e tende a fazer o
mesmo com outra molécula e assim por diante (CHORILLI; LEONARDI; SALGADO,
2007).

As reacdes de oxidacdo-redugdo envolvem a perda ou o ganho de elétrons: um
reagente ganha elétrons e € reduzido, enquanto outro perde elétrons e ¢ oxidado. As reacdes
de oxidacdo geralmente liberam energia e sdo importantes no catabolismo (NELSON; COX,
2014). A oxidacao ¢ parte fundamental do metabolismo na vida aerobica, assim, os radicais
livres sdo produzidos naturalmente ou por alguma disfuncao biologica (BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006). Essa produ¢ao pode ser iniciada por processos fisicos ou quimicos e
continuard indefinidamente na presenca de um substrato apropriado, a menos que um
mecanismo de defesa bloqueie o processo.

Unidade essencial da vida, a célula €¢ uma verdadeira fabrica de pr6 e antioxidantes. A
fonte principal de radicais livres no organismo ¢ o metabolismo normal do oxigénio. O
oxigénio envolvido no processo respiratorio em organismos aerdbicos € estavel, mas por ser
uma molécula que age como aceptora final de elétrons, em certas condigdes, pode ser
transformado em radicais livres (MACHADO et al., 2008). Uma fracao de aproximadamente
85 % do oxigénio sera metabolizada até dgua, via cadeia de elétrons; e 10 % utilizada por
enzimas oxidases/oxigenases ou em reagdes quimicas de oxidacdo direta. Os outros 5 %

formam radicais livres que podem causar varios danos, mas também podem ser aproveitaveis
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em alguns processos fisiologicos, envolvidos na producdo de energia, regulacdo do
crescimento celular, sinalizagcdo intercelular, sintese de substincias bioldgicas importantes,
controle da pressao sanguinea, na apoptose, na fagocitose de agentes patogénicos, na
fertilizagdo de ovos e no amadurecimento de frutos (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004;
BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; CHORILLI;, LEONARDI; SALGADO, 2007,
VASCONCELOS et al., 2007).

Responsaveis pela respiragao celular (fosforilagdo oxidativa), as mitocondrias sdo as
principais geradoras de radicais livres em mamiferos (SILVA; FERRARI, 2011). Diversas
etapas na via de reducdo do oxigé€nio em mitocondrias t€ém o potencial de produzir radicais
livres altamente reativos. Em mitocondrias ativas, de 0,1 até¢ 4 % do oxigénio utilizado na
respiracdo formariam radicais livres mais do que suficiente para ter efeitos letais, caso o
organismo ndo tivesse mecanismos que fizessem com que eles fossem rapidamente
neutralizados (NELSON; COX, 2014).

Outra importante fonte geradora de radicais livres sdo as enzimas NADPH oxidases
(Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate Oxidases). Sao proteinas transmembrana que
essencialmente transferem elétrons através das membranas celulares. Geralmente, o aceptor
de elétrons € o oxigénio, o que gera o radical O>". Ao menos seis isoformas destas enzimas
sao conhecidas, diferindo quanto ao local de expressdo e cofatores necessarios para a sua
ativacdo (BARBOSA et al., 2010).

Além do metabolismo normal, estes radicais instdveis também podem ser formados
por efeitos exdgenos, como exposicdo ao sol, contaminag¢do por tabaco, poluicdo do ar e
bebidas alcoolicas. Processos inflamatorios ou disfuncdo bioldgica também sdo geradores de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies reativas de nitrogénio (ERN); estas espécies
podem ser, ainda, provenientes da alimentagdo (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Os radicais livres atacam as células podendo lesar macromoléculas, como a cadeia de
DNA, proteinas, carboidratos e lipidios (CHORILLI; LEONARDI; SALGADO, 2007;
DORNAS et al., 2007; NELSON; COX, 2014). Dessa forma, encontram-se relacionados com
varias patologias, tais como artrite, choque hemorragico, doengas do coragdo, catarata,
disfungdes cognitivas e cancer, podendo ser a causa ou o fator agravante do quadro geral
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Por suas diversas propriedades no organismo, ¢ necessario que exista um equilibrio
entre a producdo e a eliminacgdo destas espécies reativas. Quando a produgdo de radicais livres
se torna elevada, as reagdes se repetem indefinidamente, levando a um estado chamado

estresse oxidativo. O estresse oxidativo €, portanto, a decorréncia da existéncia de um



17

desequilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes, em relagdo ao aumento dos
primeiros (OLIVEIRA, 2017). Pode-se dizer que ha trés fatores agravantes do estresse
oxidativo: a geracdo de mais radicais livres, a descompartimentalizacdo dos complexos de
metal e precariedade das defesas antirradicais (CHORILLI; LEONARDI; SALGADO, 2007).

Ha fortes evidéncias de que o estresse oxidativo tem importancia primordial nos
processos de envelhecimento, transformacdo e morte celular, com consequéncias diretas em
muitas patologias, entre elas, a indu¢ao do cancer e a propagacdo de AIDS (Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida) em pacientes soropositivos, bem como na fisiopatologia de
muitas doencas cronicas, como as autoimunes, cardiopatias e doencas do pulmio, e
degenerativas como mal de Parkinson e Alzheimer (VASCONCELOS et al.,, 2007;
OLIVEIRA, 2017). As lesdes celulares associadas ao envelhecimento incluem ntcleos e
complexos de Golgi distorcidos, mitocondrias menos eficientes e reticulo endoplasmatico
com menor tamanho (SILVA; FERRARI, 2011).

Estresse oxidativo também pode ser consequéncia da diminui¢do de elementos
antioxidantes, seja por deficiéncia de antioxidantes na dieta alimentar ou, por outro lado,
dietas ricas em componentes oxidativos; da producao de ERO/ERN pela exposi¢do elevada a
Oy; da presenga de toxinas que quando metabolizadas produzem ERO/ERN; ou da ativagdo
excessiva de sistemas naturais de ERO/ERN, por exemplo, quando ocorre a ativagdo
inapropriada de células de fagocitose em doencas inflamatorias cronicas, como artrite

reumatoide e colites ulcerativas (CHORILLI; LEONARDI; SALGADO, 2007).

2.2.1 As principais espécies reativas

As principais ERO distribuem-se em dois grupos, as radicalares: anion superdxido
(O2"), hidroxila (HO"), peroxila (ROQO") e alcoxila (RO"); e as ndo-radicalares, que, apesar de
ndo apresentarem elétron desemparelhado, sdo capazes de reagir com moléculas celulares e
teciduais: oxigénio, peroxido de hidrogénio e acido hipocloroso (HCIO). Dentre as ERN,
incluem-se o 6xido nitrico (NO"), 6xido nitroso (N203), acido nitroso (HNO3), nitritos (NO7"),
nitratos (NO3") e peroxinitritos (ONOO"). Enquanto alguns desses podem ser altamente
reativos no organismo atacando lipidios, proteinas e DNA, outros sdo reativos apenas com 0s
lipidios (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; SILVA;
FERRARI, 2011; VIZZOTTO, 2017).

Na mitocdndria, o anion radical superoxido ¢ produzido como produto intermediério

de algumas reagdes do ciclo de Krebs (VIZZOTTO, 2017). Representado como O>™ ou Oy7, 0
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superoxido ¢ formado ap6s a primeira reducdo do O». O radical superdxido ocorre em quase
todas as células aerobicas e ¢ também produzido durante a ativacdo maxima de neutrofilos,
mondacitos, macrofagos e eosinofilos. Apesar de ser considerado pouco reativo em solugdes
aquosas, tem sido observada lesdo biologica secundaria a sistemas geradores de O>™ (seja
enzimatico, fagocitico ou quimico). Quando protonado o radical superdxido, ou seja,
acrescentado de um proton hidrogénio, ¢ formado o radical hidroperoxila (HO>™). Existem
evidéncias de que o hidroperoxila ¢ mais reativo que o superoxido, por sua maior facilidade
em iniciar a destruicdo de membranas bioldgicas (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). O
Quadro 1, adaptado de Vasconcelos et al. (2007) traz resumidamente informagdes sobre a
natureza das principais espécies reativas, de sua geragao e destino.

O radical hidroxila (HO") ¢ considerado o mais reativo em sistemas bioldgicos, porém
0 com menor tempo de meia-vida. A combinacao extremamente rapida do HO® com metais ou
outros radicais no proprio sitio onde foi produzido confirma sua alta reatividade, reagindo
com DNA, proteinas ¢ lipideos. Normalmente, devido a for¢a das ligacdes que mantém as
moléculas de 4dgua juntas nos sistemas vivos, o radical livre hidroxila ndo ocorre. Porém,
quando uma pessoa ¢ exposta a radiagdo, por exemplo, essas ligacdes podem se romper,
gerando-os (CHORILLI; LEONARDI; SALGADO, 2007). Outras reagdes que ocorrem
esporadicamente podem forma-lo, como a reacdo como o acido hipocloroso (HCIO) ou
peroxinitrito (ONOO") (VIZZOTTO, 2017).

Peroxido de hidrogénio (H202) ¢ um metabodlito ndo-radicalar do oxigénio
extremamente deletério, porque participa da reagdo que produz o HO'. O Hz0O: tem vida
longa, € pouco reativo frente as moléculas organicas na auséncia de metais de transicdo, mas
capaz de atravessar camadas lipidicas, pode reagir com a membrana eritrocitdria € com
proteinas ligadas ao Fe™, sendo altamente toxico para as células quando na presenca desse
metal, como ocorre, por exemplo, na hemocromatose transfusional (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Oxigénio singleto ou singlet ('02) é forma excitada de oxigénio molecular e nio
possui elétrons desemparelhados em sua wltima camada. E a forma mais deletéria do oxigénio
ao organismo, pois ¢ a causa, ou o intermediario, da toxicidade fotoinduzida do Oz em
organismos vivos. Existem duas maneiras de interacdo entre 'O e outras moléculas. Uma ¢é
por meio de reacdes quimicas, outra seria transferéncia de sua energia de excitagdo para
moléculas, fazendo o oxigénio retornar ao estado fundamental. Este ultimo processo ¢
conhecido como supressdo fisica do !0, e pode ser realizado por carotenoides, bilirrubina,

tocoferdis e compostos fendlicos (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004). Em meio aquoso, sua



meia-vida ¢ muito pequena, pois ele se choca com as moléculas de H>O transferindo sua

energia, desativando-se (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Quadro 1 — Informacdes sobre a geragao e destino das principais espécies reativas.

ERO/ERN

Breve descriciao

Anion-radical
Superdxido

Gerado continuamente por diversos processos celulares. E
permeavel a membranas e fagocitos, como neutrofilos e
macréfagos, sendo um dos microbicidas mais importantes.

Peroxido de
Hidrogénio

Intermediario formado pela reagdo de dismutacdo de Oy
catalisada pela enzima superoxido dismutase (SOD), pela
reducdo de 2 e na molécula de O; e pela agdo de diversas
enzimas oxidases in vivo, localizadas nos peroxissomas.

Radical hidroxila

E o mais reativo e mais lesivo radical conhecido e para o qual
organismo humano ndo dispde de mecanismo de defesa. E
capaz de reagir com uma série de endobidticos, modificar o
DNA, inativar enzimas e causar danos a proteinas e gerar
peroxidacao lipidica.

Radicais peroxila
e alcoxila

Formados durante a decomposi¢do de peroxidos organicos e
reacOes de carbono radicalar com oxigénio, como na
peroxidagao lipidica.

Oxigénio singleto

Estado eletronicamente excitado do oxigénio, produzido por
reagdes fotoquimicas ou por outras radiagdes. Reage com um
grande nimero de moléculas biologicas, incluindo lipidios da
membrana, iniciando processos de peroxidacao.

Ozonio

Produzido no ar atmosférico poluido e por fontes de luz
intensa, ¢ extremamente lesivo para o pulmao, oxidando
rapidamente proteinas, DNA e lipidios.

Oxido nitrico
(ou monoéxido
de nitrogénio)

Sintetizado nos organismos vivos pela acdo da enzima 6xido
nitrico sintase (NOS). E um radical abundante que age em
varios processos bioldgicos, incluindo relaxamento muscular,
neurotransmissao e regulagdo imune. Potente vasodilatador,
envolvido na regulacdo da pressao arterial.

Peroxinitrito

Instavel, tempo de vida curto, oxidante potente, propriedades
semelhantes ao radical hidroxila, causa danos a muitas
moléculas bioldgicas.

Oxido nitrico (NO") ¢ um radical livre relativamente estavel, sintetizado a partir do
oxigénio molecular e do nitrogénio guanidinico da arginina, em uma reacdo catalisada pela
NO-sintase (NELSON; COX, 2014). E altamente susceptivel as reagdes de oxirredugao,
sendo assim fonte de outras ERNs (VIZZOTTO, 2017). A reducdo de um elétron do radical

NO" dé origem ao anion nitroxil NO", de curta meia-vida, reagindo rapidamente com o O,
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dando origem a peroxinitritos. Uma interag¢do direta entre NO® e O2 que produz o gas NO». J4

a interacdo aquosa entre NO" e O, produz nitritos.

2.2.2 Danos causados a macromoléculas

Os radicais livres promovem reagdes com substratos bioldgicos podendo ocasionar
danos as biomoléculas e, consequentemente, afetar a saude humana. Os danos mais graves sao
aqueles causados ao DNA e RNA (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

A fonte mais importante de alteragdes mutagénicas no DNA ¢é o dano oxidativo
causado por ataque por espécies reativas. Entre estas espécies, os radicais hidroxila sdao
responsaveis pela maioria dos danos oxidativos ao DNA, por meio de um grande e complexo
grupo de reagdes, que variam desde a oxidacdo da desoxirribose e das bases, passando por
modificacdes de bases purinicas e pirimidinicas e podendo levar quebras na estrutura da
hélice (NELSON; COX, 2014). Se essa quebra ocorre, as enzimas podem reconectar 0s
filamentos em outra posicdo, alterando a ordem original das bases nitrogenadas. Esse ¢ um
dos processos basicos da mutagdo e o acimulo de bases danificadas pode desencadear a
oncogénese (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

A oxidacdo da base nitrogenada guanina, por exemplo, gera o 7,8-di-hidro-8-
oxoguanina, ou simplesmente 0xoG, composto altamente mutagénico, pois consegue se
emparelhar com a adenina e a citosina. Se ele parear com a adenina durante a replicagdo,
originard em uma transversdo G : C para T : A, uma das muta¢des mais comuns encontradas
em canceres humanos (WATSON et al., 2015). Estimativas precisas da extensdo desse dano
ndo estdo disponiveis, mas a cada dia 0 DNA de cada célula humana esta sujeito a milhares de
reagOes oxidativas.

A atividade deletéria da oxidagdo de aminodcidos em proteinas esta cada vez mais
bem elucidada. As espécies reativas do oxigénio podem atuar inibindo a enzima que edita e
corrige o RNA-transportador para formar a sequéncia correta de aminoécidos, resultando na
sintese de proteinas anormais. Ademais, os radicais livres podem oxidar os aminoacidos
cisteina e metionina, provocando sérias alteragdes na estrutura e funcdo das proteinas
(SILVA; FERRARI, 2011). Uma enzima que tenha seus aminoacidos alterados pode perder
sua atividade ou, ainda, assumir uma atividade diferente. A hidroxila pode inativar varias
proteinas ao oxidar seus grupos sulfidrilas (-SH) a pontes dissulfeto (-SS).

