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RESUMO

PEIXOTO, JOICY VITORIA MIRANDA. Fenotipagem por imagem, estimativas de
parametros genéticos e indices de selecio em alface biofortificada. 2020. 103p. Tese

(Doutorado em Agronomia/Fitotecnia) — Universidade Federal de Uberlandia,
Uberlandia.'

A obtenc¢do de alimentos biofortificados € objetivo constante em programas de
melhoramento. No entanto a quantidade de gendtipos a serem avaliados e os custos
temporal e monetario na determinagdo dos constituintes foliares representam um
entrave no processo. Uma alternativa ¢ a utilizacdo de fenotipagem por imagem e
métodos estatisticos que fornegam maior quantidade de informagdes ao melhorista. A
fenotipagem por imagem possibilita a analise de todo o experimento de forma rapida,
objetiva e sem destruicdo de amostras. Dentre os métodos estatisticos que permitem
obter conhecimento relevante do germoplasma analisado, destaca-se a estimativa de
parametros genéticos como a herdabilidade, o coeficiente de variagdo genética e
ambiental, correlagdo entre as caracteristicas analisadas e andlise de trilha. Outro
método € a aplicacdao de indices ndo paramétricos. Este possibilita a analise simultanea
de varias informagdes, o conhecimento do ganho de sele¢do e a triagem de genotipos
promissores ao melhoramento genético. Neste contexto, foram realizados dois
experimentos, sendo um com 31 genotipos de alface roxa (30 linhagens + cultivar
Belissima) e o segundo com 25 genoétipos de alface de coloracdo verde (22 linhagens +
trés cultivares - cv. Grand Rapids, UFU-Biofort e Uberlandia 10000), todos do tipo
crespa. O experimento foi realizado em 2018 na Estagao Experimental de Hortalicas da
Universidade Federal de Uberlandia, campus Monte Carmelo. As linhagens de alface de
ambos experimentos sao provenientes da hibridacao entre as cultivares Belissima versus
Uberlandia 10000 (rica em carotenoides). A hibridacao foi seguida de seis sucessivas
autofecundagdes realizadas entre 2013 e 2017. Objetivou-se, com este trabalho,
comprovar a diversidade genética no germoplasma de alface, validar o uso da
fenotipagem por imagem na identificacdo de gendtipos ricos em carotenoides e avaliar a
eficiéncia de indices de sele¢do na escolha de linhagens de alface crespa biofortificada
com caracteristicas agrondmicas favoraveis aliadas a boas propriedades nutricionais. Os
resultados obtidos no trabalho permitiram concluir que o banco de germoplasma
analisado possui ampla variabilidade genética. A fenotipagem de alto desempenho
apresentou alta correlacdo em relagdo a metodologia tradicional de determinacdo de
carotenoides, sendo uma alternativa para identificar diferentes backgrounds genéticos
em um banco de germoplasma. Os resultados deste estudo podem ser utilizados para
predizer os valores nutricionais do conteudo de carotenoides em folhas de alface antes
da comercializacdo. O indice de Mulamba e Mock permitiu os maiores ganhos de
selecdo para as caracteristicas analisadas em ambos experimentos, selecionando os
genotipos superiores em teores de carotenoides e desempenho agrondmico.

Palavras-chave: Lactuca sativa L., carotenoides, fenotipagem de alto desempenho,
indices ndo paramétricos, ganho genético, analise de trilha, veiculo aéreo ndo tripulado
(VANT)

'Orientador: Gabriel Mascarenhas Maciel (UFU).



ABSTRACT

PEIXOTO, JOICY VITORIA MIRANDA. Fenotipagem por imagem, estimativas de
parametros genéticos e indices de selecio em alface biofortificada. 2020. 103p. Tese
(Doutorado em Agronomia/Fitotecnia) — Universidade Federal de Uberlandia,
Uberlandia.'

Developing biofortified foods is a constant objective of breeding programs.
However, the number of genotypes to be evaluated and the time and monetary cost in
determining leaf constituents represents an obstacle. An alternative is the use of image
phenotyping and statistical methods to achieve a greater amount of information. Image
phenotyping allows a quick, objective analysis of the entire experiment without
destructing samples. The main statistical methods to obtain relevant knowledge about
the germplasm analyzed include the estimation of genetic parameters, such as
heritability, the coefficient of genetic and environmental variation, correlation between
the characteristics analyzed, and trail analysis. Another method is the application of
non-parametric indices. This enables the simultaneous analysis of various information
and reveals the selection gain and the screening of promising genotypes for genetic
improvement. In this context, two experiments were carried out: one with 31 genotypes
of red lettuce (30 lines + cultivar Belissima) and another one with 25 genotypes of green
lettuce (22 lines + three cultivars — Grand Rapids, UFU-Biofort and Uberlandia 10000);
all lettuce types were looseleaf. The experiment was carried out in 2018, at the
Experimental Vegetable Station at the Federal University of Uberlandia, Monte
Carmelo campus. The lettuce lines in both experiments came from the hybridization of
the cultivars Belissima versus Uberlandia 10000 (rich in carotenoids). Hybridization
was followed by six successive self-foundations carried out between 2013 and 2017.
This study aimed to prove the genetic diversity of lettuce germplasm, to validate the use
of image phenotyping in the identification of carotenoid-rich genotypes, and to evaluate
the efficiency of selection indices to chose biofortified looseleaf lettuce strains with
favorable agronomic characteristics and good nutritional properties. The results
indicated that the germplasm bank analyzed had a wide genetic variability. High-
performance phenotyping showed a high correlation with the traditional methodology to
determine carotenoids; it is an alternative to identify different genetic backgrounds in a
germplasm bank. These results can also help predict the nutritional values of the content
of carotenoids in lettuce leaves before commercialization. The Mulamba and Mock
index allowed the greatest selection gains for the characteristics analyzed in both
experiments; it selected the superior genotypes in carotenoid levels and agronomic
performance.

Keywords: Lactuca sativa L., carotenoids, high-performance phenotyping,

nonparametric indices, genetic gain, path analysis.

'Orientador: Gabriel Mascarenhas Maciel (UFU).



CAPITULO 1

FENOTIPAGEM POR IMAGEM EM LINHAGENS DE ALFACE ROXA COM
DIVERSIDADE GENETICA PARA NIVEIS DE CAROTENOIDES



FENOTIPAGEM POR IMAGEM EM LINHAGENS DE ALFACE ROXA COM
DIVERSIDADE GENETICA PARA NiVEIS DE CAROTENOIDES

RESUMO

A obtencao de hortalicas biofortificadas tem sido meta de programas de
melhoramento genético. Um dos maiores entraves tem sido o custo das andlises e o
tempo para executar a amostragem de folhas no campo. O objetivo do trabalho foi
comprovar a diversidade genética em um germoplasma de alface crespa roxa e validar o
uso da fenotipagem por imagem na identificagdo de gendtipos ricos em carotenoides. O
experimento foi realizado em 2018, na Estacdo Experimental de Hortalicas da
Universidade Federal de Uberlandia, campus Monte Carmelo. Foram avaliadas 30
linhagens de alface crespa do tipo roxa, provenientes da hibridagdo entre as cultivares
Belissima versus Uberlandia 10000, seguido de seis sucessivas autofecundagdes
realizadas entre 2013 e 2017. O método genealdgico ou pedigree € um procedimento de
trabalho utilizado por melhoristas de plantas que trabalham com espécies de plantas
cujo sistema reprodutivo ¢ autdbgamo e apresenta cleistogamia. Este método foi utilizado
para obter os tratamentos do experimento. A cultivar Belissima (alface roxa) foi
utilizada como controle, totalizando 31 tratamentos. O método convencional e a
fenotipagem aérea com o veiculo aéreo ndo tripulado Phantom 4 (VANT) foram
utilizados para avaliar seis diferentes caracteristicas agrondmicas e os niveis de
carotenoides de cada tratamento. Foi verificado que o banco de germoplasma analisado
possui ampla variabilidade genética. O uso da fenotipagem de alto desempenho
apresentou alta correlacdo em relagdo a metodologia tradicional (coeficiente de
determinagdo= 76,25%), sendo uma alternativa para identificar diferentes backgrounds
genéticos em um banco de germoplasma. Veiculos aéreos nao tripulados também
podem ser usados para monitorar os niveis de biofortificacao nas lavouras.