Alguns dos muitos efeitos conhecidos da formagdo aumentada de ERO em sistemas

biologicos incluem uma alteragdo dos lipideos de membranas chamada peroxidagao lipidica
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(DORNAS et al., 2007). Os lipidios, como constituintes da membrana da célula, sdo os alvos
mais suscetiveis a oxidagdo, devido a velocidade de avango das reagdes destrutivas em cadeia.

Quando ocorre na membrana celular, a oxidacao de lipidios reflete diretamente no
transporte ativo e passivo através da membrana, alterando a fluidez e provocando menor
seletividade no transporte i6nico e na sinalizacdo transmembrana (SILVA; FERRARI, 2011),
podendo até ocasionar uma ruptura, levando a morte celular. A oxidagdo de lipidios
circulantes no sangue acomete o epitélio das paredes dos vasos sanguineos, facilitando o
acumulo desses lipidios, levando a quadros de aterosclerose, podendo causar trombose,
infarto ou acidente vascular cerebral (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). Os
antioxidantes atuam como fontes de hidrogénio e se oxidam no lugar do acido graxo,
protegendo as células contra o dano os radicais livres.

O radical OH’, considerado o principal iniciador da peroxidagdo lipidica, age em tal
processo por meio da retirada de um atomo de hidrogénio dos acidos graxos poli-insaturados
da membrana celular. Entretanto, a participacdo do ferro também ¢é considerada fator
determinante para possibilitar a iniciacdo desse processo. Os ions ferro agem como
catalisadores da conversdo de hidroperoxidos lipidicos (LOOH) em radicais LO" e LO>’, que,
por serem potencialmente reativos, iniciam uma nova cadeia de reagdes, as quais podem ser

rapidas ou lentas, de acordo o ferro disponivel (BARBOSA et al., 2010).

2.2.3 Mecanismos de defesa antioxidante

O sistema de defesa antioxidante tem o objetivo primordial de manter o processo
oxidativo dentro dos limites fisiologicos e passiveis de regulagdo, dificultar a formacao de
ERO/ERN, ou destrui-las, impedindo que os danos da instalagdo do estresse oxidativo se
amplifiquem, culminados em danos sistémicos irreparaveis (BARBOSA et al., 2010). As
prote¢des conhecidas do organismo contra as ERO e ERN abrangem a prote¢cdo enzimatica ou
ndo-enzimatica, feita por micromoléculas, que podem ter origem no proprio organismo ou
podem ser adquiridas por meio da dieta (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006;
VASCONCELOS et al., 2007).

O sistema antioxidante enzimatico € representado, principalmente, pelas seguintes
enzimas antioxidantes: a superéxido dismutase (SOD), que catalisa a dismutacao do anion
radical superdxido (O2") a peroxido de hidrogénio (H202) e Oo; a catalase (CAT), que atua
principalmente na decomposicao de H>O2 a Oz e H2O; e a glutationa peroxidase (GPx), que

atua sobre peroxidos em geral, ¢ depende de selénio (Se) e utiliza a glutationa (GSH) como
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cofator. A glutationa redutase (GSH-Rd) atua na linha de defesa no sentido de reparar a lesao
ocorrida, promovendo a regeneracdo de GSH na presenga de NADPH (DORNAS et al., 2007;
VASCONCELOS et al., 2007; NELSON; COX, 2014; VIZZOTTO, 2017).

Além dos compostos citados, ainda podemos considerar as proteinas de transporte de
metais de transi¢do, como a transferrina (transporte do ferro) e ceruloplasmina (transporte do
cobre e oxidagdo do ferro para ser captado pela transferrina). Os metais de transicdo sao
potenciais formadores de espécies reativas por meio da reagdo com outros compostos, uma
vez que sofrem reagdes redox. Decorre desse fato, a necessidade de serem transportados
associados a proteinas, impedindo que essas reagdes ocorram (VASCONCELOS et al., 2007).
O H»0», em presenga de metais de transicao (Fe ou Cu), propicia a formagao da mais deletéria
espécie reativa de oxigénio, o radical hidroxila (CHORILLI; LEONARDI; SALGADO,
2007).

O sistema antioxidante ndo-enzimatico ¢ formado por muitos compostos sintetizados
pelo proprio organismo, com destaque para a GSH, considerada principal composto
antioxidante intracelular, e outros como bilirrubina, hormonios sexuais, melatonina, coenzima
Q, acido trico; e compostos adquiridos por meio da dieta, como vitamina C, tocoferois, f-
caroteno e flavonoides (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004). Os flavonoides tém sua
capacidade de prote¢do antioxidante baseada em cinco pilares: sua reatividade como agente
doador de H" e elétrons, ou seja, quanto maior o nimero de hidroxilas presentes, maior a
atividade antioxidante; estabilidade do radical flavanoil formado; reatividade em frente a
outros antioxidantes; capacidade de quelacdo de metais de transicdo; e sua solubilidade e
interacdo com as membranas (ALVES et al., 2007). Outra forma, considerada indireta, se
baseia na capacidade de alguns destes componentes em elevar as concentragcdes corporais de
antioxidantes endogenos e inibir enzimas pro-oxidantes (VASCONCELOS et al., 2007;
VIZZOTTO, 2017).

2.3 Flavonoides e outros compostos antioxidantes.

Legumes e frutas sdo ricas fontes de antioxidantes como vitaminas, carotenoides,
componentes fenolicos e flavonoides. Estes ultimos integram um dos grupos mais importantes
e diversificados entre os compostos de origem vegetal e sao amplamente distribuidos no
Reino Plantae (MACHADO et al., 2008).

A original pesquisa sobre flavonoides presumivelmente comegou em 1936, quando o

cientista hungaro Albert Szent-Gyorgi (SANDHAR et al., 2011) encontrou uma associagao



23

entre a vitamina C pura e cofatores ainda ndo identificados de cascas de limao, aos quais ele
primeiro deu o nome de "citrina" e, posteriormente, "vitamina P", devido ao fato desse grupo
melhorar a permeabilidade dos capilares sanguineos.

Representando uma das cinco classes de compostos polifendlicos, os flavonoides sdo
metabolitos secundarios vegetais. Possuem 15 atomos de carbono em seu nucleo elementar,
constituido de duas fenilas ligadas por uma cadeia de trés carbonos (C6-C3-C6) (DORES,
2007). Sendo assim, a estrutura quimica dos flavonoides consiste em dois anéis aromaticos,
representados por A e B, unidos por trés carbonos que formam um anel heterociclico,
denominado de anel C (Figura 1). As outras classes de compostos polifendlicos sdo os acidos

fenolicos, estilbenos, taninos e cumarinas,

Figura 1 — Estrutura e numeracao basica dos flavonoides.
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Os flavonoides sao frequentemente encontrados conjugados a moléculas de agucar, em
diferentes nimeros, posi¢cdes e arranjo, nas formas de denominadas O-glicosideos ou C-
glicosideos. Quando se apresentam ndo glicosados, sdo denominados aglicona (ARNOSO;
COSTA; SCHMIDT, 2019).

Os O-glicosideos sao 0s que possuem substituintes de agucar ligados a uma hidroxila
da aglicona, geralmente na posi¢do 3 ou 7, enquanto que os C-glicosideos possuem grupos de
acucar ligados a um carbono da aglicona, geralmente em C-6 ou C-8 (SANDHAR et al.,
2011). A capacidade antioxidante dos C-glicosideos ja foi confirmada por ensaios quimicos,
mostrando-se mais alta em comparacao aos O-glicosideos (WANG:; LI; BI, 2018).

Os flavonoides possuem sua atividade antioxidante atribuida aos radicais fenolicos de
sua estrutura. Por exemplo, a capacidade de eliminagdo do extrato de semente de uva contra o
radical ABTS se mostrou fortemente ligada ao nivel de compostos fenodlicos no estudo de
Zhang et al. (2015), levando a inferir que quando os vegetais apresentam contetido fenolico
total alto, eles possuem forte atividade antioxidante.

Dependendo da quantidade, posi¢cdo e combinagdo dos grupamentos participantes da

molécula, os flavonoides s3o separados em classes principais: flavonas, flavonois,
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antocianinas, flavanas, flavanonas e isoflavonoides (OLIVEIRA; ESPESCHIT; PELUZIO,
2006; FLAMBO, 2013). As estruturas moleculares dessas classes estdo representadas na
Figura 2. No entanto, ainda existem outros flavonoides que ndo apresentam o esqueleto tipico
C6-C3-C6, por exemplo, auronas, xantonas, biflavonas e furanocromonas (WANG; LI; BI,
2018). As estruturas moleculares atipicas dessas classes estdo representadas na Figura 3.
Flavonas e flavondis contétm o maior numero de compostos, representando os
flavonoides. Entre as flavonas, a apigenina e luteolina estdo presentes em graos, vegetais
folhosos e ervas. Quercetina (tipo estudado com mais frequéncia), kaempferol e miricetina
sdo os flavonois mais comuns podendo ser encontrado em frutas, vegetais e bebidas, como

chas e vinho tinto (ARNOSO; COSTA; SCHMIDT, 2019).

Figura 2 — Estrutura molecular das principais classes de flavonoides.
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Antocianinas sao um grupo de pigmentos responsaveis pela coloragdo azul, parpura e
vermelhos de algumas plantas. As antocianinas mais comuns sdo cianidina, delfinidina,
petunidina, peonidina, pelargonidina e malvidina; e suas fontes sdo repolho roxo, alface roxa,
alho, batata de casca avermelhada e batata-doce roxa. Flavanas sdo produtos de redugao de di-
hidroflavonois e os principais representantes dessa classe sdo as catequinas, epicatequina,
epicatequina-3-galato, epigalocatequina e epigalocatequina-3-galato. As fontes de catequinas
sao chas verde e preto e chocolates (ARNOSO; COSTA; SCHMIDT, 2019).

Flavanonas possuem ligagdes C2 e C3 saturadas e frequentemente sdo encontrados
juntamente com flavonas e flavondis relevantes nas plantas (WANG; LI; BI, 2018). Estao
presentes em frutas citricas, incluindo laranja, limao, tangerina e lima. Os principais exemplos

de flavanonas sdo hesperidina, naringina, narirutina, eriocitrica, neo-hesperidina, didimina,
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neo-eriocitrina e poncirina. Evidéncias sugerem que as flavanonas tenham atividade no tecido
epitelial vascular.

Isoflavonoides sao encontrados mais comumente nos legumes e sua principal fonte ¢ a
soja. A genisteina e daidzeina sdo as isoflavonas mais comuns. S3o também consideradas
fitoestrogenos por sua habilidade em se ligar aos receptores de estrogenos, devido a
similaridade quimica com esse hormdnio (CLAPAUCH et al., 2002).

Figura 3 - Estrutura molecular atipica de alguns flavonoides.
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A presencga desses metabolitos secundarios na planta ¢ ditada por diversas condigdes,
de acordo com a ordem/familia do vegetal, bem como da variacdo das espécies. De forma
geral, flavonoides presentes nas flores podem ser distintos daqueles encontrados nas raizes,
nos galhos, folhas e frutos. O mesmo composto ainda pode apresentar concentracdes
diferentes dependendo do 6rgdo vegetal que foi analisado (MACHADO et al., 2008).

E importante ressaltar que varios fatores bidticos e abidticos podem influenciar a
producdo de flavonoides pelas plantas, como, por exemplo, presenca de patégenos e doengas,
temperatura, nivel de nutri¢do, injuria, metabolismo de hidratos de carbono e nitrogénio,
poluicao, qualidade de radiacao solar, raios UV, periodos de seca ou chuva (MACHADO et
al., 2008; SANTOS, 2010). A radiagdo solar ¢ um dos fatores que, via de regra, esta
relacionada a variagdo quantitativa do teor de flavonoides.

Diversas fungdes sdo atribuidas aos flavonoides nas plantas. Entre elas, pode-se citar a
protecdo contra a incidéncia de raios ultravioleta, protecdo contra patdgenos, agao
antioxidante, a¢do alelopatica e inibi¢dao enzimatica (MACHADO et al., 2008).

A radiacdo ultravioleta B ¢ a faixa do espectro solar de menor comprimento de onda e
maior energia, entre 280 e 315 nandmetros (nm). Quando a luz incide nas folhas, a radiagdo
UV-B ¢ absorvida pelos flavonoides. Assim, eles podem ser considerados como um filtro
protetor para a planta, que evita que a radiacdo aja sobre outras moléculas celulares
importantes, como o DNA, o que poderia provocar mutagdes que levassem a formagdo de

células defeituosas (DORES, 2007).
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Outras fungdes ja relatadas sdo a pigmentacdo e a interacdo planta-animal, seja no
sentido de defesa, protegendo a planta contra herbivoros ou inibindo a ac¢do prejudicial de
insetos, seja na atracao de polinizadores. Machado et al. (2008) citam que os pigmentos das
flores, derivados de antocianinas, atraem insetos polinizadores e sdo responsaveis pelas cores
vermelha e azul, caracteristicas de bagas, vinhos e de certos vegetais, sendo as maiores fontes
de flavonoides na dieta humana.

Nas tultimas décadas, foram caracterizados mais de 10.000 flavonoides, os quais
desempenham as mais diversas fungdes bioldgicas no organismo humano (DORES, 2007;
GEORGE et al.,, 2017). Pode-se citar acdo anti-inflamatoria, antiviral, antimicrobiana,
antialérgica, vasodilatadora, antiulcerogénica, antineoplésica, antioxidante, anti-hepatotoxica,
anti-hipertensiva, hipolipidémica, antiplaquetaria e estdo associadas a prevencao de doengas
cronicas, como o cancer e¢ as doengas cardiovasculares (OLIVEIRA; ESPESCHIT;
PELUZIO, 2006; MACHADO et al., 2008). Os flavonoides podem inibir e afetar a
sinalizacdo do ciclo celular na fase G1/S ou induzir a apoptose em células cancerigenas que se
encontram em divisdo (SANDHAR et al., 2011).

A importancia de compostos naturais que apresentam atividade antioxidante vem
sendo amplamente reconhecida pela medicina preventiva nos Ultimos anos. Desta maneira, o
interesse econdmico € a busca por compostos naturais com propriedades antioxidantes tém
aumentado consideravelmente.

O consumo de antioxidantes, principalmente por meio de fontes naturais, ¢
interessante para a prevencdo de danos caudados por radicais livres, prevenindo assim
doengas multifatoriais e reduzindo o risco de doencas carcinogénicas (MLADENOVIC et al.,
2013). O preparo dos alimentos para consumo pode levar a perdas destes compostos, em
maior ou menor grau, de acordo com o tipo de alimento e o0 modo de preparo utilizado. A
ingestdo de alimentos crus ou minimamente processados ¢ recomendada, todavia, os
flavonoides se mostram compostos relativamente estdveis, resistentes a oxidacdo, altas
temperaturas e variagcoes brandas de acidez (MACHADO et al., 2008).

Apesar de ndo ocorrer sua sintese em seres humanos, os flavonoides sdo substancias
de grande importancia para a satde, principalmente no que diz respeito as suas propriedades
antioxidantes. Varios estudos demonstram o efeito cardioprotetor dessas substancias
fendlicas, refletido principalmente na redugdo do colesterol LDL e da peroxidagao lipidica das
lipoproteinas (OLIVEIRA; ESPESCHIT; PELUZIO, 2006).

Algumas a¢des dos flavonoides estdo sendo relacionadas a capacidade de interferir no

metabolismo lipidico. Uma dessas agdes seria o aumento da excrecdo de sais biliares nas
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fezes; outra teria relagdo com a capacidade de elevar a atividade do sistema microssomal
hepéatico aumentando o metabolismo lipidico por consequéncia (OLIVEIRA et al., 2002).

Flavonoides possuem a capacidade de inibir a xantina oxidase, enzima que promove a
oxidagdo de tecidos, inibindo, dessa forma, a formacdo de radicais livres e prevenindo o
envelhecimento precoce. Essa capacidade que os flavonoides tém de neutralizar a produgdo de
radicais livres pode prevenir processos de estresse oxidativo, que causam morte celular, a
degeneragdo de neurdnios e membranas celulares (DORES, 2007). Esses compostos
fitoquimicos podem ainda inibir a ciclooxigenase e lipoxigenase, impedindo a formagdo das
prostaglandinas e leucotrienos e diminuindo a formagdo de processos inflamatorios
(OLIVEIRA et al., 2002).

O conceito de biodisponibilidade foi introduzido para quantificar a quantidade de
micronutrientes e fitoquimicos que s3o realmente absorvidos, distribuidos ao tecido,
metabolizados e eventualmente excretados (ZHANG et al., 2015).

As agliconas provenientes dos alimentos sdo absorvidas pelos enterdcitos, na forma de
transporte passivo, mais rapidamente e em quantidades maiores do que os glicosideos, em
humanos. A concentragdo plasmadtica apds ingestdo de agliconas ¢ 2 a 3 vezes maior que apos
a ingestao de glicosideos. Em uma analise mais longa, apds 2 a 4 semanas, ainda permanece
mais alta do que a concentracao de glicosideos (CLAPAUCH et al., 2002).

No entanto, a maioria dos flavonoides existe como glicosideos. O primeiro passo para
entrar em circulagdo sist€émica pode ser a desglicosilagdo, por meio da captagdo ativa pelo
transportador de glicose dependente de sodio, apds a desglicosilagdo pela B-glicosidase
citosolica. E importante destacar que o padrio de desglicosilagdo pode depender da natureza
da aglicona e do agucar conectado (WANG; LI; BI, 2018). Apos a desglicosilagao, o
metabolismo geralmente ocorre continuamente nas células epiteliais do intestino delgado. Em
contato com a excrecao biliar adicional, cerca de um terg¢o do total ¢ absorvido no intestino
grosso como flavonoide livre e os 2/3 restantes sdo fermentados por bactérias, transformados
em metabolitos e absorvidos ou sofrem degradagao (CLAPAUCH et al., 2002; WANG:; LI;
BI, 2018).

Entre outros compostos vegetais da alface relacionados a atividade antioxidante estdo
os pigmentos vegetais, que vém sendo cada vez mais estudados por também trazerem
beneficios a satide quando consumidos (ROCHA; REED, 2014).

Nas plantas, os pigmentos estdo envolvidos em processos fotossintéticos, como na

defesa contra o estresse luminoso, evitando a formagao de espécies reativas de oxigénio, entre
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outros. Em animais, sdo apontados como antioxidantes, com atividades anti-inflamatorias,
anticancerigenas e capacidade de reduzir o risco de doengas cardiacas (MOURA, 2016).

Entre os principais, os carotenoides encontram-se dissolvidos na seiva das células
vegetais. Os carotenoides sdo uma classe de pigmentos fitoquimicos amarelo-alaranjado-
vermelhos, distribuidos em vdrias frutas, hortaligas, temperos e ervas. Foram reconhecidos no
século XX como fontes principais de vitamina A, destacando-se por essa importante
caracteristica. A vitamina A pré-formada ¢ encontrada apenas em alimentos de origem
animal, enquanto que as formas de caroteno provitamina A sdo encontradas nas hortaligas
folhosas verde-escuras e nas amarelo-alaranjadas (CARVALHO et al., 2006).

O o-caroteno, P-caroteno, licopeno, luteina e criptoxantina s3o os principais
carotenoides da dieta humana. Por exemplo, o tomate ¢ rico em licopeno, que também ¢
responsavel por sua caracteristica cor vermelha (ZHANG et al., 2015).

Uma molécula de B-caroteno — o carotenoide provitamina A mais ativo (CARVALHO
et al., 2006) — pode ser naturalmente clivada no figado, produzindo duas moléculas de
vitamina A. Mais recentemente, efeitos benéficos de carotenoides contra canceres, doencas de
coracdo e degeneragdo macular foram reconhecidos e estimularam intensas investigagcdes
sobre o papel desses compostos como antioxidantes e como reguladores de resposta do
sistema imune. Evidéncias epidemioldgicas sugerem que a ingestdo de B-caroteno pode inibir
certos tipos de cancer e doencas mediadas por oxidantes. Assim como a prevencao do cancer,
o potencial antioxidante dos carotenoides pode ser 1util na inibi¢do de outras doencas
provocadas pela agdo dos radicais livres (UENOJO; MAROSTICA JUNIOR; PASTORE,
2007).

O é4cido ascorbico, ou vitamina C, ¢ essencial ao homem, mas o organismo humano
ndo consegue sintetiza-lo a partir da glicose - seu precursor - como ocorre em plantas e na
maioria dos animais. Em sistemas biologicos, em pH fisioldgico (7,4), 99,95 % da vitamina C
encontra-se na forma ionizada ascorbato, que atua como antioxidante sobre ERO ¢ ERN em
ambiente aquoso, ao doar um H" ou [H" + ¢] para um radical. O ascorbato pode atuar
diretamente nas membranas celulares, evitando o inicio da peroxidag¢do lipidica, ou
indiretamente regenerando a vitamina E, outra que atua como antioxidante na face lipofilica
das membranas celulares (VASCONCELOS et al., 2007).

O termo vitamina E se refere a duas familias de compostos, os tocoferdis e os
tocotrienois. Eles possuem, qualitativamente, a atividade biologica do a-tocoferol, que ¢ o
composto mais potente e, geralmente, a forma predominante na natureza. A vitamina E ¢ um

antioxidante lipossoluvel que bloqueia a etapa de propagacao da peroxidagdo lipidica dos
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acidos graxos poliinsaturados das membranas e lipoproteinas (VASCONCELOS et al., 2007).
Os tocoferois sdo encontrados nos ovos € nos 6leos vegetais e sdo especialmente abundantes
no germe de trigo. Animais de laboratério alimentados com dietas deficientes em vitamina E
desenvolvem pele escamosa, fraqueza muscular e esterilidade; j& em humanos, a deficiéncia
de vitamina E é muito rara e o principal sintoma ¢ a fragilidade dos eritrécitos (NELSON;
COX, 2014).

A agdo das substancias antioxidantes ocorre de maneira diferente no organismo,
variando de acordo com a quantidade, o tipo e o local no qual estdo os radicais livres, pois 0s
danos que eles provocam sdo diferentes. Sua eficiéncia pode ser reduzida ou aumentada, em
determinadas situagdes. Por isso, a importancia de dietas variadas e balanceadas, uma vez que
as frutas e as hortalicas apresentam composicdo bem variada dessas substancias (OLIVEIRA,

2017).

2.4 Métodos utilizados para determinar a atividade antioxidante.

Eletroquimica ¢ a base de varios ensaios sobre capacidade antioxidante. Geralmente,
0s ensaios que tém como principio a transferéncia de elétrons avaliam a capacidade de um
antioxidante reduzir um oxidante, que em geral muda de cor quando reduzido. Testes
eletroquimicos vém sendo utilizados com o intuito de avaliar o poder redutor total de
compostos antioxidantes presentes em alimentos e amostras bioldgicas (TEIXEIRA et al.,
2013). Uma das vantagens que a modernizagdo dos instrumentos de andlise traz se baseia no
numero de dados que pode ser extraido em uma unica amostra. Por exemplo, a espectrometria
detecta o comportamento espectral de amostras em varios comprimentos de onda,
possibilitando analisar diferentes pardmetros simultaneamente (MOURA, 2016).

Existem diversos métodos para avaliar a atividade antioxidante in vitro de substancias
biologicamente ativas. Oliveira e colaboradores (2009) ressaltam que nao ha uma
metodologia universal, um método padronizado para preparacdo de amostras, extratos e
processos para determinar a capacidade antioxidante. Isso se deve aos diferentes tipos de
radicais livres e as suas variadas formas de atuacdo nos sistemas. Aqueles autores apontam a
necessidade de avaliacdo por diferentes ensaios, levando-se em conta que existem alguns
critérios para a escolha da metodologia, tais como: utilizar moléculas biologicamente
relevantes, ser tecnicamente simples, basear-se em mecanismos quimicos bem definidos,
instrumentagdo facilmente disponivel, boa reprodutibilidade, adaptidvel para ensaios de

antioxidantes hidrofilicos e lipofilicos, dentre outros. Assim, a busca por testes mais rapidos e
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eficientes tem gerado um grande nimero de métodos para avaliar a atividade de antioxidantes
naturais por meio do uso de diversos sistemas geradores de radicais livres (ALVES et al.,
2010).

Os métodos de medigdo da capacidade antioxidante total existentes na literatura
podem ser classificados de varias maneiras, com base no tempo para o consumo de todos os
antioxidantes em uma amostra; na medicdo do consumo (sequestro) de radicais, quando o
composto antioxidante a ser analisado ¢ adicionado a um meio contendo um radical livre; ou
baseando-se na observagao da taxa de um determinado processo de radicais livres, avaliando a
diminuicdo dessa taxa com a adi¢do da amostra de antioxidante a ser analisada. Esses métodos
podem ainda ser classificados "in vitro" e "in vivo"; enzimatico e ndo-enzimatico; direto e
indireto.

Uma classificagdo amplamente aceita se refere a dois mecanismos de atuagdo: ensaios
a base de transferéncia de atomos de hidrogénio (TAH) ou de transferéncia de elétrons (TE).
Os principais ensaios de capacidade antioxidante baseados em transferéncia de elétrons sdo
ABTS/TEAC, DPPH, FRAP e CUPRAC. Dois ensaios baseados em transferéncia de atomos
de hidrogénio amplamente utilizados, o TRAP (Total Radical-trapping Antioxidant
Parameter - Parametro Antioxidante Total de Captura de Radicais) e o ORAC (Oxygen
Radical Absorbance Capacity - Capacidade de Absorvancia do Radical de Oxigénio) medem
essencialmente a capacidade de um antioxidante de interferir na reagdo entre os radicais
peroxil e uma sonda alvo, saciando aqueles radicais e diminuindo os danos a sonda
(OZYUREK; GUCLU; APAK, 2011).

A captagdo de radicais € o principal mecanismo de agdo dos antioxidantes nos
alimentos. Tém-se desenvolvido varios métodos nos quais a capacidade antioxidante ¢ medida
por meio da captagdo de radicais-livres sintéticos em solventes organicos polares, por
exemplo, metanol, etanol e acetona, a temperatura ambiente (PEREIRA, 2010).

Dentre as metodologias existentes, a mais utilizada ¢ a avaliacdo da atividade
sequestradora do radical DPPH’, sugerida originalmente por volta de 1950. O radical DPPH’
(1,1- difenil-2-picrilhidrazila) ¢ estavel a temperatura ambiente, possui coloragdo purpura em
solugdo etanolica e quando reduzido fica com uma coloragdo amarela (Figura 4). O efeito dos
antioxidantes sobre o sequestro do radical DPPH" ¢ atribuido a habilidade daqueles compostos
de doar hidrogénio (FRANCA et al., 2012) ao seu elétron desemparelhado. A atividade
antioxidante ¢ entdo presumida a partir do decaimento da absorbancia no comprimento de
onda observado entre 515 a 528 nm, produzido pela adi¢do do antioxidante a uma solugdo

etanodlica do radical DPPH" (ALVES et al., 2010).
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A interagdo de um potencial antioxidante com DPPH depende da conformacao
estrutural, da posicdo e do numero de hidroxilas livres presente na molécula analisada
(SANTOS, 2010; ALVES; KUBOTA, 2013). Uma vez que o DPPH ¢ essencialmente soltvel
em meio solvente organico, se torna limitado em relagdo a antioxidantes hidrofilicos.
Flavonoides e outros fen6is complexos geralmente exibem reagdo moderada a lenta com
DPPH.

A determinagdo da atividade antioxidante pelo método ABTS™, sigla utilizada para se
referir ao composto acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico), também ¢ bastante
utilizada. Quando comparado ao DPPH’, ¢ um método que também apresenta boa estabilidade
em certas condigOes de analise, mas mostra relevantes diferencas em relacao aos antioxidantes
e quanto a sua manipulagdo (SOUZA, 2013). O radical ABTS"" precisa ser gerado por meio
de reagdes enzimaticas ou quimicas, enquanto o DPPH" ¢ um radical livre adquirido dessa
forma, ou seja, sem a necessidade de preparo. Outra diferenca é que 0 ABTS™ ¢ soliivel em
meios organicos ou aquosos, permitindo a determinacdo simultanea de antioxidantes
hidrofilicos e lipofilicos, enquanto que o DPPH" somente em meios organicos,
especificamente alcodlicos. O radical catidnico ABTS™ é mais reativo que o radical DPPH", a
reacdo ocorre completamente apds um minuto (PEREIRA, 2010). Apesar disso, um ponto
final alcancado dentro de um tempo de protocolo de 6 min pode ndo ser adequado para

polifendis de reacio lenta (OZYUREK; GUCLU; APAK, 2011).

Figura 4 — Reducao do radical DPPH’, com mudanca de coloragao.

VIOLET YELLOW

A geragdo do ABTS™, de cor azul esverdeada, se da por meio da reagdo do ABTS com
persulfato de potassio. Quando ocorre a adicdo de um antioxidante a consequéncia ¢ a redugao
do ABTS™ a ABTS e a perda da coloragio (Figura 5). A porcentagem de inibigdo do ABTS™,

em relacdo a perda de cor, se refere a capacidade antioxidante do mesmo.
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Figura 5 — Estabilizagdo do radical ABTS' por um antioxidante e sua formagio pelo

persulfato de potéssio.
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Outro método se refere ao complexo fosfomolibdénio, que é formado pela reagdo em
solucdo aquosa de fosfato de soédio, molibdato de amoénio e acido sulftrico, possuindo
coloracdo amarela e tornando-se verde (PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999) a medida que
se reduz do molibdénio 6+ a molibdénio 5+ em decorréncia da presenga de determinadas
substancias com atividade antioxidante. A coloracdo verde ¢ mais intensa quando maior for a
atividade antioxidante da amostra.