Palavras-chave: Geotecnologia, biofortificacdo, banco de germoplasma, diversidade

genética, veiculo aéreo ndo tripulado (VANT)



IMAGE PHENOTYPING IN RED LETTUCE INBRED LINES WITH GENETIC
DIVERSITY FOR CAROTENOIDS LEVELS

ABSTRACT

Developing biofortified foods is a goal of genetic breeding programs. However,
analysis costs and the time required for leaf sampling in the field hinder this process.
This study evaluated the genetic diversity of red leaf lettuce germplasm and the use of
image phenotyping to identify carotenoid-rich genotypes. The experiment was carried
out in 2018 at the Vegetable Experiment Station of the Federal University of
Uberlandia, Monte Carmelo campus. Thirty inbred lines of red leaf lettuce were
evaluated. All inbred lines resulted from the hybridization of the Belissima and
Uberlandia 10000 cultivars, and six successive selfings were carried out from 2013 to
2017. The genealogical method or pedigree is used by plant breeders to work with plant
species whose reproductive system is autogamous and presents cleistogamy. This
method was used to obtain the treatments of the experiment. The cultivar Belissima (red
lettuce) was used as a control, totaling 31 treatments. A conventional method and an
aerial image phenotyping using Phantom 4 unmanned aerial vehicle (UAV) evaluated
six different agronomic characteristics and carotenoid levels in each treatment. The
results showed substantial genetic diversity within the germplasm bank. Furthermore,
high-performance image phenotyping highly correlated with the traditional
methodology (coefficient of determination = 76.25%); therefore, it can be considered an
alternative to identify different genetic backgrounds within a germplasm bank. In
addition, unmanned aerial vehicle may help monitor biofortification levels in crops.

Keywords: Geotechnology, biofortification, germplasm bank, genetic diversity,

unmanned aerial vehicle (UAV)



1 INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.) possui varios tipos, formas e cores, resultando nos
diferentes tipos de segmentos: crespa, lisa, romana e americana (SALA; COSTA, 2012).
A diversidade genética existente na cultura da alface possibilita, aos produtores, varias
opgdes de cultivo. No Brasil, a preferéncia ¢ pelas cultivares de alface do tipo crespa em
relacdo aos tipos americana, lisa e romana (SALA et al., 2008; SALA; COSTA, 2012).
Dentro do segmento de alface crespa, 2360 hectares sdo ocupados por cultivares crespas
de cor roxa (UDSEM, 2016).

O cultivo de alface crespa roxa proporciona que os produtores alcancem nichos
de mercado especifico, conseguindo agregar maior valor ao produto. Além do aspecto
visual atrativo, o consumo de alface pode auxiliar preventivamente nas diversas doencas
relacionadas ao estresse oxidativo (MAIANI et al., 2009; ROCHA; REED, 2014),
devido a presenca de carotenoides precursores da vitamina A (SOUSA et al., 2007,
SILVA; MURA, 2010; CASSETARI et al., 2015). Apesar de todos os quesitos
qualitativos e comerciais, atualmente, ndo ha cultivares de alface crespa roxa ricas em
carotenoides disponiveis. Sousa et al. (2007) identificaram uma cultivar do tipo lisa com
folhas de coloragao verde rica em carotenoides (Uberlandia 10000). Poucas pesquisas
tém buscado obter cultivares de alfaces ricas em carotenoides. Um provavel motivo
pode estar relacionado ao alto custo para analisar o constituinte nas folhas, além da
grande demanda de tempo para realizar as analises laboratoriais.

Ha pesquisas que demonstraram metodologias mais econdmicas e eficientes,
contribuindo para o sucesso dos programas de melhoramento com esta finalidade.
Cassetari et al. (2015) sugerem quantificar indiretamente carotenoides pelo teor de
clorofila nas folhas, por meio do uso de indice SPAD. No entanto estdo disponiveis
novas modalidades para coleta de resultados capazes de revolucionar a fenotipagem de
plantas com diferentes niveis de carotenoides. Uma nova alternativa seria a fenotipagem
por imagem, amplamente utilizada para outros vegetais, auxiliando na selecdo de
plantas (SOUSA et. al., 2015), exceto em alface.

A fenotipagem por imagem permite determinar valores qualitativos e/ou
quantitativos das caracteristicas em estudo e correlaciona-las ao desempenho de um
genotipo em determinado ambiente (DHONDT et al., 2013). A fenotipagem de plantas
tem sido associada a andlises Opticas ndo destrutivas de caracteristicas vegetais,

principalmente com o uso de imagens (WALTER et al., 2015). As técnicas utilizadas
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atualmente em fendmica de plantas atuam de forma multidisciplinar, incluindo a
espectroscopia, com a geracao de imagens (SOUSA et al., 2015). As imagens podem ser
facilmente coletadas com auxilio de veiculos aéreos nao tripulados (VANTS), também
denominados “Drones”.

As aeronaves (drones) podem embarcar diversos tipos de cdmeras com sensores
que capturam desde o espectro eletromagnético visivel até o espectro do infravermelho,
possibilitando diversas analises das caracteristicas vegetais (SOUSA et al., 2015). Essa
combinacdo entre as altas resolugdes espacial e temporal ¢ um dos principais atrativos
para o emprego dessa tecnologia na fenotipagem de alfaces. Pesquisas atuais buscam
correlacionar a reflectancia da vegetacdo com caracteristicas das plantas em diversas
espécies vegetais, como soja (ANTUNES et al., 2012; RISSO et al., 2012), milho
(JOHANN et al., 2012), trigo (SANTI et al., 2012), algodao (VICTORIA et al., 2012),
cana-de-agucar (PICOLI et al., 2013; VICENTE et al., 2012), exceto para hortaligas.

O uso de técnicas de fenotipagem por imagem para auxiliar a selecdo indireta de
genoétipos de alface rica em carotenoides ainda ndo ¢ uma realidade. Diante disso, o
objetivo deste trabalho foi comprovar a diversidade genética em germoplasma de alface
crespa roxa e validar o uso da fenotipagem por imagem na identificagdo de genotipos

ricos em carotenoides.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no periodo de mar¢o a junho de 2018. As
temperaturas minima e maxima observadas foram de 16,23 °C e 27,49 °C,
respectivamente, com umidade relativa média de 75,47% e precipitagdo média de 1,27
mm (Figura 1). O ensaio foi conduzido na Estacdo Experimental de Hortalicas da
Universidade Federal de Uberlandia, campus Monte Carmelo (18°42°43,19” S;
47°29'55,8” O; 873 m de altitude). As linhagens estudadas fazem parte do Programa de

melhoramento genético de alface biofortificada e tropicalizada da UFU.
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FIGURA 1 — Médias mensais de temperatura (°C), umidade relativa (%) e precipitagdo
mensal total (mm); de marco de 2018 a junho de 2018.

Fonte: SISMET (Sistema de Monitoramento Meteoroldgico) Cooxupé. Monte Carmelo
— Minas Gerais, 2018.

Foram avaliadas 30 linhagens de alface crespa do tipo roxa, provenientes da
hibridacdo entre as cultivares Belissima (Pira 72) versus Uberlandia 10000, rica em
carotenoides (SOUSA et al., 2007), anélise seguida de seis sucessivas autofecundacdes
realizadas entre 2013 e 2017. O método genealdgico ou pedigree € um procedimento de
trabalho utilizado por melhoristas de plantas que trabalham com espécies cujo sistema
reprodutivo ¢ autdgamo e apresenta cleistogamia. Esse método foi utilizado para obter
os tratamentos do experimento. A cultivar Belissima (alface com folhas de coloragdo
roxa), amplamente cultivada no Brasil, foi utilizada como controle. Essa cultivar, com
mais 30 genotipos de alface roxa, totalizaram os 31 tratamentos avaliados no
experimento. O método genealdgico ¢ baseado na sele¢do de plantas individuais na
populacdo segregante. A avaliagdo ¢ realizada em cada progénie individual. A
superioridade dos individuos selecionados ¢ analisada pelo teste de progénie. A selegdo
com testes de progénies € o conhecimento da genealogia dos individuos escolhidos
permite a maximizagdo da eficiéncia de selecdo. A triagem ¢ realizada com base nos
gendtipos dos individuos (BOREM et al., 2017).