Pesquisadores ja relataram excelente correlagdo linear entre o perfil de fendis totais e a
atividade antioxidante (SANTOS, 2010). A atividade antioxidante de compostos fenolicos
deve-se principalmente as suas propriedades redutoras e estrutura quimica. Estas
caracteristicas desempenham um papel importante na neutralizagdo ou sequestro de radicais
livres e quelagdo de metais de transicdo, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na
propagacao do processo oxidativo (SOUSA et al., 2007). Os intermedidrios formados pela
acao de antioxidantes fenolicos sdo relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel
aromatico presente na estrutura destas substancias. A quantificacdo espectrométrica de
compostos fenodlicos ¢ realizada por meio de uma variedade de técnicas, todavia, a que utiliza
o reagente de Folin-Ciocalteu, um dos métodos mais antigos de quantificagdo de fenois, figura
entre as mais extensivamente utilizadas (SOUSA et al., 2007; SANTOS, 2010).

O reagente, também conhecido como Folin-Dennis, ¢ composto pela mistura dos
acidos fosfomolibidico e fosfotunguistico, na qual o molibdénio e o tungsténio encontram-se
no estado de oxidagdo 6". Em presenca de certos agentes redutores, como 0s compostos
fendlicos, ocorre a formacao dos chamados complexos molibdénio-tungsténio azuis, nos quais
a média do estado de oxidacao dos metais esta entre 5 e 6 (OLIVEIRA et al., 2009). O reativo
de Folin-Ciocalteau, quando na presenca de compostos fenolicos, muda sua coloracdo de
amarela para azul e a intensidade da coloragdo azul ¢ maior quanto mais compostos fendlicos

houver na solugao.



33

O teste de Folin-Ciocalteau ndo ¢ especifico para antioxidantes, porque interage
igualmente bem ao fenol simples, acido citrico, muitas aminas, aminoacidos e agucares,
devido ao potencial redox extremamente alto apresentado pelo reagente de Folin. Além disso,
o anion de heteropolio molibdofosfato-tungstato exibe altas taxas de interagdes ion-dipolo
com moléculas de agua, de modo que este método se torna ¢ impréprio para antioxidantes
lipofilicos (OZYUREK; GUCLU; APAK, 2011).

A cromatografia gasosa (CG) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) sao
técnicas capazes de separar e quantificar compostos fenolicos. Desse modo, a determinagao
da atividade antioxidante pode ser realizada por meio da combina¢do das técnicas com a
espectrometria de massa, além de outras técnicas relevantes. A analise de compostos fendlicos
por cromatografia a gés ¢ baseada em caracteristicas de polaridade, pois eles sdo substancias
que possuem alta polaridade e baixa pressdo de vapor. Outras técnicas cromatograficas tais
como as cromatografias em papel e em camada delgada sdo bastante utilizadas na purificagdo
e isolamento de antocianinas, flavonéis e 4cidos fendlicos em alimentos (ANGELO; JORGE,

2007).

2.5 Principais parametros genéticos e estatisticos

Quando se objetiva encontrar estratégias mais eficientes para sele¢do em programas de
melhoramento ¢ importante ter disponivel informacgdes genéticas quantitativas sobre a
populacdo escolhida (VIEIRA, 2016). Isso indica que o conhecimento de estimativas
genéticas ¢ de suma importancia para nortear a tomada de decisdes frente a conducdo de um
programa de melhoramento. Isso porque tal conhecimento permite identificar a maneira de
acao dos genes envolvidos no controle dos caracteres quantitativos e avaliar a eficiéncia de
diferentes estratégias de melhoramento para a obtengdo de ganhos genéticos e manutengdo da

base genética adequada nas populacdes.

2.5.1 Variancia fenotipica, varidncia ambiental e varidncia genotipica.

Poder relacionar os fen6tipos apresentados pelos individuos em uma populacao, com
as diferencas genéticas existentes entre eles, torna mais facil qualquer programa de
melhoramento. Entender essa relagdo permite o conhecimento de quanto o fator genético
controla determinado cardter que estd sendo estudado e o seu potencial para a selecao

(SOUZA, 2006). Dessa forma, o conhecimento das variancias fenotipica, genotipica e
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ambiental possibilita quantificar o grau de associacdo genético e ndo genético entre dois ou
mais individuos.

A variancia fenotipica representa as diferengas apresentadas entre individuos de uma
populacgdo e pode ser atribuida a varios fatores. Uma vez que o fendtipo apresentado por um
individuo ¢ determinado pela sua base genética e pode ser influenciado pelo ambiente no qual
ele se desenvolve, a variancia fenotipica ¢ composta pelas varidncias genotipica e ambiental.
Nos programas de melhoramento o foco estd na variancia genética, pois ela indica o que ¢
herdavel. No entanto, a varidncia fenotipica também ¢ de fundamental interesse no
melhoramento de plantas, pois além de ser determinada por por¢des herddveis e nao
herdaveis, engloba ainda a possivel interagdo gendtipo por ambiente.

A variancia fenotipica ¢ calculada pelo somatorio dos quadrados das diferengas
obtidas entre os valores de cada amostra e a média da populagdo, dividido pelo nimero de
amostras analisadas menos um.

Viarios fatores podem justificar a variancia ambiental, incluindo fatores ambientais
especificos, como a quantidade de luz ou dgua que a planta recebe, fertilizacdo do solo ou
presenca de patdgenos, como também possiveis diferengas aleatérias que surjam durante o
desenvolvimento, que acabam nao sendo atribuiveis a nenhum fator especifico (SOUZA,

2006).

2.5.2 Herdabilidade

A herdabilidade (h?) é um pardmetro de grande importancia relativo a hereditariedade
de qualquer caracteristica. Esse parametro representa quanto do fenotipo podera ser esperado
para as proximas geragdes. E uma importante ferramenta, amplamente utilizada pelos
melhoristas, principalmente para expressar predicdo de ganhos de sele¢do para geragdo
seguinte (MONTEIRO, 2018). Isso reflete a capacidade da expressdo fenotipica ser herdada e
indica a possibilidade de obtencdo de individuos superiores por meio de selecdo
(BALDISSERA et al., 2014).

O conceito de herdabilidade pode ser apresentada no sentido amplo, a qual
corresponde a propor¢ao da variancia gendtipica presente na variancia fenotipica, referindo-se
a confiabilidade do valor fenotipico, ou no sentido restrito, que ¢ baseada na razdo da
variancia genética aditiva pela variancia fenotipica, geralmente utilizada quando se realiza
sele¢dao clonal ou entre hibridos (SOUZA, 2006; MONTEIRO, 2018). A herdabilidade no

sentido amplo apresenta maior importancia em plantas de propagagdo vegetativa, nas quais o
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gendtipo ¢ herdado integralmente pelos descendentes (VIEIRA, 2016). No caso da alface, no
entanto, pela dificuldade de realiza¢dao de cruzamentos, devido a cleistogamia, o que diminui
a certeza da pureza das sementes origindrias dos cruzamentos, normalmente nao se trabalha
com populagdes de retrocruzamentos, limitando assim, a estimativa da variancia genética
aditiva.

Os valores do parametro de herdabilidade no sentido amplo variam de zero a um ou,
em porcentagem, de 0 % a 100 %. Quando a herdabilidade ¢ igual a 1, significa que as
diferencas fenotipicas entre os individuos sdao ditadas unicamente pela genética. Ja& quando o
valor ¢ igual a 0, significa que a variabilidade fenotipica apresentada ndo tem origem
genética, portanto, a expressao fenotipica ¢ totalmente dependente do ambiente. Dessa forma,
os valores de herdabilidade variam entre as diferentes caracteristicas e geralmente sdo
classificados como altos quando maiores que 0,5; como médios quando estdo entre 0,2 a 0,5 e
baixos quando menores que 0,2 (STANSFIELD, 1974 apud BALDISSERA et al., 2014). E
importante ressaltar que a herdabilidade ndo ¢ propriedade intrinseca de um carater, mas sim
de como ele se apresenta na populacao, nas condigdes ambientais a que ela foi submetida.

Quando a herdabilidade ¢ alta, indica que a maior parte da variacdo fenotipica
apresentada em uma populagdo ¢ atribuida a variacao genotipica e pouco influenciada pelo
ambiente (RAGHEB, 2015), portanto, a selecdo nas geracdes iniciais normalmente ¢ eficaz.
Mas quando seu valor ¢ baixo, a selecdo deve ser praticada apenas nas geracdes mais
avancadas. A herdabilidade para as principais caracteristicas da alface ainda ndo foi
suficientemente determinada (VIEIRA, 2016). Kumar, Kaushal e Shukla (2010) relatam alta
herdabilidade, combinada com altas estimativas de coeficientes genotipicos de variabilidade e
ganho genético, para o conteudo de B-caroteno em alface.

Souza et al. (2008) estudaram a herdabilidade no sentido amplo de caracteristicas
agrondmicas em 13 progénies de cultivares de alface tolerantes ao pendoamento precoce,
utilizando para os cruzamentos as cultivares Regina, Tinto, Verdinha, e as cultivares Luisa e
Baba de Verdao como testemunhas. Para as caracteristicas nimero de folhas, peso fresco da
planta e didmetro da planta foram encontradas altas taxas de herdabilidade, sendo h? = 83,99;
78,79; 80,82, respectivamente. J4 o peso fresco das folhas (h? = 64,85), comprimento do caule
(h? = 67,77 e numero de plantas pendoadas (h’> = 66,94) se mostraram caracteristicas que

ainda que herdadas, sofrem maior influéncia do ambiente em relacdo as demais estudadas.

2.5.3 Grau médio de dominancia (GMD)
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A fim de analisar o efeito genético dos genes pode-se recorrer ao parametro da
estimativa do grau médio de dominancia. O grau médio de dominancia ¢ estimado por meio
da divisao entre a estimativa do desvio do heterozigoto em relagdo a média dos genitores (d) e
a estimativa do desvio dos homozigotos em relagao a média dos genitores (a).

Uma escala de valores, estabelecida por STUBER et al. (1987 apud PEREIRA; LEAL;
PEREIRA, 2000), pode ser adotada para a andlise do quociente, sendo considerado efeito
aditivo quando o GMD ¢ igual a zero e inferior a 0,20; como dominancia parcial para valores
de 0,21 a 0,80; dominancia completa para valores de 0,81 a 1,2; e valores maiores que 1,2
considerados sobredominédncia. A herdabilidade alta, no sentido restrito, associada a efeitos
aditivos indicam a possibilidade de sucesso por meio da selecdo de gendtipos superiores

(CASSETARYI, 2015).

2.5.4 Estimativa do nimero de genes.

A estimativa do numero de genes ¢ um indicativo do tipo de heranca que controla um
carater, se ¢ de natureza monogénica, oligogénica ou poligénica. Quando se conhece o
numero de genes envolvidos na expressao de um fendtipo fica mais claro inferir sofre o
tamanho populacional necessario para que se recupere um genotipo determinado
(BALDISSERA et al., 2014), de modo que quanto mais genes estiverem envolvidos, maiores
serdo as possibilidades de combinagdo entre eles e maior serd a quantidade de geracdes
necessarias para atingir o genodtipo desejado.

E possivel estimar o nimero de individuos necessarios em uma populagdo segregante
para que seja possivel obter pelo menos um individuo com a caracteristica desejada. Este
nimero ¢ funcdo do ntimero de genes que controlam o carater, bem como da propor¢do de
individuos esperados em dada geragdo e pode ser obtido pela féormula n =log (1 —P) /
log (1 —p), em que: n € o tamanho da amostra; P ¢ a probabilidade de ocorréncia de pelo
menos um determinado evento na populagdo em estudo; e p € a probabilidade esperada de
ocorréncia de tal evento, ou seja, a probabilidade do gendtipo em questao (PEREIRA et al.,

2012).

2.5.5 Correlagao

O coeficiente de correlagdo de Pearson ¢ um modelo estatistico utilizado para analisar

a relacdo entre duas variaveis, indicando a dire¢do e a intensidade da influéncia de uma sobre
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a outra (CARGNELUTTI FILHO et al., 2010). O sinal do coeficiente de correlacdo expressa
o sentido da correlacdo e sua intensidade ¢ representada por um valor numérico que oscila,
positiva ou negativamente, entre 0 a 1. Valores positivos indicam variaveis reagindo na
mesma direcao, ou seja, que quando uma variavel aumenta, a outra variavel analisada também
aumenta; quando uma diminui, a outra também diminui. J4 a correlagdo que apresenta valores
negativos sugere que aumento de uma variavel implica na diminui¢@o da outra.

Para Cohen (1988 apud FIGUEIREDO FILHO; SILVA JUNIOR, 2009), valores entre
0,10 e 0,29 podem ser considerados baixos; entre 0,30 e 0,49 podem ser considerados como
médios; e valores entre 0,50 ¢ 1 podem ser interpretados como altos. Em situagdes extremas,
dois caracteres podem apresentar correlagdo linear negativa perfeita (r = -1) ou positiva
perfeita (r = 1) ou, ainda, auséncia de relacdo linear (r = 0) (CARGNELUTTI FILHO et al.,
2010), ou seja, ndo ha correlacdo alguma entre as variaveis.

O conhecimento da associac¢do entre caracteres ¢ de grande importancia nos trabalhos
de melhoramento genético, principalmente se um dos caracteres apresenta baixa herdabilidade
ou problemas para identificagdo e avaliacdo (VIEIRA, 2016). Essas associacdes podem
possibilitar ganhos diretos e indiretos com a selecdo de caracteres correlacionados,
principalmente em selecdo na qual associam-se caracteres de baixa herdabilidade,
aumentando a eficiéncia do processo.

Com base nesse parametro, caracteres correlacionados positivamente podem ser
melhorados conjuntamente, evidenciando a importancia da informacdo do comportamento
associativo entre caracteristicas de interesse. Ja a existéncia de correlagdo negativa entre elas
pode dificultar processo de selecdo, levando o pesquisador a determinar a melhor forma para
que ambas as caracteristicas de interesse sejam preservadas.

A correlagdo permite fazer inferéncias da maneira pela qual um carater em particular
afetard os demais, dispondo de informacdes sobre a natureza, extensao e direcao da pressdo de
selecdo entre os caracteres (CRUZ, 2005). Kumar, Kaushal e Shukla (2010) identificaram
correlagdo positiva significativa entre o teor de B-caroteno e a germinagdo das sementes em
alface; além do teor de ferro ter apresentado associagdo positiva com o indice de vigor das

sementes.
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ANALISES BIOQUIMICA E GENETICA DOS TEORES DE FLAVONOIDES E

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE EM ALFACE.

Vanessa Aparecida Caetano Alves!, Joana D'Arc Mendes Vieira®, Larissa Ferreira de Aratjo’,
Marcos de Souza Gomes?, Terezinha Aparecida Teixeira', Luiz Antonio Augusto Gomes'.

1 Laboratério de Genética Molecular, Instituto de Biotecnologia, Universidade Federal de
Uberlandia, Patos de Minas, Minas Gerais, Brasil.

2 Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular, Instituto de Biotecnologia, Universidade
Federal de Uberlandia, Patos de Minas, Minas Gerais, Brasil.