A semeadura foi realizada em 28 de margo de 2018. As mudas foram produzidas
em bandejas de poliestireno expandido, com 200 células preenchidas com substrato

comercial a base de fibra de coco. Apds a semeadura, as bandejas permaneceram em



casa de vegetacao do tipo arco, com dimensdes de 5 m x 6 m e pé direito de 3,5 m,
coberta com filme de polietileno transparente de 150 micra, aditivado contra raios
ultravioleta, e cortinas laterais de tela branco antiafideos. Aos 29 dias apos a semeadura,
as mudas foram transplantadas para canteiros definitivos em campo. Os canteiros foram
formados utilizando rotoencanteirador de 1,30 m de largura.

Antes de iniciar o experimento, amostras de solo foram coletadas na
profundidade de 0-20 cm e analisadas no Laboratorio de Fertilidade do Solo da
Universidade Federal de Uberlandia. A analise fisico-quimica mostrou: textura argilosa
(> 50%); pH em CaCl, = 4,9; MO = 3,9 dag kg''; P (rem) = 79,1 mg dm™; K = 0,29
cmolc dm'3; Ca=3,3 cmolc dm’ ; Mg = 1,3 cmolc dm’ ; H+ Al=4,9 cmolc dm’ ; SB =
4,90 cmolc dm’ ; CTC a pH 7,0 = 9,80 cmolc dm'3; V% = 50. Os tratos culturais foram
realizados conforme preconizado para o cultivo de alface (FILGUEIRA, 2013).

O delineamento experimental foi em blocos casualizados com trés repetigcdes. O
experimento (Figura 2) foi constituido por parcelas com 16 plantas, separadas em quatro

fileiras por canteiro no espacamento de 0,25 m x 0,25 m, sendo avaliadas as oito plantas

centrais.
N Alface tipo crespa
A Ortofoto - Dados coletados UAV

236460 236464 236468 236472 236476

e RS,
R Y LB
W i i S ¥ 4

236460
Sistema de coordenada: UTM
Datum: WGS-84
GSD=1.0cm

FIGURA 2 - Ortofoto aérea do experimento. 1: UFU-199#2#2#1; 2: UFU-T#2#1#1; 3:
UFU-117#1#3#1; 4. UFU-86#1#2#1; 5: UFU-75#1#1#1; 6: UFU-199#6#1#1; 7: UFU-
206#3#2#1; 8: UFU-199#2#3#1; 9: UFU-189#2#3#1; 10: UFU-184#2#5#1; 11: UFU-
184#2#1#1; 12: UFU-107#1#2#1; 13: UFU-86#2#1#1; 14: UFU-75#3#2#1; 15: UFU-



184#2#3#1; 16: UFU-199#6#2#1; 17: UFU-7#1#1#1; 18: UFU-75#2#2#1; 19: UFU-
75#3#1#1; 20: UFU-190#1#2#1; 21: UFU-75#1#3#1; 22: UFU-189#2#2#1; 23: UFU-
189#2#1#1; 24: UFU-199#2#1#1; 25: UFU-199#5#1#1; 26: UFU-206#1#6#1; 27:
UFU-206#1#3#1; 28: UFU-117#1#1#1; 29: UFU-184#2#1; 30: UFU-199#1#1#1; 31:
Belissima.

A colheita das oito plantas centrais de cada parcela foi realizada aos 35 dias apos
o transplantio e as plantas foram levadas para laboratorio, onde foi avaliada a massa
fresca total obtida por meio da pesagem de todas as folhas externas. O diametro do
caule foi avaliado com auxilio de um paquimetro. Foi determinado o niumero de folhas
comercialmente vidveis com base na contagem de folhas com dimensao superior a 5 cm
de comprimento. O diametro da planta foi avaliado e expresso em centimetros. A
temperatura foliar foi obtida pelo posicionamento de um termdémetro infravermelho
(modelo 4000.4GL, Everest Interscience, Tucson, AZ, USA) sendo amostradas as
folhas superiores, procurando-se apontar o sensor na posi¢ao central da superficie foliar.
O indice SPAD/carotenoides (CASSETARI et al., 2015) foi obtido pelo valor médio
apos coletar os dados das quatro plantas centrais de cada parcela. Foi utilizado o
equipamento clorofilometro modelo Minolta SPAD-502 CFL1030. Também foi
realizada a contagem dos dias para pendoamento apds semeadura (DPS).

Os dados foram submetidos a analise de variancia, pelo teste F (p < 0,05), apos o
atendimento das pressuposigoes de normalidade dos residuos e homocedasticidade
testadas pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e Levene, respectivamente. Quando
diferengas significativas foram detectadas para as variaveis, as médias foram
comparadas pelo teste Scott-Knott (p < 0,05). Em seguida, foram realizadas analises
multivariadas de dissimilaridade genética entre os genotipos, utilizando a matriz obtida
pela distancia generalizada de Mahalanobis (Dizir). A divergéncia genética foi
representada por dendrograma obtido pelo método hierdrquico Unweighted Pair-Group
Method Using Arithmetic Averages (UPGMA) e pelo método de otimizacdo Tocher
grafico. A validagdo do agrupamento pelo método UPGMA foi determinada pelo
coeficiente de correlacdo cofenético (CCC) calculado pelo teste de Mantel (1967). A
contribui¢do relativa dos caracteres quantitativos foi calculada segundo critério de
Singh (1981). Todos os dados obtidos foram analisados com o software Genes v.
2015.5.0 (CRUZ, 2013).

Além de executar a metodologia convencional proposta por Cassetari et al.

(2015) por meio do indice SPAD/carotenoides, a fenotipagem por imagem dos mesmos



gendtipos foi realizada por imagens aéreas captadas com uma camera RGB de 20
megapixels com sensor CMOS e 9 milimetros de comprimento focal, montada em um
veiculo aéreo nao tripulado (VANT) Phantom 4. Os parametros utilizados no voo
foram: altura de 20 metros, sobreposicao longitudinal de 80% e sobreposicao lateral de
75%. O voo foi realizado de modo automatico com o software proprietario
DroneDeploy. Com as imagens obtidas, foi gerada uma ortofoto com GSD (Ground
Sample Distance — relagdo entre a altura de voo e o nivel de detalhamento do terreno)
de 1 cm, com o programa Pix4d.

O mapa de calor foi gerado pelo georreferenciamento das quatro plantas da area
util por meio de uma ortofoto. Em seguida, utilizando o valor médio obtido pelo SPAD,
a krigagem foi realizada com o objetivo de extrapolar o resultado observado na area util
para a area total da parcela.

Histogramas foram gerados para as duas linhagens mais contrastantes no indice
SPAD/carotenoides. Cada parcela foi delimitada manualmente na ortofoto, sendo
utilizado o sofiware Image] v. 1.52 para isolar a imagem RGB do canal verde. Em
seguida, os valores médios da intensidade verde (G) foram calculados para cada parcela
e correlacionados com os valores de SPAD usando o software Sigma Plot versdo 12
(5% de significancia). O software QGis v. 3.0 foi utilizado para visualizar a distribui¢ao
geoespacial do indice SPAD/carotenoides com o mapa de calor gerado por meio da
interpolacdo de pontos pela ponderagdo IDW (Inverso da Distancia Ponderada) usando
a fun¢ao Kernel.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacao agronomica do germoplasma

No periodo em que se desenvolveu o experimento, de mar¢o a junho, as
temperaturas maximas variaram de 18,8°C a 32,8°C, com média maxima de 28,1°C, e
as minimas variaram de 5,7°C a 20,9°C, com média minima de 16,8°C, conforme dados
obtidos pelo Sismet, 2018. Essas temperaturas foram desfavoraveis ao cultivo da alface,
pois a variagdo otima para a cultura ¢ de 4 a 27°C (SANTOS et al., 2009).

Houve diferengas significativas pelo teste F (p < 0,05) entre as linhagens para
todas as variaveis respostas avaliadas, exceto para didmetro de caule e temperatura

foliar (Tabela 1).



TABELA 1 — M¢dias referentes a massa fresca (MF), ao didmetro de caule (DC),
numero de folhas (NF), didmetro de planta (DP), a temperatura foliar (TF), aos dias para
pendoamento apos a semeadura (DPS) e ao indice SPAD/carotenoides, em linhagens de
alface do tipo crespa.

Linhagens' MF(g) DC(cm) NF (?i) TF (°C) (1312 S) SPAD /Icniigfenoi des SR? (%)
UFU-199#2#2#1 88,58 b 1,70 16,70a 2330a 2500 81,00c 38,90 b 121,00
UFU-7#2#1#1 3833 ¢ 1,50  1590b 20,80a 2420 9330b 29,20 ¢ 65,90
UFU-117#1#3#1 4442 ¢ 1,30 17,80a 21,50a 24,50 84,00¢ 23,50 f 33,50
UFU-86#1#2#1 56,25 d 1,70  1480b 2320a 23,10 8530c 24,40 f 38,60
UFU-75#1#1#1 63,67 ¢ 1,10 17,70a 23,10a 24,60 84,00 ¢ 34,70 ¢ 97,20
UFU-199#6#1#1 120,33a 1,90 18,10a 27,20a 2430 8330c¢ 38,50 b 118,80
UFU-206#3#2#1 100,75b 1,60 1200b 18,00b 24,40  77,00¢ 29,60 ¢ 68,20
UFU-199#2#3#1 116,75a 2,00  14,80b 2130a 23,60 83,30c 28,30 ¢ 60,80
UFU-189#2#3#1 30,25 f 1,40 16,10b 20,60a 25,10 83,70c¢ 28,10 ¢ 59,70
UFU-184#2#5#1 42,83 ¢ 1,70 1990a 21,00a 24,40 98,70b 37,70b 114,20
UFU-184#2#1#1 116,67a 1,70 1990a 2560a 24,00 83,00c 27,00 ¢ 53,40
UFU-107#1#2#1 49,58 d 1,60 17,80a 19,30b 25,00 87,00¢ 33,60 ¢ 90,90
UFU-86#2#1#1 40,83 ¢ 1,80 1550b 20,40a 24,50 90,70 ¢ 30,40 d 72,70
UFU-75#3#2#1 31,33 f 1,20 10,80b 18550b 2510 82,30c¢ 31,40d 78,40
UFU-184#2#3#1 55,58d 1,90  2050a 26,00a 24,60 92,70b 32,10d 82,40
UFU-199#6#2#1 66,00 ¢ 1,80  1520b 2220a 23,90 86,00¢c 41,90 a 138,10
UFU-T#1#1#1 44,08 ¢ 1,80 20,10a 2230a 23,70 10030a 31,60 d 79,50
UFU-75#2#2#1 70,58 ¢ 1,50  1330b 2120a 2390 8570c 42,70 a 142,60
UFU-75#3#1#1 63,00 ¢ 1,70 1240b 21,30a 23,50 80,70 ¢ 31,40d 78,40
UFU-190#1#2#1 27,67 f 1,30 1430b 1530b 2490 10530a 26,60 ¢ 51,10
UFU-75#1#3#1 117,58a 1,70  22,60a 24,50a 23,30 96,70b 3430 ¢ 94,90
UFU-189#2#2#1 3825¢ 1,20 13,10b 1500b 2510 88,00¢ 29,20 ¢ 65,90
UFU-189#2#1#1 41,08 ¢ 1,60 17,70a 21,00a 26,00 91,70b 34,60 ¢ 96,60
UFU-199#2#1#1 89,08 b 1,10 1530b 21,90a 24,10 81,00¢ 42,90 a 143,80
UFU-199#5#1#1 52,42d 2,30 18,70a 18,70b 24,50 108,00 a 37,90 b 115,30
UFU-206#1#6#1 49,08 d 1,90 1580b 2240a 24,70 89,00 ¢ 28,90 ¢ 64,20
UFU-206#1#3#1 53,50 d 1,10 1450b 19,30b 26,10  81,00¢ 41,40 a 135,20
UFU-117#1#1#1 24,67 f 1,30 1220b 16,00b 2520 8530c 18,60 g 5,70
UFU-184#2#1 69,75 ¢ 1,90 19,80a 24,60a 23,70 9430b 35,50 ¢ 101,70
UFU-199#1#1#1 74,92 ¢ 1,20  1510b 2440a 2390 86,70c 4470 a 154,00
cv. Belissima 2325 f 1,30 830b 1090b 24,10 86,70 ¢ 17,60 g -
Média geral 61,33 1,60 1600 21,00 2440 8820 32,50
CV(%) 50,87 40,29 16,78 17,13 6,37 4,87 5,58
Ks 0,20 0,20 020 0,18 0,20 0,20 0,09
F 0,02 0,69 0,06 0,01 0,09 0,00 0,01
F” 0,003 0,08 0,03 0,003 0,25 0,01 0,08

'Médias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si pelo teste Scott-Knott
a 0,05 de significancia.’(SR) Superioridade relativa das linhagens em relagdo a
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testemunha cv. Belissima quanto a varidvel indice SPAD/carotenoides. Ks, F, F”:
pressuposi¢des dos testes Kolmogorov-Smirnov, Levene e Aditividade de Blocos;
valores em negrito indicam residuos com distribui¢do normal, variancias homogéneas
e efeitos aditivos.

Em relacao a massa fresca (MF), as linhagens UFU-199#6#1#1, UFU-75#1#3#1,
UFU-199#2#3#1 e UFU-184#2#1#1 se destacaram diferenciando-se significativamente
das demais linhagens, inclusive da testemunha comercial cv. Belissima (Tabela 1). Os
resultados das linhagens que se destacaram na presente pesquisa foram superiores aos
encontrados por Blat et al. (2011) em relacdo a massa fresca de cultivares crespas de
coloragao roxa (Pira Roxa e Belissima) e similares aos de diversas pesquisas ja
realizadas (DIAMANTE et al., 2013; SUINAGA et al., 2013; AQUINO et al., 2014;
ZIECH et al., 2014; BRZEZINSKI et al., 2017). Isso indica que as linhagens do tipo
crespa roxa caracterizadas neste trabalho apresentam padrao comercial.

As linhagens UFU-199#2#2#1, UFU-117#1#3#1, UFU-75#1#1#1, UFU-
199#6#1#1, UFU-184#2#5#1, UFU-184#2#1#1, UFU-107#1#2#1, UFU-184#2#3#1,
UFU-7T#1#1#1, UFU-75#1#3#1, UFU-189#2#1#1, UFU-199#5#1#1 e UFU-184#2#1 se
destacaram quanto ao numero de folhas, diferenciando-se significativamente da
testemunha comercial cv. Belissima (Scott-knott, p < 0,05) (Tabela 1). Valores similares
para nimero de folhas foram encontrados por diversos autores (SANTOS et al., 2009;
DIAMANTE et al., 2013; BLAT et al., 2011; AQUINO et al., 2014).

De fato, ha poucas pesquisas que avaliaram o desempenho agrondmico
especifico de cultivares de alfaces crespas de cor roxa. No entanto pode-se observar que
o desempenho agrondomico de alfaces crespas de cor verde, majoritariamente, ¢ superior
ao das cultivares de coloracdo roxa. Quanto ao diametro de planta, todas as linhagens
foram superiores em relagdo a cv. Belissima, destacando-se a linhagem UFU-
199#6#1#1, que se diferenciou significativamente a 5% de probabilidade (Tabela 1).
Esses didametros de plantas foram menores que os encontrados em outros estudos para
cultivares de folhas verdes (SILVA et al., 2000; DIAMANTE et al., 2013; SANTI et al.,
2013). Nesse contexto, sugere-se que cultivares crespas de cor verde apresentam maior
potencial agrondomico em relagdo a cultivares do tipo crespa roxa (BECKER et al.,
2015; NICK; BOREM, 2016), sendo os dados apresentados uma possivel justificativa
do baixo desempenho observado em alface de cor roxa. Ha relatos de que a coloragao

roxa estd associada com maior presenca de antocianina, conferindo menor taxa
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fotossintética, ocasionando plantas menores (SALA; COSTA, 2016; ZHANG et al.,
2016).

As linhagens UFU-7#1#1#1, UFU-190#1#2#1 e UFU-199#5#1#1 apresentaram
maior tolerancia ao pendoamento precoce, sendo superiores a testemunha comercial (cv.
Belissima) em 13,6; 18,6 e 21,3 dias, respectivamente (Tabela 1). Temperaturas
superiores ao ideal para o cultivo de alface podem proporcionar pendoamento precoce,
que seria o alongamento do caule ¢ a produgdo de latex, deixando as folhas amargas,
rigidas e antecipando o ciclo reprodutivo (LUZ et al., 2009; AQUINO et al., 2014). Isso
resulta na depreciag¢do do produto e em prejuizos financeiros.