3 Departamento de Agricultura, Federal Universidade de Lavras, Lavras, Minas Gerais,
Brasil.

Resumo: Vegetais sdo fontes naturais de antioxidantes. Dentre as hortalicas folhosas, a alface ¢ fonte importante
de alguns desses fitonutrientes, sendo bastante consumida. Técnicas que visam melhorar a qualidade nutricional
e funcional de cultivares de alface tornam-se importantes para o melhoramento desta espécie. Esse estudo
objetivou estimar pardmetros genéticos para teor de flavonoides (TF) e atividade antioxidante (AA) em
populacdes de alface oriundas do cruzamento entre ‘Darkland’ e ‘Red Star’. Plantas dos genitores, F; ¢ F», foram
avaliadas. TF foi determinado por espectrofotometria, assim como AA, por meio dos métodos de sequestro de
radicais DPPH" ¢ ABTS"". Plantas de ‘Red Star’ apresentaram valores superiores, contrastantes aos apresentados
por ‘Darkland’. O valor estimado para herdabilidade no sentido amplo foi relativamente alto para TF (82,4%) e
AA pelo método DPPH (52,73%) e médio para AA pelo método ABTS (33.70%,). O grau médio de dominancia
em ambos mostrou dominancia parcial no sentido de reduzir os valores das caracteristicas avaliadas, porém com
valores variando de 0,35 a 0,64, indicando a ocorréncia de efeitos aditivos. O coeficiente de correlagdo
fenotipico entre o TF e a AA DPPH foi relativamente alto, apresentando valor de 0,64 e ligeiramente inferior
para AA ABTS, sendo 0,59. Herdabilidade no sentido amplo alta, associada a ocorréncia de efeito aditivo, indica
possibilidade de sucesso na selecdo de novos genotipos superiores para TF ¢ AA em geragdes futuras. A
obtenc¢do de novas plantas com maior capacidade antioxidante pode ser feita pela seleg@o indireta de plantas com
maior teor de flavonoides.

PALAVRAS-CHAVE: Lactuca sativa, herdabilidade; correlagdo, pardmetros genéticos.

1 INTRODUCAO

Dentre as hortalicas folhosas, a alface (Lactuca sativa L.) apresenta grande relevancia
economica no Brasil, sendo considerada a mais consumida e mais comercializada. Seu
consumo torna a alimentagdo mais saudavel, devido ao alto teor de sais minerais ¢ elevada
presenca de vitaminas em sua composicao (STERTZ et al. 2005). Originaria da regido do
Mediterraneo, evoluiu de forma que existe hoje um grande ntimero de cultivares no mercado,
de diferentes aspectos, padroes de folhas e cores das plantas.

Ao lado do tomate, a alface ¢ considerada o mais importante vegetal das saladas,

altamente consumida in natura. E conhecida por ser uma fonte de fitonutrientes incluindo
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clorofila, antocianinas, vitaminas e carotenoides, entre outros compostos antioxidantes (KIM
et al. 2007), o que a torna ainda mais interessante no que tange as atuais tendéncias de
consumo, ja que muitas pessoas tém procurado obter uma vida mais saudavel e estdo
mudando seus habitos alimentares na busca por qualidade nutricional.

Antioxidantes sdo substancias capazes de neutralizar ou minimizar a reatividade de
radicais livres e espécies reativas, resultantes do metabolismo normal do organismo ou vindos
do meio-ambiente, por exemplo, pela poluicio do ar ou com o uso de drogas. Porém, o
desequilibrio, ou seja, uma situagdo em que ocorra o aumento de radicais livres no organismo,
pode resultar em danos importantes a macromoléculas e estruturas celulares, de modo que
varias doengas ndo contagiosas que atingem a satide humana, entre elas as cardiovasculares, o
diabetes e o mal de Alzheimer, podem ter relagao com esses danos.

Os antioxidantes sao classificados como enzimaticos quando produzidos pelo
organismo, estando presentes tanto no meio intracelular como no meio extracelular, ou como
nao-enzimaticos, podendo esses serem adquiridos por meio da alimentacdo. Nos ultimos
tempos, tem aumentado o interesse por esses componentes nutricionais € pesquisas
desenvolvidas com carotenoides e antocianinas tém demonstrado que esses possuem
capacidade antioxidante, entre outros efeitos fisiologicos benéficos (CASSETARI 2015; LIU
et al. 2007).

Ja os flavonoides sdo uma classe de compostos fenolicos resultantes do metabolismo
secundario das plantas e seus teores podem ser influenciados por varios fatores, incluindo a
temperatura, a radiagdo ultravioleta (UV), a intensidade da luz, entre outros. Eles
desempenham um papel importante devido a sua atividade antioxidante, contribuindo para a
saude humana no controle da hipertensao; ajudando a prevenir distarbios da visao e infecg¢des
microbianas; inibindo a proliferacao de células cancerosas (MOURA 2016); e reduzindo o

colesterol LDL (OLIVEIRA et al. 2002). Os flavonoides estdo amplamente presentes em
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vegetais e contam com diversos estudos realizados que demonstram sua capacidade
antioxidante (ABE et al. 2007; SPAGOLLA et al. 2009; ALVES & KUBOTA 2013).

O melhoramento genético de hortalicas voltado para o desenvolvimento de cultivares
com melhores caracteristicas funcionais tem ganhado forca a medida que publicagdes sobre
pesquisas e dados médicos reforcam que uma dieta rica em alimentos com alto teor de
compostos funcionais tem efeitos benéficos para a saide humana, associados a prevencao de
doencgas multifatoriais. A alface pode ser considerada uma boa escolha para ser utilizada
como meio de inser¢do de maiores quantidades de fitoquimicos funcionais por ja estar
presente nos habitos de consumo da populagao.

Alguns trabalhos mostram que existe variabilidade genética para teores de
carotenoides (MOU 2005; CASSETARI 2015) e antocianinas (GAZULA et al. 2007; KIM et
al. 2007; OLIVEIRA 2019) em folhas de alface. Portanto, o melhoramento genético pode ser
empregado para melhorar a qualidade nutricional de cultivares comerciais desta hortaliga. O
conhecimento da variabilidade genética de caracteristicas desejaveis em plantas permite o
estabelecimento de métodos mais apropriados, o que aumenta a eficiéncia dos programas de
melhoramento. Dessa forma, um dos principais objetivos do conhecimento genético de
caracteristicas de interesse ¢ alcancgar resultados mais precisos, seguros € com menor gasto a
partir do melhoramento genético, que consiste na selecao artificial de plantas, na tentativa de
aprimorar a qualidade de caracteristicas agrondmicas de produtos agricolas.

A selegcdo dos melhores genotipos, seja em germoplasma exotico ou em populagdes
que nao foram submetidas a nenhum processo de melhoramento, ¢ o primeiro passo para
obten¢do de populagdo-base a ser melhorada (SHIMELIS & LAING 2012). Além disso, o
cruzamento entre materiais contrastantes pode ampliar a variabilidade genética, permitindo a
identificacdo de novos genotipos com caracteristicas mais favoraveis. O presente trabalho

objetivou estimar e analisar parametros genéticos a partir dos resultados obtidos da
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quantificagdo do teor de flavonoides e da atividade antioxidante em populacdes de alface,

obtidas a partir do cruzamento entre as cultivares Darkland e Red Star.
2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao das plantas

Uma parte do trabalho foi desenvolvida utilizando-se infraestrutura disponivel na
Universidade Federal de Lavras (UFLA) e outra parte realizada na Universidade Federal de
Uberlandia (UFU), campus Patos de Minas, no Laboratorio de Bioquimica e¢ Biologia
Molecular (LBBM).

A obtencdo das populacdes de plantas para avaliagdo foi feita em casa de vegetagdo,
nas dependéncias do Departamento de Agricultura da UFLA, em Lavras, MG e no Centro de
Desenvolvimento e Transferéncia de Tecnologia da UFLA, em ljaci, MG.

As cultivares de alface empregadas como genitores foram a cv. Darkland e a cv. Red
Star. Estas cultivares, ambas linhagens homozigotas, apresentam caracteristicas contrastantes
no que diz respeito a coloragdo e tipo de folhas, conforme a figura 1, sendo a ‘Darkland’ uma
alface do tipo romana, com coloragdo verde escura e a Red Star do tipo crespa, com a
coloragdo das folhas roxa bastante intensa.

Figura 1 — Plantas das cultivares utilizadas como genitores no cruzamento. A esquerda, a

cultivar de coloragdo verde, Darkland e a direita a cultivar de colocagdo roxa, Red Star.

Para obtencao das plantas para realizacao dos cruzamentos, sementes de cada cultivar
foram semeadas em substrato comercial contidos em bandejas de isopor de 128 células, de

forma escalonada para favorecer o sincronismo de florescimento. Apos este periodo de
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germinagdo, as mudas foram transplantadas para vasos, contendo substrato a base de terra de
barranco, areia, himus e adubo quimico. Os vasos foram entdo colocados e mantidos em
estufa. Por ocasido do florescimento, foram feitos os cruzamentos.

Na cultivar Darkland, utilizada como genitor feminino, as flores ainda em estagio de
botdo, na iminéncia de abrir, tiveram seus estames cortados com uma lamina de barbear em
horario que antecedeu ao nascer do sol. Com o raiar do dia, e consequente aumento da
luminosidade e da temperatura, os estigmas dessa cultivar se alongaram, e quando
apresentaram um formato bipartido na extremidade, foram polinizados utilizando-se flores
abertas colhidas na cv. Red Star, que foram levemente esfregadas diretamente nos estigmas
das flores emasculadas da cv. Darkland.

Cada botao floral polinizado foi identificado, amarrando-se um pedago de 1a ao
mesmo. Cada planta da cv. Darkland foi enumerada, para permitir saber qual planta do
genitor feminino seria utilizada para colheita de sementes F; (‘Darkland’ x ‘Red Star’). O
cruzamento reciproco nao foi realizado.

Ap6s o desenvolvimento e amadurecimento das sementes, foram colhidas aquelas das
flores marcadas com 1a. Estas sementes foram limpas, secas e colocadas em pequenos sacos
de papel, sendo identificadas como F; (‘Darkland’ x ‘Red Star’). Posteriormente, sementes F;
(‘Darkland’ x ‘Red Star’), colhidas separadamente de cada planta genitora, foram semeadas e
as flores de suas plantas foram, entdo, naturalmente autofecundadas para obtencdo de
sementes da geragdo F> (‘Darkland’ x ‘Red Star’). De uma planta F; (‘Darkland’ x ‘Red Star’)
foram retiradas sementes F» (‘Darkland’ x ‘Red Star’), que foram semeadas dando origem as
plantas da geracdo F» (‘Darkland’ x ‘Red Star’), utilizadas para as avaliagdes.

Para obtencao das amostras de plantas das populacdes objeto das analises, foi adotado
o delineamento de blocos completos casualizados (DBC), com trés repeti¢cdes e quatro plantas
por parcela. As populagdes objeto das analises foram: Py - cv. Darkland (genitor feminino);

P> - cv. Red Star (genitor masculino); Fi (‘Darkland’ x ‘Red Star’) e F» (‘Darkland’ x ‘Red
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Star’). Apds a semeadura e obtencdo das mudas destas populagdes, as mesmas foram
transplantadas para canteiros em casa de vegetagdo e conduzidas até o estagio de planta
comercial. A irrigagdo foi feita por gotejamento e o cultivo das plantas seguiu as
recomendacoes adequadas para a cultura da alface.

Apos 60 a 65 dias da semeadura, ou seja, quando as plantas atingiram a fase
comercial, foram colhidas amostras de folhas de cada planta das geragdes parentais, Fi
(‘Darkland’ x ‘Red Star’) e F» (‘Darkland’ x ‘Red Star’). Quatro folhas foram colhidas, dentre
aquelas que apresentaram bom estado fitosanitario. Foram lavadas em 4gua corrente para
remover impurezas, acondicionadas em sacos plasticos, identificadas e armazenadas a -20 °C.
No dia 05 de fevereiro de 2019, as amostras foram transportadas de Lavras para a UFU,
campus Patos de Minas, acondicionadas em caixa térmica com gelo, para manter as condi¢oes
de baixa temperatura.

2.2 Preparo do extrato etandlico das folhas de alface

Na UFU, as amostras das folhas das plantas de alface de cada populagdo
permaneceram armazenadas no Laboratorio de Genética e Biotecnologia (GBIO), em
ultrafreezer a -80 °C por, pelo menos, 24 horas antes de serem colocadas nas bandejas internas
do liofilizador (LioTop, modelo L101), por 72 horas.

As amostras das plantas de alfaces liofilizadas foram trituradas manualmente, de modo
a obter fragmentos menores que 5 mm. Em um béquer contendo 50 mg do material vegetal
seco foram adicionados 2,5 mL do solvente de extracdo (etanol 96 %), agitando por 60
segundos e, utilizando um funil e algodao, a mistura foi filtrada em um outro béquer.

2.3 Avaliacdo da atividade antioxidante utilizando o método de captura do radical
DPPH’

O procedimento para a avaliacdo da atividade antioxidante empregou a técnica de

captura dos radicais livres de DPPH" (AA DPPH) conforme descrito na literatura (LOPES-

LUTZ et al. 2008), com algumas modificagdes. Para os testes, 900 pnL de solucdo etandlica de
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DPPH’, na concentragdo de 40 pg.mL!, foram adicionados em tubos de ensaio, seguidos da
adicao de 100 uL do extrato etandlico da alface. Da mesma forma, o controle negativo foi
preparado contendo todos os reagentes, porém sem a adi¢cao do extrato, que foi substituido por
etanol. Apds uma hora no escuro, as leituras foram feitas utilizando espectrofotometro
(Gehaka, modelo UV 340G), no comprimento de onda de 515 nm. A atividade antioxidante
foi, entdo, determinada pela porcentagem de inibi¢do do radical DPPH, empregando a

equagao abaixo:
% Efeito de captagdo do radical = AA % = [(ACN — AAmo) / ACN] * 100
Onde: AAmo = Absorbancia do DPPH" com a amostra.
ACN = Absorbancia do DPPH" com o controle negativo.

2.4 Avaliacao da atividade antioxidante utilizando o método de captura do radical
ABTS™

O ensaio do cation radical ABTS™ (AA ABTS) foi executado conforme Re et al.
(1999) e Gomes et al. (2017). Primeiro foram preparadas solucdes de ABTS a 7 mM e de
persulfato de potassio a 2,45 mM. Essas solu¢des foram misturadas 50 % v/v e repousadas no
escuro, em temperatura ambiente, por 20h. ApoOs esse periodo, a solugdo de ABTS™ foi
diluida em etanol (1:60). Para o ensaio, foram misturados 50 pL do extrato etandlico
preparado com as folhas de alface e 950 uL da solugdo do radical ABTS™ em um tubo de
ensaio. O controle negativo foi preparado contendo todos os reagentes, porém sem a adi¢do
do extrato, que foi substituido por etanol. As leituras de absorbancia foram feitas no
espectrofotometro no comprimento de onda de 735 nm, num intervalo de 6 min no escuro. O
percentual de inibi¢do do radical ABTS™ pelas amostras foi determinado utilizando a mesma

férmula de calculo da porcentagem de inibi¢do do radical DPPH, descrita anteriormente.

2.5 Quantificacio dos teores de flavonoides totais.
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A extragdo e quantificagdo de flavonoides foram realizadas de acordo com
metodologia descrita por Francis (1982). As folhas de alface liofilizadas foram trituradas e 10
mg dessa amostra foram pesados em um béquer e acrescidos 5 mL de solugdo extratora,
constituida de etanol 96 % e 4cido cloridrico 1,5 mol.L™!, na propor¢io 85:15.