As linhagens UFU-199#6#2#1, UFU-75#2#2#1, UFU-199#2#1#1, UFU-
206#1#3#1 e UFU-199#1#1#1 apresentaram maiores valores de indice
SPAD/carotenoides, sendo 138,1; 142,6; 143,8; 135,2 e¢ 154,0%, respectivamente,
superiores em relacdo a cultivar comercial Belissima (Tabela 1). Diversas pesquisas t€ém
comprovado a eficiéncia do SPAD por realizar leituras instantaneas, sendo uma
alternativa de indica¢do do teor de clorofila presente na folha da planta (KLOOSTER et
al., 2012). O teor de clorofila possui alta correlagdo com a concentragdo de carotenoides
em alface (CASSETARI et al., 2015) e, diante disso, o SPAD pode ser utilizado para
avaliar indiretamente o teor de carotenoides em alface (CASSETARI et al., 2015). Vale
ressaltar apenas que, apesar da agilidade em realizar uma leitura, ocorre alta demanda
de tempo para avaliar todo o experimento, dificultando as avaliagdes e o investimento
na pesquisa.

No presente trabalho, a medic¢ao do teor de carotenoides pelo SPAD durou cerca
de 32 horas. A duragdo do voo, o processamento e a medi¢do da imagem duraram cinco
horas. Esse tempo foi seis vezes menor quando comparado ao da técnica do SPAD.
Além disso, a medida utilizando SPAD/carotenoides foi realizada em quatro plantas,
enquanto o VANT possibilitou quantificar o teor de carotenoides nas dezesseis plantas
da parcela experimental, sendo, portanto, quatro vezes mais eficiente. O valor da
determinagdo dos niveis de carotenoides em laboratorio usando metodologia tradicional
¢ de alto custo, além de se tratar de um método demorado (KIMURA; RODRIGUEZ-
AMAYA, 2002). Carotenoides sintéticos podem chegar a valores de 800 dodlares por
kilograma do produto, enquanto carotenoides de origem natural chegam a 2000 dodlares
(CASWELL; ZILBERMAN, 2000). Na tentativa de reduzir o custo da analise de
carotenoide por amostra e buscar maior agilidade, Cassetari et al. (2015) observaram

alta correlagdo entre a quantidade de carotenoides e o indice SPAD. No entanto este
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método ¢ demorado e oneroso, devido a demanda de mao de obra necessaria para sua
execu¢do. Além disso, a irradiagdo solar influencia o resultado do indice SPAD (HOEL;
SOLHAUG, 1998). Dessa forma, o intervalo entre a primeira avaliacao e a ultima pode
interferir no resultado final do indice SPAD. Nesse contexto, a fenotipagem de imagens
pode ser uma excelente alternativa para determinar a quantidade de carotenoides,
visando obter resultados com rapidez e custo extremamente baixo.

O sensoriamento aéreo para fenotipagem promove resultados rapidos e objetivos,
sendo um processo ndo invasivo e de baixo custo. Resultados semelhantes aos obtidos
neste trabalho foram observados por Gupta et al. (2013), Zaman-Allah et al. (2015) e
Kyratzis et al. (2017).

A imagem aérea permite fotografar toda a parcela experimental, e as informacgdes
de todas as plantas sdo coletadas ao mesmo tempo. Entre outras aplicagdes, o VANT
pode ser usado para determinar a densidade de plantio (GNADINGER;
SCHMIDHALTER, 2017) e obter informagdes sobre o desenvolvimento da éarea foliar
ao longo do tempo, possibilitando conhecer o uso da 4gua e o comportamento da cultura

sob déficit hidrico durante os seus estagios fenologicos (POTGIETER et al., 2017).

3.2 Confirmag¢do da existéncia de diversidade genética presente no banco de
germoplasma

Além da comparagdo de desempenho agrondmico per se (Tabela 1), a separagdo
dos genotipos em grupos distintos pelo uso de medidas de dissimilaridade pode auxiliar
os melhoristas na sele¢do de genitores em programas de melhoramento (ARAUJO et al.,
2016). As medidas de dissimilaridade genética estimadas pela distancia generalizada de
Mahalanobis (Dizir) entre os 31 tratamentos variaram entre 1,2 (UFU-75#3#2#1) e 564,4
(UFU-199#1#1#1), indicando ampla diversidade genética.

A formagdo de grupos representada por meio de dendrograma pelo método
UPGMA (Figura 3) apresentou coeficiente de correlagdo cofenético de 89,0%,
significativo ao teste t (p < 0,01). Assim, pode-se afirmar que o dendrograma
reproduziu de modo satisfatério a informacdo contida na matriz de dissimilaridade
genética e consequentemente na formagdo dos grupos. A separacdo dos grupos foi
realizada pela delimitagdo de uma linha de corte de 20%, estabelecida no local de
ocorréncia da mudanga abrupta nas ramificagdes presentes no dendrograma (CRUZ et
al., 2012). Com esse corte, os genotipos constituiram sete grupos distintos. O grupo I foi

formado por quatro linhagens; o grupo II, por oito linhagens; o grupo III, por oito
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linhagens; grupo IV, por uma linhagem; grupo V, por uma linhagem; grupo VI, por sete
linhagens; e grupo VII, pela testemunha comercial cv. Belissima e uma linhagem. Pode-
se afirmar que o germoplasma avaliado possui diversidade genética, diferindo-se de

forma majoritaria em relagao a cultivar Belissima (Figura 3).
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FIGURA 3 — Dendrograma da divergéncia genética entre 30 linhagens e a testemunha comercial cv. Belissima obtido pelo Método
Hierarquico de ligagao média (UPGMA) como medida de dissimilaridade.
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Para validar o uso da fenotipagem por imagem, ¢ indispensavel confirmar a
existéncia de variabilidade genética do germoplasma. Diante disso, foi utilizada uma
segunda metodologia capaz de afirmar a existéncia de variabilidade genética entre as 31
linhagens do experimento (Figura 4). O método de otimizagdo Tocher grafico permite a
comparagdo aos pares entre as linhagens, analisando de forma minuciosa a existéncia de
dissimilaridade genética. Valores proximos de zero sdo indicativos de maior
similaridade (cor amarela), e valores proximos de 1 representam maior dissimilaridade
genética (cor preta). Os resultados da Figura 4 mostram que existe variabilidade
genética substancial entre as linhagens, o que significa que a fenotipagem da imagem

pode ser usada com maior seguranga.
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FIGURA 4 — Representacao do agrupamento gerado pelo método de Otimizacao de Tocher grafico, estimada a partir de sete caracteristicas
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Entre as sete varidveis respostas analisadas, o indice SPAD/carotenoides
(CASSETARI et al., 2015) foi responsavel pela maior contribuigdo relativa da
divergéncia entre os gendtipos, com 60,31% da variabilidade total. As caracteristicas TF
e MF apresentaram os menores valores para a dissimilaridade genética entre os
genotipos, sendo 0,92 e 1,07, respectivamente (Tabela 2). Isso sugere semelhanga entre

0s gendtipos para essas variaveis.

TABELA 2 — Contribui¢do relativa de sete caracteres agrondmicos na divergéncia
genética de 31 linhagens de alface de coloragdo roxa, segundo critério de Singh (1981).

Caracteristicas' S, S.j (%)
MF 243,55 1,07
DC 352,71 1,55
NF 2644,53 11,64
DP 1978,69 8,71
TF 208,81 0,92
SPAD/carotenoides 13697,70 60,31
DPS 3585,96 15,79

'MF: massa fresca (g); DC: didmetro do caule (cm); NF: nimero de folhas; DP:
didmetro de planta (cm); TF: temperatura foliar (°C); SPAD: indice
SPAD/carotenoides; DPS: dias para pendoamento apos a semeadura.

3.3 Validagdo da fenotipagem por imagem na identificacdo da diversidade genética
quanto ao teor de SPAD/carotenoides

Para validar a aplicabilidade da fenotipagem por imagem, foi necessario
confirmar a variabilidade genética entre os acessos avaliados. Ao analisar a Tabela 1,
foi possivel verificar o desempenho per se dos acessos, especialmente para indice
SPAD/carotenoides que variou entre o maior valor obtido pela linhagem UFU-
199#1#1#1 (44,7) e o menor valor obtido pela cultivar Belissima (17,6). A confirmagao
da variabilidade genética do banco de germoplasma, com base em todas as variaveis
respostas, ocorreu com a obtencao do dendrograma pelo método hierdarquico UPGMA
(Figura 3) e pelo método de otimizagao Tocher grafico (Figura 4).

A partir disso, foi necessario identificar qual varidvel resposta contribuiu de
forma mais expressiva isoladamente. A variavel que contribuiu de forma majoritaria
para maior diversidade genética entre as linhagens foi o indice SPAD/carotenoides
(Tabela 2), sendo utilizada para se fazer a correlacdo com o valor médio da intensidade

do canal verde (G). Assim, foi realizado um modelo de regressao linear entre os valores
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médios do canal verde (G) e o indice SPAD/carotenoides. A ortoimagem gerada com a
identificacdo dos tratamentos foi apresentada na Figura 2.

A equagao de regressao linear G = -51,88 x SPAD + 251,829 foi ajustada a
variavel de resposta média do canal verde (G) (coeficiente de determinacdo = 76,25%).
O modelo mostra que, a medida que o indice SPAD/carotenoides aumenta, a resposta

espectral no canal verde diminui (Figura 5).

0 Verde 255 0 Verde
50 Niveis de carotenoide 0 50 Niveis de carotenoide 0

FIGURA 5 - Histograma do indice SPAD/carotenoides para a linhagem UFU-
199#1#1#1 rica em carotenoides (Figura a esquerda). Histograma do indice
SPAD/carotenoides da cv. Belissima com os menores niveis de carotenoides (Figura a
direita).

O indice SPAD/carotenoides para a linhagem UFU-199#1#1#1 foi de 44,7 e a
média da intensidade da resposta espectral no canal G foi de 47,1. Para a cv. Belissima,
os valores para as mesmas variaveis foram 17,62 e 198,16, respectivamente. Isso mostra
que quanto maior o indice SPAD/carotenoides na planta, menor a resposta no canal
verde (Figura 5).

O mapa de calor foi gerado para interpretar visualmente as intensidades de
correlagdo (Figura 6). As cores quentes (vermelhas) no mapa de calor estdo associadas a
altos valores de indice SPAD/carotenoides, enquanto as cores frias (azuis) estdo

associadas a valores baixos.

18



N Alface tipo crespa

236460 236464 236468 236472 236476

7929172
7929172

W76l
28,27
32,10
38.91

Wiser s ’ .l 2 2 ‘
13

7929170
7929170

7929168
7929168

7929166
7929166

7929164
7929164

236460 236464 236468 236472 236476

Sistema de coordenada: UTM
Datum: WGS-84

FIGURA 6 - Mapa de calor com os valores interpolados de indice SPAD/carotenoides
medidos nas linhagens e cultivares do experimento. 1: UFU-199#2#2#1; 2: UFU-
TH2#1#1; 3: UFU-117#1#3#1; 4: UFU-86#1#2#1; 5: UFU-75#1#1#1; 6: UFU-
199#6#1#1; 7: UFU-206#3#2#1; 8: UFU-199#2#3#1; 9: UFU-189#2#3#1; 10: UFU-
184#2#5#1; 11: UFU-184#2#1#1; 12: UFU-107#1#2#1; 13: UFU-86#2#1#1; 14: UFU-
T5#3#2#1; 15: UFU-184#2#3#1; 16: UFU-199#6#2#1; 17: UFU-7#1#1#1; 18: UFU-
T5#2#2#1; 19: UFU-75#3#1#1; 20: UFU-190#1#2#1; 21: UFU-75#1#3#1; 22: UFU-
189#2#2#1; 23: UFU-189#2#1#1; 24: UFU-199#2#1#1; 25: UFU-199#5#1#1; 26:
UFU-206#1#6#1; 27: UFU-206#1#3#1; 28: UFU-117#1#1#1; 29: UFU-184#2#1; 30:
UFU-199#1#1#1; 31: Belissima.

O uso de geotecnologias tem intensificado e auxiliado diversas pesquisas com
vegetais (JOHANN et al., 2012; RISSO et al., 2012; SANTI et al., 2012; VICTORIA et
al., 2012; VICENTE et al., 2012; PICOLI et al., 2013; ZAMAN-ALLAH et al., 2015;
VERGARA-DIAZ et al., 2016), exceto para alface. Pode-se verificar, com os resultados
obtidos, que o uso da fenotipagem de alto desempenho para selecdo de genotipos de
alface com altos teores de SPAD/carotenoides foi eficiente, podendo ser uma alternativa
para auxiliar programas de melhoramento ou ag¢des publicas, a fim de monitorar o nivel
de biofortificacdo em lavouras comerciais nos principais cinturdes verdes com o uso de

um VANT.
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4 CONCLUSOES

1 — O banco de germoplasma analisado possui ampla variabilidade genética.

2 — O uso da fenotipagem de alto desempenho apresentou alta correlagdo em relacao a
metodologia tradicional, sendo uma alternativa para identificar diferentes backgrounds
genéticos em um banco de germoplasma.

3 — Neste estudo, utilizou-se uma camera RGB, mas, em trabalhos futuros, pretende-se
utilizar uma camera com sensor infravermelho, com resolu¢do espectral maior, que
permitira investigar caracteristicas fenotipicas que ndo aparecem no espectro visivel

(RGB).
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FENOTIPAGEM POR IMAGEM EM GERMOPLASMA DE ALFACE COM
DIVERSIDADE GENETICA PARA NiVEIS DE CAROTENOIDES

RESUMO

O desenvolvimento de alimentos biofortificados, como a alface, ¢ objetivo
frequente dos programas de melhoramento. Um obstaculo para o sucesso desses
esforcos € o alto custo temporal e financeiro da determinagao dos constituintes foliares.
A fenotipagem por imagens tem sido cada vez mais usada no melhoramento de culturas,
mas nao na alface. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi usar a fenotipagem por
imagens para selecionar linhagens de alface com diferentes niveis de carotenoides.
Foram avaliadas 22 linhagens de alface provenientes da hibridagao entre as cultivares
Pira 72 versus Uberlandia 10000, analise seguida de seis sucessivas autofecundagoes.
Foram utilizadas como testemunhas trés cultivares: cv. Grand Rapids, UFU-Biofort e
Uberlandia 10000. Foi avaliado o potencial agrondmico, a comprovagao da diversidade
genética e uma técnica de fenotipagem por imagem. Os dados foram submetidos a
analise de variancia, pelo teste F (p < 0,05). As médias foram comparadas pelo teste
Scott-Knott (p < 0,05). A divergéncia genética foi representada por dendrograma obtido
pelo método hierarquico (UPGMA) e pelo método de otimizagao Tocher. Para verificar
qual variavel resposta foi a mais relevante, foi realizada a analise de contribui¢ao
relativa dos caracteres. A diversidade genética do banco de germoplasma avaliado foi
maior em relacdo aos valores de SPAD/carotenoides. A fenotipagem por imagem foi
usada com sucesso para detectar diferentes niveis de SPAD/carotenoides e pode ser uma
ferramenta 1til para o melhoramento de plantas. Os resultados deste estudo podem ser
utilizados para prever os valores nutricionais das folhas de alface antes da
comercializacao.