A leitura de absorbancia foi realizada em espectrofotometro a 374 nm. A solugdo
extratora foi utilizada como branco. Os resultados foram expressos em mg de antocianinas
totais.100 g'! 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).

2.6 Analise de dados.

Os dados obtidos foram utilizados para estimar pardmetros genéticos, médias das
populagdes, o tipo de heranca envolvida e a correlagdo entre as caracteristicas avaliadas,
buscando verificar o comportamento de cada uma das caracteristicas. As estimativas foram
obtidas por meio de analise multivariada no programa GENES, versao 1990.2017.59 (CRUZ
2005) e as formulas estao listadas no quadro 1.

Quadro 1 — Formulas utilizadas para estimativa dos parametros genéticos (continua).

Parametro genético Formula
. . = — P
Média do Genitor 1 - P; P, = Xh
n
. . = _ P.
Média do Genitor 2 - P, P, = %P,
n
. ~ = - F
Média da geragdo F; - F; F, = h
n
. . = _ F.
Média da geragdo F; - F, F, = h
n
ianci ipica - g2 Z(Fz—ﬁz)z
Varincia fenotipica - of (5 Ufz(Fz) = o = — 1
A . ’ . 2 2 _ 2 2
Variéncia genotipica - oy p) Og(F2) = Of(F2) — Om(F2)
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A . . 2
Variancia ambiental - oy, )

Om(F2) = 4

Herdabilidade no sentido amplo — h2

2 2
W2 — Og(F2) _ Og(F2)
2 = -

2
Ofr gt Omera)

_ 2F1=(P14 Py)

Grau médio de dominancia baseado em médias - ki, Kn 57
1+ 12
) . _ R%(1+0,5 k?)
Numero de genes envolvidos — 1 IR E—
g
100 h
Heterose — h (%) h (%) = Prs P2))
2
Heterobeltiose - hy hy= (Fi4 Py)

Ganho por selecao — AG (%)

AG (%)==~
0

Média de todos possiveis homozigotos — M

Medida dos efeitos aditivos — [a]

Px—l/z P, + 1/2 P,

[
Il

Medida dos desvios de dominancia — [d]

IS
I

= F1—1/2131+ 1/2 P,

Grau médio de dominancia baseado em variancias — k

cd_ [E_ [z
a a? al

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os ensaios de reducdo de radicais livies ABTS e DPPH constituem métodos quimicos

frequentemente utilizados para mensurar o potencial antioxidante de extratos de vegetais e

possibilitam que a apresentacdo dos resultados concernentes a atividade antioxidante

investigada seja feita de diferentes formas. Assim, os resultados desse trabalho, apresentados

na Tabela 1, expressam a capacidade dos extratos etanolicos de alface, na concentracdo de 20

mg.mL!, de sequestro dos radicais sintéticos, em percentual de inibigdo. A apresentacio feita

de formas diferentes, em distintos trabalhos, assim como a falta de padronizacdo de
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resultados, torna complexa a comparacao da capacidade antioxidante de uma mesma amostra
ou amostras distintas (OLIVEIRA 2015).

A andlise das geracdes (CRUZ 2005) mostrou que a cultivar Red Star, de coloragao
roxa, apresentou médias mais de trés vezes superiores para todas as caracteristicas em relagao
a cultivar Darkland, de coloragdo verde (Tabela 1), comprovando valores contrastantes entre
os genitores escolhidos, requisito importante para a obtengdo de dados consistentes em
estudos de estimativas genéticas (BALDISSERA et al. 2014).

Tabela 1 - Médias dos teores de flavonoides totais e porcentagem de atividade antioxidante

pelos métodos DPPH e ABTS em populagdes de alface.

Flavonoides* %AA DPPH** %AA ABTS**

Red Star 1182,92 29,60 58,35
Darkland 245,00 5.89 15,58

Meédia dos parentais 713,96 17,75 36,96

Fy (‘Darkland’ x ‘Red Star’) 540,90 10,20 29,45
F> (‘Darkland’ x ‘Red Star’) 680,40 12,34 23,65

*Valores expressos em mg.100g™! de peso seco. **Valores expressos em porcentagem de inibigdo dos radicais.

Maiores teores de flavonoides apresentados por alface de coloragdo roxa em relagdao
a alface verde ja foram relatados por outros autores. Arabbi, Genovese e Lajolo (2004)
estudaram cultivares de alface que exibiram diferengas significativas no conteudo total de
flavonoides, variando de 2 a 4 mg.100g™ (peso fresco) para cultivares verde lisas, de 18 a 21
mg.100g™! para verde crespas e cerca de 67 mg.100g™! para a alface roxa. Os valores relatados
para peso fresco podem ser transformados para peso seco, considerando-se que a alface ¢
composta por aproximadamente 95 % de 4dgua (KIM et al. 2007). Dessa forma, a titulo de
comparagao, os valores mencionados acima, agora referentes a peso seco, seriam de 40 a 80
mg.100g™! para cultivares verde lisas, de 360 a 420 mg.100g™" para verde crespas e cerca de

1.340 mg.100g™" para a alface roxa, ou seja, valores semelhantes as médias obtidas neste
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trabalho, mostradas na Tabela 1. Arabbi, Genovese e Lajolo (2004) ainda explicaram que o
maior teor de flavonoides na alface roxa nao deve ser entendido apenas como maior teor de
antocianinas, ja que a mesma apresentou o maior teor de quercitina.

Durante a avaliagao de compostos fenolico totais, Liu et al. (2007) alertam para que
embora seja consenso de que alfaces roxas apresentam maiores teores desses compostos, esse
comportamento pode nao ser sempre tomado como verdadeiro. No trabalho desses autores, a
cultivar crespa-roxa Batavia que apresentou resultado que ndo foi significativamente maior
que o das cultivares de alface verdes. Desta forma, torna-se importante que sejam feitos
estudos para gendtipos especificos para serem utilizados em programas de melhoramento
genético.

No estudo de Dupont et al. (2000), foi apresentado o conteudo de flavonoides
conjugados em plantas de oito cultivares de alface. O contetdo total de flavonoides variou de
0,5 pg.g’! para a cultivar americana de coloragdo verde a 207 pug.g! para a cultivar Lollo rossa
(coloracao roxa). No estudo de Nicolle et al. (2004), com ensaios de Folin-Ciocalteu e DPPH,
a cultivar mimosa, de coloracao roxa, apresentou capacidade antioxidante 3,5 vezes maior que
a da alface verde. Resultados do nosso trabalho corroboram estes resultados obtidos por
Dupont et al. (2000) e Nicolle et al. (2004), ja que, da mesma forma, a cv. Red Star, de
coloragdo roxa, também apresentou valores superiores tanto para teor de flavonoides quanto
para atividade antioxidante, em relagdo a cv. Darkland, de coloragdo verde.

O valor médio das plantas do hibrido F; (‘Darkland’ x ‘Red Star’), para todas as
caracteristicas, foi ligeiramente inferior a média dos genitores (Tabela 1), indicando a
provavel ocorréncia de dominancia parcial no efeito aditivo no sentido de reduzir o teor de
flavonoides, assim como a porcentagem de atividade antioxidante. Do ponto de vista do
melhoramento, isso demonstra que ndo haveria ganhos com a utiliza¢do de sementes hibridas.
Esse resultado nao tem relevancia considerando-se que a alface ¢ uma espécie que apresenta a

cleistogamia, o que, até entdo, inviabiliza a utilizacao de cultivares hibridas. Por outro lado, a
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interacao alélica do tipo aditiva indica a possibilidade de ganhos a partir da selecao de
gendtipos superiores nas geragdes segregantes.

Nao foi observada segregacdo transgressiva para nenhuma das caracteristicas na
geragdo F» (‘Darkland’ x ‘Red Star’), j& que ndo ocorreram plantas com valores
significativamente maiores do que os observados em plantas da cv. Red Star ou com valores
significativamente menores que as plantas da cv. Darkland. O que ndo quer dizer que nao
possa, eventualmente, ocorrer plantas com valores superiores a Red Star, ou inferiores a
‘Darkland’, em geragdes mais avangadas, j& que, como citado por diversos autores, a
segregacdo transgressiva se torna mais evidente nas geracdes seguintes a F» (‘Darkland’ x
‘Red Star’). Carvalho Filho, Gomes e Maluf (2009) verificaram a ocorréncia de segregacao
transgressiva em progénies F4 de alface para as caracteristicas de tipo de limbo e nimero de
dias para florescimento. Por outro lado, Silva (2017) identificou segrega¢do transgressiva para
o teor de flavonoides ja na geracdo F», porém utilizando outras cultivares de alface em seu
estudo.

Os valores médios das plantas da geragdo F» (‘Darkland’ x ‘Red Star’) também foram
inferiores a média dos genitores, porém superiores a média das plantas F; (‘Darkland’ x ‘Red
Star’), exceto para a caracteristica de atividade antioxidante pelo método ABTS. No entanto, a
amplitude de variacdo apresentada pelas plantas F» (‘Darkland’ x ‘Red Star’) foi de 258,15 a
1.176,68 mg.100g™! para teor de flavonoides, de 0,33 a 41,40 % para AA DPPH e de 6,80 a
51,41 % para AA ABTS, indicando a possibilidade de selecdo de plantas com valores

elevados para ambas caracteristicas em geragdes mais avangadas.
3.1 Estimativas de parametros genéticos.
3.1.1 Teor de flavonoides.
Quanto aos parametros genéticos avaliados em plantas das diferentes populagdes de

alface, as analises indicam que a maior parte da variancia fenotipica para flavonoides (g7 =

37.326,12) foi de natureza genotipica (ag2 = 30.756,88) (Tabela 2), indicando que o teor de
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flavonoides ¢ mais influenciado pelo gendtipo dos individuos que pelo ambiente ao qual sdo
submetidos. Resposta como esta ¢ de grande importadncia para o melhoramento genético,
particularmente no caso da alface, quando normalmente ndo se utilizam retrocruzamentos,
devido a cleistogamia, o que dificulta a obtencao de sementes hibridas. Para esta caracteristica
o grau médio de dominancia foi da ordem de 0,37 (tabela 2), indicando a ocorréncia de efeitos
aditivos, o que pois permite antever maior eficiéncia no processo de selegao.

Ouzounis et al. (2015) observaram comportamento semelhante ao analisar o
crescimento duas cultivares de alface, cv. Batavia e cv. Lollo Rossa em diferentes niveis de
luminosidade e avaliar o teor de flavonoides. Em Batavia, o teor de flavonoides ndo foi
significativamente alterado com os diferentes niveis de luminosidade. J4 em Lollo Rossa, as
cultivares submetidas ao tratamento luminoso apresentaram valores significativamente
maiores que o controle.

O menor teor de flavonoides apresentado pelas plantas na gera¢do F» (‘Darkland’ x
‘Red Star”) foi 258,15 mg.100g™!, enquanto o maior valor foi de 1.176,68 mg.100g™. Ja Silva
(2017), trabalhando com outras populagdes de alfaces, também de folhas roxas e verdes,
encontrou uma variacdo de 539,8 a 7.878,2 mg.100g™!.

O valor estimado para herdabilidade no sentido amplo foi relativamente alto para
essa caracteristica (h2 = 82,4 %) (Tabela 2). Isso reflete a porcentagem da varidncia
fenotipica que ¢ herdada e indica a possibilidade de obtencao de individuos superiores por
meio de selecdo (BALDISSERA et al. 2014). Esse resultado corrobora os resultados
encontrados por Silva (2017), que relatou valor de herdabilidade para o carater teor de
flavonoides em alface de 82,9 %. Alta herdabilidade indica que a maior parte da variagao
fenotipica apresentada em uma populagdo ¢ atribuida a variagdo genotipica e pouco

influenciada pelo ambiente (RAGHEB 2015).
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Tabela 2 - Estimativas de parametros genéticos para as caracteristicas avaliadas em folhas de

alface das cultivares Red Star, Darkland e nas populagdes Fi (‘Darkland’ x ‘Red Star’) e F»

(‘Darkland’ x ‘Red Star’).

Parametros Flavonoides AA DPPH AA ABTS
Variancia fenotipica - 07z, 37.326,12 * 46,25 ** 81,63 **
Variancia ambiental - O}Zn(pz) 6.569,24 * 21,86 ** 54,12 **
Variancia genotipica — O'gZ(FZ) 30.756,88 * 24,39 ** 27,51 **
Herdabilidade no sentido amplo — h2 82,40 % 52,73 % 33.70 %
Grau médio de dominancia - kp, -0,37 -0,64 -0,35
Numero de genes envolvidos — 1 3,5 8,6 9
Heterose — h -173,06 -7,54 -7,52
I iogoats T o
Ganho por selegao — AG 33,14 % 45,66 % 20,74 %
Medida dos efeitos aditivos — [a] 468,96 a 11,85b 21,39 b
Medida dos desvios de dominancia — [d] -173,06 a -7,54 b -7,52 b

*Valores expressos em (mg.100g™")? de peso seco. **Valores expressos em (% de inibigdo dos radicais)?. (a)

Valores expressos em mg.100g™! de peso seco. (b) Valores expressos em % de inibi¢do dos radicais.

Para analisar o efeito genético a partir da estimativa do grau médio de dominancia foi

adotada a escala estabelecida por STUBER et al. (1987 apud PEREIRA, LEAL & PEREIRA

2000), sendo considerado efeito aditivo quando o GMD ¢ igual a zero e inferior a 0,20; como
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dominancia parcial para valores de 0,21 a 0,80; dominancia completa para valores de 0,81 a
1,2; e sobredominancia para valores maiores que 1,2. Dessa forma, o resultado encontrado
aponta para uma dominancia parcial (GMD = — 0,37) no sentido de reduzir os valores de teor
de flavonoides (Tabela 2). Este valor indica também, neste caso, que os efeitos aditivos t€ém
importancia maior no controle dessa caracteristica. A herdabilidade alta associada a
ocorréncia de efeitos aditivos indica a possibilidade de sucesso por meio da selecao de
genotipos superiores.

O teor de flavonoides se mostrou uma caracteristica de heranca oligogénica, pois o
nimero de genes envolvidos foi de aproximadamente 3,5 (Tabela 2). Quando se conhece o
nimero de genes envolvidos na expressdo de um fendtipo fica mais claro inferir sofre o
tamanho populacional necessdrio para que se recupere um genétipo determinado
(BALDISSERA et al. 2014), de modo que, quanto mais genes estiverem envolvidos, maiores
serdo as possibilidades de combinagdo entre eles e maior serd a quantidade de geracdes
necessarias para atingir o genotipo desejado.

Quanto a heterose, esta se apresenta positiva, quando o carater avaliado no hibrido ¢
maior que a média dos genitores ou negativa quando menor. Foi observado valor negativo
para a heterose em ambas as caracteristicas, pois os valores médios do hibrido F; (‘Darkland’
x ‘Red Star’) foram menores que a média dos parentais. A heterose ¢ um fendmeno de grande
importancia quando se pretende trabalhar com cultivares hibridas, ja que se tem ganhos
significativos imediatos a partir do cruzamento, por exemplo, entre duas linhagens. Este nao ¢
o caso da alface, ja que ndo se utiliza cultivares hibridas.