Palavras-chave: Geotecnologia, biofortificacdo, Lactuca sativa L., veiculo aéreo nao

tripulado (VANT).
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IMAGE PHENOTYPING IN LETTUCE GERMOPLASM WITH GENETIC
DIVERSITY FOR CAROTENOID LEVELS

ABSTRACT

Developing biofortified foods, such as lettuce, is a frequent goal of breeding
programs. One obstacle to the success of these efforts is the high time and financial cost
of determining leaf constituents. Image phenotyping has been increasingly used in crop
breeding, but not in lettuce breeding. Until now, the use of image phenotyping to
indirectly select carotenoid-rich lettuce inbred lines has not been reported. Therefore,
this study used image phenotyping to select lettuce inbred lines with different
carotenoid levels. Twenty-two inbred lettuce lines were evaluated; they resulted from
the hybridization of Pira 72 and Uberlandia 10000 cultivars and six successive selfings.
Grand Rapids, UFU-Biofort and Uberlandia 10000 were used as controls. The following
variables were evaluated: agronomic potential, apparent genetic diversity, and image
phenotyping. The data were submitted to the ANOVA F test (p < 0.05), and the means
were compared by the Scott-Knott test (p < 0.05). Genetic divergence was represented
by dendrograms constructed by UPGMA and the Tocher optimization method. The
relative contribution of characters was assessed to identify the most relevant response
variable. The genetic diversity of the germplasm bank was greater regarding
SPAD/carotenoid values. Image phenotyping successfully detected different levels of
SPAD/carotenoid levels and could be a useful tool for plant breeding. These results can
help predict the nutritional values of lettuce leaves before commercialization.

Keywords: Geotechnology, biofortification, Lactuca sativa L., unmanned aerial vehicle

(UAV).
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1 INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.) é a hortalica folhosa mais consumida no mundo ¢ a
terceira hortalica em maior volume de producao. A alface do tipo crespa possui maior
importancia econdmica em relacdo aos tipos americana, lisa ¢ romana (SALA et al.,
2008; SALA; COSTA, 2012). O consumo dessa hortalica pode auxiliar na prevencao de
diversas doencas relacionadas ao estresse oxidativo (MAIANI et al., 2009, ROCHA;
REED, 2014). Os carotenoides sdo responsaveis por maior parte destes beneficios a
saude (SOUSA et al., 2007; CASSETARI et al., 2015) e, nos vegetais, sao o0s
precursores da vitamina A (SILVA; MURA, 2010).

Pesquisas demonstram que ha possibilidade de obtencdo de genotipos de alface
ricos em carotenoides (SOUSA et al., 2007; CASSETARI et al., 2015). No entanto,
apesar da relevancia dos alimentos biofortificados, ha poucas pesquisas visando
desenvolver cultivares de alface rica em carotenoides no mundo. Um dos grandes
entraves para o sucesso dos programas de melhoramento visando obtencdo de gendtipos
de alface ricos em carotenoides estd relacionado com o alto custo para analisar o
constituinte nas folhas. Cassetari et al. (2015) observaram alta correlagdo entre
carotenoides e clorofila, tornando-se possivel mensurar de forma indireta teores de
carotenoides a partir do uso do indice SPAD. No entanto, em programas de
melhoramento genético, sdo obtidos milhares de gendtipos, podendo tornar a coleta de
resultados muito demorada e inviabilizando o operacional.

O uso da fenotipagem por imagem tem sido cada vez mais utilizado em
programas de melhoramento genético vegetal (BRISSON et al., 2010; SOUSA et. al.,
2015), exceto em alface. Técnicas de fenotipagem por imagem buscam determinar
valores qualitativos e/ou quantitativos das caracteristicas em estudo e correlaciond-las
ao desempenho de um gendtipo em determinado ambiente (DHONDT et al., 2013). A
fenotipagem de plantas tem sido associada a andlises Opticas ndo destrutivas de
caracteristicas vegetais, principalmente com o uso de imagens (WALTER et al., 2015).
As técnicas utilizadas atualmente em fendmica de plantas abrangem diversas areas da
ciéncia, incluindo a espectroscopia, com a geracao de imagens (SOUSA et al., 2015).

Os veiculos aéreos nao tripulados (VANTS), também denominados “Drones”,
possibilitam a coleta de imagens de altas resolugdes espacial e temporal, permitindo o
monitoramento em tempo quase real de campos de experimentagdo agricola. Essas

aeronaves podem embarcar diversos tipos de cameras com sensores que capturam desde
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o espectro eletromagnético visivel até o espectro do infravermelho, possibilitando
diversas andlises das caracteristicas vegetais (SOUSA et al., 2015; YANG et al., 2017).
Essa combinagdo entre as altas resolugdes espacial e temporal ¢ um dos principais
atrativos para o emprego dessa tecnologia na fenotipagem de alfaces.

As pesquisas atuais buscam correlacionar a reflectancia da vegetagdo com
caracteristicas das plantas em diversas espécies vegetais (JOHANN et al., 2012; RISSO
et al.,, 2012; SANTI et al., 2012; VICENTE et al., 2012; VICTORIA et al., 2012;
PICOLI et al., 2013; MAKANZA et al., 2018), exceto para hortaligas.

Atualmente, ndo estdo disponiveis pesquisas que utilizem técnicas de
fenotipagem por imagem para auxiliar a selecdo indireta de gen6tipos de alface ricas em
carotenoides. Diante disso, o objetivo do trabalho foi selecionar linhagens de alface com
potencial agronomico e com diferentes niveis de carotenoides através da fenotipagem

por imagens.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em 2018, na Estagao Experimental de Hortali¢as da
Universidade Federal de Uberlandia, campus Monte Carmelo (18°42°43,19” S;
47°29'55,8” W; 873 m de altitude). As linhagens caracterizadas fazem parte do
Programa de melhoramento genético de alface biofortificada e tropicalizada da UFU.

Foram avaliadas 22 linhagens de alface provenientes da hibrida¢do entre as
cultivares Pira 72 versus Uberlandia 10000, rica em carotenoides (SOUSA et al., 2007),
analise seguida de seis sucessivas autofecundagdes realizadas entre 2013 e 2017. O
método de melhoramento utilizado para obtengdo das 22 linhagens foi o genealdgico.
As linhagens pertencem ao banco de germoplasma de alface biofortificada da UFU
(MACIEL et al. 2019b). Foram utilizadas como testemunhas trés cultivares: cv. Grand
Rapids, UFU-Biofort e Uberlandia 10000 (SOUSA et al., 2007), totalizando 25
tratamentos.

A semeadura foi realizada em 28 de marco de 2018. As mudas foram produzidas
em bandejas de poliestireno expandido com 200 células preenchidas com substrato
comercial a base de fibra de coco. Apds a semeadura, as bandejas permaneceram em
casa de vegetacdo do tipo arco, com dimensdes de 5 m x 6 m e pé direito de 3,5 m,
coberta com filme de polietileno transparente de 150 micra, aditivado contra raios

ultravioleta, e cortinas laterais de tela branca antiafideos. Aos 29 dias apds a semeadura,
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as mudas foram transplantadas para canteiros definitivos em campo. Os canteiros foram
formados utilizando rotoencanteirador de 1,30 m de largura.

O solo apresentou as seguintes caracteristicas: pH (H,O) = 5,9; P disponivel =
30,1 mg dm'3; K =0,22 cmolc dm™ ; Ca™ = 2,8 cmolc dm? ; Mg = 1,0 cmolc dm'3; H+
Al trocavel = 3,40 cmolc dm™ ; matéria organica = 4,2 dag Kg'l; Indice SMP = 3.,40;
Aluminio = 0,0 cmolc dm™ ; CTC pH 7,0 = 7,42 cmolc dm’ ; V% = 54%; saturacao m%
= 0%; Cobre; 2,3 mg dm? ; Zinco = 6,6 mg dm? e Manganés = 6,6 mg dm™. Os tratos
culturais foram realizados conforme preconizado para o cultivo de alface (FILGUEIRA,
2013).

O experimento (Figura 1) foi conduzido em delineamento de blocos casualizados
com trés repetigdes. Cada parcela foi constituida por 16 plantas, separadas em quatro
fileiras por canteiro no espacamento de 0,25 m x 0,25 m, sendo avaliadas as oito plantas

centrais.