Também foram avaliados os ganhos por selecdo a partir da geragao F» (‘Darkland’ x
‘Red Star’), com base no indice de selecao de 20 % das amostras que apresentaram os maiores
teores de flavonoides. O célculo da predi¢ao do ganho por selecao indicou que, apos um ciclo,
a média dos individuos sera mais de 33 % (Tabela 2) superior a média da populacdo F»

(‘Darkland’ x ‘Red Star’). Este resultado vem confirmar a possibilidade de ganhos na fixagao
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da caracteristica de teor de flavonoides a partir do cruzamento entre as cultivares Darkland, de

coloracao verde e Red Star, de coloracao roxa.

3.1.2 Porcentagem de atividade antioxidante

As andlises realizadas com os genitores ‘Darkland’ e ‘Red Star’, geragdes F;
(‘Darkland’ x ‘Red Star’) e F» (‘Darkland’ x ‘Red Star’) indicam que houve uma diferenca
quanto a avaliagdo para porcentagem de atividade antioxidante no que diz respeito as
variancias fenotipicas, genotipicas e ambientais, quando se utilizaram os diferentes métodos,

DPPH e ABTS. Para o método DPPH a variancia fenotipica (sz) foi da ordem de 46,25,

enquanto a varidncia ambiental (03) foi de 24,39. J4 pelo método ABTS, a variancia
fenotipica (afz) foi de 81,63, para uma varidncia ambiental (¢2) de 54,12 (Tabela 2). Verifica-
se assim uma maior influéncia do ambiente quando se utiliza 0 método ABTS em relagdo ao
método DPPH, cujos valores da variancia ambiental em relagdo a fenotipica corresponderam a
66,4 % e 45,94 % respectivamente.

Com estes resultados, os valores estimados para herdabilidade no sentido amplo
foram de 52,73 % e 33.70 %, para os métodos DPPH e ABTS, respectivamente. Os valores do
parametro de herdabilidade no sentido amplo variam de zero a um ou, em porcentagem, de 0
% a 100 %. Quando a herdabilidade ¢ igual a 1,0, significa que as diferencas fenotipicas entre
os individuos sdo ditadas unicamente por fatores genéticos e serao, em grande parte, herdadas
pelas proximas geracdes. J& quando o valor € igual a zero, significa que a variabilidade
fenotipica apresentada ndo tem origem genética, portanto, a expressao fenotipica ¢ totalmente
dependente do ambiente, ndo podendo assim ser transmitida a seus descendentes.

Dessa forma, os valores de herdabilidade variam entre as diferentes caracteristicas e
geralmente sdo classificados como altos quando maiores que 0,5; como médios quando estdo
entre 0,2 a 0,5 e baixos quando menores que 0,2 (STANSFIELD 1974 apud BALDISSERA et

al. 2014). Considerando os valores de herdabilidade no sentido amplo obtidos para % AA
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pelo método DPPH de 52,73 % e pelo método ABTS de 33,70 %, valores relativamente altos
para método DPPH e médio para o método ABTS.

E importante ressaltar que a herdabilidade ndo é propriedade intrinseca de um
carater, e sim de como ele se apresenta na populagdo, sob as condigdes ambientais as quais ela
foi submetida. Desta forma, para um mesmo caractere, diferentes metodologias de avaliagao
podem resultar em valores de herdabilidade diferentes, conforme a caracteristica apresente
maior ou menor influéncia ambiental.

Em plantas de alface da geracdo F» (‘Darkland’ x ‘Red Star’) o intervalo de valores
apresentado para %AA DPPH variou de 0,3 % para o menor valor a 41,4 % para o maior
valor. Liu et al. (2007) encontraram valores médios para capacidade de sequestro de radicais
DPPH maiores que os encontrados nesse trabalho, os quais foram de 76,4 %; 70,0 %; 69,1 %
e 51,7 % entre quatro diferentes tipos de alface, sendo crespa, romana, Batavia e lisa,
respectivamente. Apesar dos pesquisadores terem utilizado a mesma concentragdo de extrato
de alface, eles escolheram outra solucdo extratora (acetona hidratada) para o preparo do
mesmo. J& o intervalo de valores apresentado para %AA ABTS variou de 6,8 % para o menor
valor, a 51,4 % para o maior valor. Verifica-se, assim, que apesar da utilizacdo de cultivares
diferentes ¢ métodos de avaliacdo diferentes, os valores obtidos nos trabalhos sao
relativamente semelhantes. Além disso, verifica-se também a variabilidade de wvalores
apresentada na geracao F» (‘Darkland’ x ‘Red Star’), resultante das plantas segregantes desta
populacdo, o que ¢ esperado e desejavel para a selecao de novos gendtipos.

Quanto ao grau médio de dominancia (GMD), para a caracteristica de %AA, este
também variou conforme o método utilizado neste trabalho, sendo de -0,35 para o método
DPPH e de -0,64 para o método ABTS respectivamente, apontando, em ambos os métodos,
para uma dominancia parcial no sentido de reduzir valores de atividade antioxidante. Verifica-
se em ambos 0s casos que ocorre também a contribuicdo de efeitos aditivos, o que ¢ desejavel

em programas de melhoramento quando se pratica a sele¢ao para determinadas caracteristicas.
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A estimativa do nimero de genes que governam a porcentagem de atividade
antioxidante variou entre 8,6 ¢ 9, mostrando que essa caracteristica ¢ de heranca poligénica,
reforgando sua natureza quantitativa.

Quanto a avaliagdao dos ganhos por selecdo, com base no indice de selecao de 20 %
das amostras de plantas da geragcdo F» (‘Darkland’ x ‘Red Star’), os calculos da predi¢ao do
ganho por sele¢do indicam que, apdés um ciclo, a média dos individuos sera superior em
relacdo a média da populacdo F (‘Darkland’ x ‘Red Star’) em 20 %, caso se utilize o0 método
ABTS e 45 %, caso se utilize o método DPPH. Estes resultados poderiam ser esperados em
funcdo da maior herdabilidade no sentido amplo demonstrada pela caracteristica de %AA,

quando medida pelo método DPPH.

3.1.3 Correlagdes entre as caracteristicas estudadas

O coeficiente de correlagdo de Pearson ¢ um modelo estatistico utilizado para
analisar a relacdo entre duas variaveis, indicando a dire¢dao e a intensidade da influéncia de
uma sobre a outra (CARGNELUTTI FILHO et al.,, 2010). Para Cohen (1988 apud
FIGUEIREDO FILHO & SILVA JUNIOR 2009), valores entre 0,10 e 0,29 podem ser
considerados baixos ou pequenos; entre 0,30 e 0,49 podem ser considerados como médios; e
valores entre 0,50 e 1 podem ser interpretados como altos ou grandes. Valores positivos
remetem a correlagdo positiva, indicam varidveis reagindo na mesma dire¢do, ou seja, que
quando uma variavel aumenta, a outra varidvel analisada também aumenta; quando uma
diminui, a outra também diminui. Por outro lado, valores negativos remetem a correlagao
negativa, ou seja, o aumento de uma variavel implica na diminui¢ao da outra.

O coeficiente de correlagdo fenotipico entre as caracteristicas de teor de flavonoides
das plantas de alface e a capacidade de inibi¢do do radical DPPH foi relativamente alto,
apresentando valor de 0,64 (Tabela 3). Ja a correlagdo entre o teor de flavonoides e a
capacidade de inibi¢do do radical ABTS mostrou-se ligeiramente inferior a anterior, com

valor de 0,59. De qualquer forma, em ambos os casos, isso significa que, quanto maior o teor
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de flavonoides encontrado em um genétipo de alface, maior também serd a atividade
antioxidante apresentada por este gendtipo. A correlacdo alta ja era esperada, uma vez que a
atividade antioxidante da alface ¢, em grande parte, derivada de compostos fenodlicos, e os
flavonoides sdo derivados fenolicos encontrados em quantidades substanciais na alface
(ALTUNKAYA & GOKMEN 2008).

Os valores dos coeficientes de correlacdo apresentados sugerem que uma maior
capacidade antioxidante em alface pode ser eventualmente obtida, de forma indireta, mediante
a selecdo de plantas com maior teor de flavonoides. Isso se torna interessante uma vez que a
metodologia para a determinagdo de teor de flavonoides se mostra um processo mais facil e
com um custo mais baixo do que as metodologias para a determinacdo da atividade
antioxidante em vegetais.

Tabela 3 — Valores de correlagdo entre o teor de flavonoides e a atividade antioxidante.

Atividade Antioxidante (AA)

DPPH ABTS
Teor de flavonoides 0,64 0,59
AA ABTS 0,69 -

Braga et al. (2016), em um estudo com subproduto agro industrial de amendoim
(pele liofilizada), encontraram alta correlagdo positiva entre o teor de flavonoides totais e a
atividade antioxidante medida por meio do método DPPH e também por meio do método
ABTS (r=0,93 ¢ 0,92, respectivamente).

O teor de flavonoides totais dos extratos alcodlicos obtidos de mirtilo (Vaccinium
ashei) também mostraram alta correlacio com a capacidade antioxidante avaliada pelo
método de complexacao pelo fosfomolibdénio (r = 0,77) no trabalho de Spagolla et al. (2009).
E em um estudo com erva-mate, Bisognin et al. (2019) encontraram alta correlagdo positiva

entre o teor de flavonoides totais e a atividade antioxidante medida por meio do método
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ABTS (r =0,72), ficando o método DPPH com uma correlagdo considerada média, com valor
de 0,41.

Considerando os dois métodos de obtencdo da capacidade antioxidante, DPPH e
ABTS, a correlagdo também foi relativamente alta (r = 0,69), mostrando que os resultados dos
testes seguiram o mesmo padrao dentro de uma populagdo segregante de mais de 300

individuos.

4 CONCLUSAO
A obtencdo de novas cultivares de alface com teores elevados de flavonoides ¢
capacidade antioxidante ¢ viavel a partir do cruzamento entre a cultivar de coloracao verde

Darkland e a de coloragdo roxa Red Star.

A herdabilidade no sentido amplo relativamente alta, associada a grau médio de
dominancia baixo e ocorréncia de efeitos aditivos permite antever a possibilidade de sucesso

na sele¢do de novos gendtipos superiores para estas caracteristicas.

A selecao de plantas de alface com maior teor de flavonoides permite a obtencao,

indiretamente, de gen6tipos com maior capacidade antioxidante.
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4 CONCLUSAO

A obtencdo de novas cultivares de alface com teores elevados de flavonoides e
capacidade antioxidante ¢ viavel a partir do cruzamento entre a cultivar de coloracao verde
Darkland e a de coloracao roxa Red Star.

A herdabilidade relativamente alta, associada a presenga de efeitos aditivos para as
caracteristicas de teor de flavonoides e capacidade antioxidante em populagdes de alface
permite antever a possibilidade de sucesso na sele¢do de novos gendtipos superiores para
estas caracteristicas.

Quando se seleciona cultivares com maior teor de flavonoides, estara também
selecionando cultivares com maior capacidade antioxidante, haja vista a correlagdo alta entre
essas caracteristicas e suas grandes herdabilidades.

Diversos estudos e pesquisas fitotécnicas, citogenéticas e moleculares vém sendo
desenvolvidas para a cultura da alface, entretanto, os estudos envolvendo a heranca de
caracteristicas desejaveis e parametros genéticos ainda sdo incomuns. A necessidade de mais
estudos se relaciona de maneira mais efetiva a programas de melhoramento, direcionando
para o sucesso as estratégias de selecdo e apontando de forma cientifica quais as técnicas

poderdo ser mais eficazes.
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Numero de variaveis 3

% selecionados na F2 20

Varidncia Ambiental (VP1+2VF1+4VP2) /4

Data 01-02-2020

Andlise de Pl P2 Fl e F2

ANALISE DA VARIAVEL => Flavonoides

MEDIAS E VARIANCIAS
GERACAO N MEDIA VARIANCIA V(1) 1/V (n)
P1 12 1182.918333 1081.368145 90.114012 .011097
P2 12 245.005833 10407.9009 867.325075 .001153
Fl 12 540.903333 7393.837482 616.153123 .001623
F2 302 680.405099 37326.118061 123.596417 .008091
PARAMETROS GENETICOS DA POPULACAO F2

PARAMETRO ESTIMATIVA DESVIO-PADRAO

VARIANCIA FENOTIPICA
VARIANCIA AMBIENTAL (*)
VARIANCIA GENOTIPICA

37326.118061
6569.236002
30756.882059

3032.539797
1450.568269
3032.635685

HERDABILIDADE AMPLA (%) 82.400431 1.015451
HETEROSE -173.05875 -24.239207 %
HETEROBELTIOSE (Pai 1) -642.015 -54.273823 %
HETEROBELTIOSE (Pai 2) 295.8975 120.771614 %
GRAU MEDIO DA DOMINANCIA (Baseado em médias) -.36903
VALOR MAXIMO NA F2 1176.68
VALOR MINIMO NA F2 258.15
NUMERO DE GENES (Amp = MaxF2 - MinF2) 3.428897
NUMERO DE GENES (Amp = pPl - pP2) 3.575134
(*)VM = (VP1+2VF1+VP2) /4
Selecédo dos maiores valores - Individuos a serem selecionados
212 152 209 3 225 9 285 158 41 38 172 170 103 150 248 54 106
70 187 102 1 20 185 2 82 147 117 223 25 11 108 21 256 221
291 259 156 268 132 111 16 57 74 266 46 26 12 133 125 186 42
157 165 257 288 118 27 47 155 86
Selecdo dos menores valores - Individuos a serem selecionados
114 231 243 101 92 213 73 53 135 234 091 5 139 112 196 193 24
162 96 235 177 56 297 298 179 32 214 273 159 244 278 261 258 161
207 64 119 94 39 23 245 241 232 189 154 22 49 30 50 85 105
72 249 77 260 121 19 192 236 200

PREDICAO DE GANHO POR SELECAO
NUMERO DE INDIVIDUOS SELECIONADOS 60
MEDIA ORIGINAL DA F2 680.405099
Kk k ok ok ok kkkkk SELECAO PARA MAIORES VALORES Khhkhkhkkkhkhkkhkhkkkkhx
MEDIA DOS INDIVIDUOS SELECIONADOS 954.082667
DIFERENCIAL DE SELECAO 273.677567
GANHO POR SELECAO 225.511494
GANHO POR SELECAO (%) 33.14371
MEDIA PREDITA PARA lo CICLO APOS SELECAO 905.916594
* ok ok ok ok ok ok ok ok ok k SELECAO PARA MENORES VALORES * ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok
MEDIA DOS INDIVIDUOS SELECIONADOS 417.4905
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DIFERENCIAL DE SELECAO -262.914599
GANHO POR SELECAO -216.642762
GANHO POR SELECAO (%) -31.840261
MEDIA PREDITA PARA lo CICLO APOS SELECAO 463.762337
* Kk k ok ok ok ok ok ok ok k GS = p l h DPg Kk kkkkkkkkkkkx
CONTROLE PARENTAL (p) 1.0
INTENSIDADE DE SELECAO (i) 1.3998
GANHO POR SELECAO 222.844482
GANHO POR SELECAO (%) 32.751736
MEDIA PREDITA PARA lo CICLO APOS SELECAO (Acréscimo) 903.249581
MEDIA PREDITA PARA lo CICLO APOS SELEGCAO (Decréscimo) 457.560618
ANALISE DA VARIAVEL => AA DPPH
MEDIAS E VARIANCIAS

GERACAO N MEDIA VARIANCIA V(1) 1/V (1)
Pl 12 29.595833 62.828391 5.235699 .190996
P2 12 5.889167 11.351045 . 94592 1.057171
Fl 12 10.198333 6.633964 .55283 1.808873
F2 302 12.338742 46.25187 .153152 6.529466

PARAMETROS GENETICOS DA POPULACAO F2
PARAMETRO ESTIMATIVA DESVIO-PADRAO
VARIANCIA FENOTIPICA 46.25187 3.757708
VARIANCIA AMBIENTAL (*) 21.861841 6.327802
VARIANCIA GENOTIPICA 24.390029 13.023536
HERDABILIDADE AMPLA (%) 52.733066 23.36891
HETEROSE -7.544167 -42.520314 %
HETEROBELTIOSE (Pai 1) -19.3975 -65.541321 %
HETEROBELTIOSE (Pai 2) 4.309167 73.171077 %
GRAU MEDIO DA DOMINANCIA (Baseado em médias) -.63646
VALOR MAXIMO NA F2 41.4
VALOR MINIMO NA F2 .33
NUMERO DE GENES (Amp = MaxF2 - MinF2) 8.644644
NUMERO DE GENES (Amp = pPl - uP2) 2.880306
(*)VM = (VP1+2VF1+VP2) /4
Selecdo dos maiores valores - Individuos a serem selecionados
103 46 29 3 82 118 60 47 62 187 1 175 147 202 152 35 20
223 262 70 172 163 54 225 285 14 38 239 230 155 111 55 94 125
36 44 106 16 58 170 78 290 123 205 97 117 132 158 282 107 247
95 176 194 41 302 283 156 141 209
Selecdo dos menores valores - Individuos a serem selecionados
184 229 235 244 261 181 197 65 214 30 295 220 289 204 112 8 192
296 161 142 183 173 232 72 242 85 169 213 215 272 293 210 22 69
145 178 79 24 189 279 135 32 300 217 260 5 90 292 196 113 153
227 40 177 243 182 166 248 128 115

PREDICAO DE GANHO POR SELECAO

NUMERO DE INDIVIDUOS SELECIONADOS 60
MEDIA ORIGINAL DA F2 12.338742
Kk k ok ok ok kkkkk SELECAO PARA MAIORES VALORES Khhkhkhkkkhkhkkhkhkkkkx
MEDIA DOS INDIVIDUOS SELECIONADOS 23.022333
DIFERENCIAL DE SELECAO 10.683592
GANHO POR SELECAO 5.633785
GANHO POR SELECAO (%) 45.659319
MEDIA PREDITA PARA lo CICLO APOS SELECAO 17.972527

Kk Kk kk ok Kk Kk kKK SELECAO PARA MENORES VALORES Kk k ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK
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MEDIA DOS INDIVIDUOS SELECIONADOS 4.697833
DIFERENCIAL DE SELECAO -7.640908
GANHO POR SELECAO -4.029285
GANHO POR SELECAO (%) -32.65556
MEDIA PREDITA PARA lo CICLO APOS SELECAO 8.309456
* Kk k ok ok ok ok ok ok ok k GS = p l h DPg Kk kkkkkkokkkkkx
CONTROLE PARENTAL (p) 1.0
INTENSIDADE DE SELECAO (i) 1.3998
GANHO POR SELECAO 5.020115
GANHO POR SELECAO (%) 40.685793
MEDIA PREDITA PARA lo CICLO APOS SELECAO (Acréscimo) 17.358857
MEDIA PREDITA PARA lo CICLO APOS SELECAO (Decréscimo) 7.318627
ANALISE DA VARIAVEL => AA ABTS
MEDIAS E VARIANCIAS

GERACAO N MEDIA VARIANCIA V(1) 1/V (n)
Pl 12 58.355 163.461336 13.621778 .073412
P2 12 15.585833 27.574609 2.297884 .435183
Fl 12 29.454167 12.719391 1.059949 .943441
F2 302 23.64957 81.627112 .270288 3.699751

PARAMETROS GENETICOS DA POPULACAO F2
PARAMETRO ESTIMATIVA DESVIO-PADRAO
VARIANCIA FENOTIPICA 81.627112 6.631749
VARIANCIA AMBIENTAL (*) 54.118682 16.350586
VARIANCIA GENOTIPICA 27.50843 15.477514
HERDABILIDADE AMPLA (%) 33.700114 13.109761
HETEROSE -7.51625 -20.330444 %
HETEROBELTIOSE (Pai 1) -28.900833 -49.52589 %
HETEROBELTIOSE (Pai 2) 13.868333 88.980377 %
GRAU MEDIO DA DOMINANCIA (Baseado em médias) -.35148
VALOR MAXIMO NA F2 51.41
VALOR MINIMO NA F2 6.8
NUMERO DE GENES (Amp = MaxF2 - MinF2) 9.042919
NUMERO DE GENES (Amp = pPl - pP2) 8.312005
(*)VM = (VP1+2VF1+VP2) /4
Selecdo dos maiores valores - Individuos a serem selecionados
20 29 280 239 11 60 70 47 212 14 44 97 26 103 155 1 46
291 225 16 202 170 57 152 25 98 187 147 143 95 163 226 41 86
118 248 216 172 205 253 186 82 230 13 217 149 54 223 209 49 55
79 34 238 10 111 252 36 67 156
Selecdo dos menores valores - Individuos a serem selecionados
281 289 136 295 192 128 146 135 129 188 283 284 261 229 184 235 183
157 197 154 66 277 167 206 178 114 258 273 278 213 242 124 196 93
56 142 72 37 65 12 107 268 101 297 234 241 32 298 64 244 137
126 266 243 74 108 201 259 279 189

PREDICAO DE GANHO POR SELEGCAO

NUMERO DE INDIVIDUOS SELECIONADOS 60
MEDIA ORIGINAL DA F2 23.64957
* ok k ok ok ok ok ok ok ok k SELECAO PARA MAIORES VALORES K hkkhkkkhkkkkkkkkx
MEDIA DOS INDIVIDUOS SELECIONADOS 38.2015
DIFERENCIAL DE SELECAO 14.55193
GANHO POR SELECAO 4.904017
GANHO POR SELECAO (%) 20.736179
MEDIA PREDITA PARA lo CICLO APOS SELECAO 28.553587



*khk Kk Kk Kk Kk kKkKx SELECAO PARA MENORES VALORES *** %%k %%k *%%**%

MEDIA DOS INDIVIDUOS SELECIONADOS
DIFERENCIAL DE SELECAO

GANHO POR SELECAO

GANHO POR SELECAO (%)

MEDIA PREDITA PARA lo CICLO APOS SELECAO

krkKkkkkKkkkk*k GS = P i h DPg kkhkkhk Kk hkkhkKk KKk kK

CONTROLE PARENTAL (p)

INTENSIDADE DE SELECAO (i)

GANHO POR SELECAO

GANHO POR SELECAO (%)

MEDIA PREDITA PARA lo CICLO APOS SELECAO (Acréscimo)
MEDIA PREDITA PARA lo CICLO APOS SELECAO (Decréscimo)
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13.014833
-10.634736
-3.583918
-15.154264
20.065651

1.0
1.3998
4.262011
18.021517
27.911581
19.387558
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ANEXO A - Diretrizes para Autores — Revista Agropecuaria Tropical

Pesquisa Agropecuaria Tropical (PAT) ¢ o periddico cientifico editado pela Escola de
Agronomia da Universidade Federal de Goias, em versdo eletronica (e-ISSN 1983-4063).
Destina-se a publicagdo de Artigos Cientificos cuja temadtica tenha aplicagdo direta na
agricultura tropical. Logo, a vinculagdo indireta do objeto de estudo com essa temdtica ndo ¢
razao suficiente para que uma submissao seja aprovada para seguir no processo editorial deste
periddico. Notas Técnicas, Comunicagdes Cientificas e Artigos de Revisdo somente sao
publicados a convite do Conselho Editorial.

A submissdo de trabalhos ¢ gratuita e deve ser feita exclusivamente via sistema
eletronico, acessivel  por  meio do endereco www.agro.ufg.br/pat  ou
www.revistas.ufg.br/index.php/pat. Os autores devem manifestar, por meio de documento
assinado por todos, escaneado e inserido no sistema como documento suplementar, anuéncia
acerca da submissao e do conhecimento da politica editorial e diretrizes para publicacdo na
revista PAT (caso os autores morem em cidades diferentes, mais de um documento
suplementar pode ser inserido no sistema, pelo autor correspondente).

A revista PAT recomenda a submissdo de artigos com, no maximo, 5 (cinco) autores.
A partir deste nimero, uma descricdo detalhada da contribui¢do de cada autor deve ser
encaminhada ao Conselho Editorial (lembre-se de que, as vezes, a se¢cdo “Agradecimentos” ¢
mais apropriada que a autoria).

Durante a submissao on-l/ine, o autor correspondente deve atestar, ainda, em nome de
todos os autores, a originalidade e ineditismo do trabalho (trabalhos ja disponibilizados em
anais de congresso ndo sdo considerados inéditos, por tratarem-se de uma forma de
publicacdo e ampla divulgagdo dos resultados), a sua ndo submissdo a outro periddico, a
conformidade com as caracteristicas de formatagdo requeridas para os arquivos de dados, bem
como a concordancia com os termos da Declaragdo de Direito Autoral, que se aplicard em
caso de publicacao do trabalho. Por fim, deve-se incluir os chamados metadados (informagdes
sobre os autores e sobre o trabalho, tais como titulo, resumo, palavras-chave) e transferir os
arquivos com o manuscrito e documento suplementar (anuéncia dos autores).

Se o trabalho envolveu diretamente animais ou seres humanos como sujeitos da
pesquisa, deve-se comprovar a sua aprovagio prévia por um Comité de Etica em pesquisa.

Os trabalhos podem ser escritos em Portugués ou Inglés, entretanto, serdo publicados
apenas em Inglés. Logo, em caso de submissdo em Portugués e aprovagdo para publicagdo, a

versao final do manuscrito devera ser traduzida por especialista em Lingua Inglesa
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(preferencialmente falante nativo), sendo que a tradugdo ficara a cargo dos autores, sem
qualquer 6nus para a revista.

Os manuscritos devem ser apresentados em até 18 paginas, com linhas numeradas. O
texto deve ser editado em Word for Windows e digitado em pagina tamanho A-4 (210 mm x
297 mm), com margens de 2,5 cm, em coluna unica e espagamento duplo entre as linhas
(inclusive para tabelas, cabecalhos e rodapés). A fonte tipografica deve ser Times New
Roman, corpo 12. O uso de destaques como negrito e sublinhado deve ser evitado. Todas as
paginas devem ser numeradas. Os manuscritos submetidos a revista PAT devem, ainda,
obedecer as seguintes especificagoes:

1. Os Artigos Cientificos devem ser estruturados na ordem: fitulo (maximo de 20
palavras); resumo (maximo de 250 palavras; um bom resumo primeiro apresenta o problema
para, depois, apresentar os objetivos do trabalho); palavras-chave (no minimo, trés palavras,
e, no maximo, cinco, separadas por virgula); Introducdo; Material e Métodos; Resultados e
Discussado; Conclusoes; Agradecimentos (se necessario, em paragrafo unico)
e Referéncias. Chamadas relativas ao titulo do trabalho e os nomes dos autores, com suas
afiliacdes e enderegos (incluindo e-mail) em notas de rodapé, bem como agradecimentos,
somente devem ser inseridos na versao final corrigida do manuscrito, apos sua aceitagao
definitiva para publicacao.

2. As citagoes devem ser feitas no sistema “autor-data”. Apenas a inicial do
sobrenome do autor deve ser maiuscula e a separagdo entre autor e ano ¢ feita somente com
um espaco em branco. Ex.: (Gravena 1984, Zucchi 1985). O simbolo “&” deve ser usado no
caso de dois autores e, em casos de trés ou mais, “et al.”. Ex.: (Gravena & Zucchi 1987,
Zucchi et al. 1988). Caso o(s) autor(es) seja(m) mencionado(s) diretamente na frase do texto,
utiliza-se somente o ano entre parénteses. Citagdes de citacdo (citacdes secundarias) devem
ser evitadas, assim como as seguintes fontes de informagao: artigo em versdo preliminar (no
prelo ou preprint) ou de publicacdo seriada sem sistema de arbitragem; resumo de trabalho ou
painel apresentado em evento cientifico, comunicagdo oral; informagdes pessoais;
comunicagdo particular de documentos ndo publicados, de correios eletronicos, ou
de sites particulares na Internet.

3. As referéncias devem ser organizadas em ordem alfabética, pelos sobrenomes dos
autores, de acordo com a norma NBR 6023:2018, da Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas (ABNT), com a seguinte adequagdo: ndo ¢ necessaria a inclusdo da cidade apds os
titulos de perioddicos. Os destaques para titulos devem ser apresentados em italico e os titulos

de periodicos ndo devem ser abreviados.
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4. As tabelas (também com corpo 12 e espagamento duplo) e figuras, dispostas no
decorrer do texto, devem ser identificadas numericamente, com algarismos arabicos, e receber
chamadas no texto. As tabelas devem ser editadas em preto e branco, com tragos simples e de
espessura 0,5 ponto (padrao Word for Windows). As figuras devem ser apresentadas com
resolucdo minima de 300 dpi.

5. A consulta a trabalhos recentemente publicados na revista PAT
(www.agro.ufg.br/pat ou www.revistas.ufg.br/index.php/pat) ¢ uma recomendagao do corpo
de editores, para dirimir duvidas sobre estas instrugdes e, consequentemente, agilizar a
publicagdo.

6. Os autores nao serdo remunerados pela publicacdo de trabalhos na revista PAT, pois
devem abrir mao de seus direitos autorais em favor deste periddico. Os contetidos publicados,
contudo, sdo de inteira e exclusiva responsabilidade de seus autores, ainda que reservado aos
editores o direito de proceder a ajustes textuais e de adequacdo as normas da publicag¢do. Por
outro lado, os autores ficam autorizados a publicar seus artigos, simultaneamente, em
repositorios da institui¢do de sua origem, desde que citada a fonte da publicacdo original na
revista PAT.

7. Enderego e contatos:

Pesquisa Agropecuaria Tropical (PAT)

Escola de Agronomia

Universidade Federal de Goias

Caixa Postal 131 - Campus II (Samambaia)

CEP 74.001-970 - Goiania, GO - Brasil

E-mail: gilsonrevistaufg@gmail.com

Telefone: (62) 3521-1552

Homepage: http://www.agro.ufg.br/pat ou www.revistas.ufg.br/index.php/pat

Declaracio de Direito Autoral

Os autores ndo serdo remunerados pela publicagdo de trabalhos na revista PAT, pois
devem abrir mao de seus direitos autorais em favor deste periddico. Os contetidos publicados,
contudo, sdo de inteira e exclusiva responsabilidade de seus autores, ainda que reservado aos
editores o direito de proceder a ajustes textuais e de adequacdo as normas da publicagdo. Por
outro lado, os autores ficam autorizados a publicar seus artigos, simultaneamente, em
repositorios da institui¢do de sua origem, desde que citada a fonte da publica¢do original na

revista PAT.