N

236460 - 236465 236475

7929172 7929174 7029176 7929178 7929180 7929182

23645 236460
Sistema de coordenada: UTM

Datum: WGS-84

GSD - 1.00 cm

FIGURA 1. Ortoimagem aérea do experimento. 1: UFU-206#1#6#1; 2: UFU-
189#3#1#1; 3: UFU-197#3#1#1; 4: UFU-125#1#1#1; 5: UFU-7#1#2#1; 6: UFU-
155#1#1#1; 7: UFU-120#1#1#1; 8: UFU-189#1#2#1; 9: UFU-197#2#1#1; 10: UFU-
199#3#1#1; 11: UFU-206#1#1#1; 12: UFU-206#3#1#1; 13: UFU-197#1#1; 14: UFU-
197#2#2#1; 15: UFU-155#1#2#1; 16: UFU-189#3#4#1; 17: UFU-206#1#4#1; 18:
UFU-125#2#2#1; 19: UFU-206#1#2#1; 20: UFU-189#3#2#1; 21: UFU-206#1#5#1; 22:
UFU-040#5#5#1; 23: UFU Biofort; 24: Grand Rapids; 25: Uberlandia 10000.
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A colheita foi realizada aos 35 dias apds o transplantio, sendo as plantas levadas
para laboratorio, onde se avaliou a massa fresca total obtida pela pesagem de todas as
folhas externas. O didmetro do caule foi avaliado com auxilio de um paquimetro. Foi
determinado o nimero de folhas comerciais pela contagem de folhas superiores a 5 cm
de comprimento. O didmetro da planta foi avaliado e expresso em centimetros.

A temperatura foliar foi obtida pelo posicionamento de um termdmetro
infravermelho (modelo 4000.4GL, Everest Interscience, Tucson, AZ, USA), sendo
amostradas as folhas superiores, procurando-se apontar o sensor na posi¢cdo central da
superficie foliar. O teor de antocianinas totais foi determinado pelo método descrito por
Francis (1982). A concentracdo de pigmentos antocidnicos foi feita com base na
absorbancia, segundo a equagdo: At = [(Ab X f)]/e, em que: At= antocianinas, mg de
cianidina-3-glicosideo 100g™ de massa fresca; Ab= absorbancia em comprimento de
onda de 535 nm; f= fator de dilui¢do; €= coeficiente de absortividade molar da cianidina
(98,2). Os resultados obtidos foram expressos em mg de cianidina-3-glicosideo 100g™
de massa fresca. O indice SPAD/carotenoides (CASSETARI et al., 2015) foi obtido
pelo valor médio das quatro plantas centrais de cada parcela. Foi utilizado o
equipamento clorofilometro modelo Minolta SPAD-502 CFL1030. Também foi
realizada a contagem dos dias para pendoamento apds semeadura (DPS).

Os dados foram submetidos a analise de variancia, pelo teste F (p < 0,05), apos
atenderem as pressuposigdes de normalidade dos residuos, homocedasticidade e
aditividade de blocos testadas pelos testes de Kolmogorov-Smirnov, Levene e teste de
nao aditividade de Tukey, respectivamente. Diante da deteccdo de diferencas
significativas para as variaveis, as médias foram comparadas pelo teste Scott-Knott (p <
0,05). Em seguida, foram realizadas andlises multivariadas de dissimilaridade genética
entre os genotipos pela distancia generalizada de Mahalanobis (Dizir). A divergéncia
genética foi representada por dendrograma obtido pelo método hierdrquico Unweighted
Pair-Group Method Using Arithmetic Averages (UPGMA) e pelo método de otimizacao
Tocher. A validacdo do agrupamento pelo método UPGMA foi determinada pelo
coeficiente de correlagao cofenético (CCC) calculado pelo teste de Mantel (1967). A
contribuicdo relativa dos caracteres quantitativos foi calculada segundo critério de
Singh (1981). Todos os dados obtidos foram analisados com o software Genes v.
2015.5.0 (CRUZ, 2013).

Além de realizar a metodologia convencional proposta por Cassetari et al. (2015)

pelo indice SPAD/carotenoides, foi realizada a fenotipagem por imagem usando
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imagens aéreas capturadas por meio de uma camara RGB de 20 megapixels, sensor
CMOS a uma distancia focal de 9 mm, montada em um veiculo aéreo ndo tripulado
(VANT), modelo Phantom 4 Advanced. As imagens foram coletadas em 4864 x 3648
pixels e armazenadas como JPEGs.

Os parametros utilizados no voo foram: altura de 20 metros, sobreposi¢ao
longitudinal de 80% e sobreposi¢do lateral de 75%. O voo foi realizado de modo
automatico com o software proprietario DroneDeploy. Com as imagens obtidas, foi
gerada uma ortofoto com GSD (Ground Sample Distance — relagao entre a altura de voo
e o nivel de detalhamento do terreno) de 1 cm, com o programa Pix4d. O histograma
(canal verde) foi calculado para as imagens das duas linhagens mais contrastantes no
indice SPAD/carotenoides. Cada parcela foi delimitada manualmente na ortofoto e o
software ImagelJ v. 1.52 foi usado para isolar a imagem RGB do canal verde.

Os valores médios de intensidade verde (G) foram calculados para cada parcela.
Posteriormente, foi determinada a correlagdo entre os indices SPAD/carotenoides ¢ a
intensidade média do canal verde (G) (software SIGMA PLOT, significancia de 5%).

O mapa de calor foi obtido pelo georreferenciamento das quatro plantas da area
util por meio de uma ortofoto. Em seguida, utilizando o valor médio obtido pelo SPAD,
foi realizada a interpolacdo com o objetivo de extrapolar o resultado observado na area
util para a érea total da parcela. O software QGis v. 3.0 foi utilizado para visualizar a
distribui¢do geoespacial do indice SPAD/carotenoides com o mapa de calor gerado por
meio da interpolagdo de pontos pela ponderagdo IDW (Inverso da Distancia Ponderada)

usando a fun¢do Kernel.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliagdo agrondmica do germoplasma

No periodo em que se desenvolveu o experimento, marco a junho, as
temperaturas maximas variaram de 18,8 °C a 32,8 °C, com média méxima de 28,1 °C, e
as minimas variaram de 5,7 °C a 20,9 °C, sendo a média minima de 16,8°C, conforme
dados obtidos pelo Sismet, 2018. Essas temperaturas foram desfavoraveis ao cultivo da
alface, pois a variacao otima para a cultura ¢ de 4 °C a 27 °C (SANTOS et al., 2009).

Houve diferencas significativas pelo teste F (p < 0,05) entre as linhagens para
todas as varidveis respostas avaliadas, exceto para temperatura foliar e teor de

antocianina (Tabela 1).
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TABELA 1. M¢édias referentes a massa fresca (MF), diametro de caule (DC),
numero de folhas (NF), didmetro de planta (DP), temperatura foliar (TF), teor de
antocianina (ANT), dias para pendoamento apo6s semeadura (DPS) e indice
SPAD/carotenoides (SPAD), em linhagens de alface do tipo crespa.

Linhagens' MF (g) (?rg) NF (]C)Ifl) (E(l?:) ANT (Igif;s) Carotenoides (S(VRO ;
UFU-206#1#6#1  220,1b 2,0b 18,0c 254c¢ 20,0 19,1 68,7c 228¢ 30,87
UFU-189#3#1#1  180,8c 2,3a 25,1a 244c 19,5 22,1 88,0b 26,6 b 52,29
UFU-197#3#1#1  1442c¢ 23a 169c 246¢c 184 20,1 81,7b 228¢ 30,76
UFU-125#1#1#1  1962¢ 2,5a 22,1b 249c¢ 19,9 145 82,7b 17,0 f 2,52

UFU-7#1#2#1 196,4c 19b 244b 242c 20,3 168 94,7a 234c 34,19
UFU-155#1#1#1  277,7a 2,5a 26,0a 30,5a 193 16,6 64,0d 16,8 f -4,01
UFU-120#1#1#1  165,6¢c 22b 173¢c 252c¢ 19,1 123 71,0c 15,0 f -14,15
UFU-189#1#2#1  139,0c 2,1b 26,3a 23,6¢c 18,5 13,1 87,0b 26,8b 53,26
UFU-197#2#1#1  134,8¢ 2,3a 232b 242c¢ 198 194 104,0a 232¢ 32,93
UFU-199#3#1#1  1273¢ 19b 20,5¢ 22,7¢ 20,6 192 873b 23,1¢ 32,30
UFU-206#1#1#1  1722¢ 2,0b 184c¢ 23,1¢c 194 16,9 80,0b 21,3d 21,76
UFU-206#3#1#1  220,7b 2,5a 27,7a 243c 209 124 77,0c¢ 29,7 a 69,93

UFU-197#1#1 1482¢ 23a 254a 233c¢c 209 13,7 947a 26,6 b 52,06
UFU-197#2#2#1  1553¢ 2,5a 22,0b 24,1c¢ 203 20,2 96,0a 24,1¢ 37,86
UFU-155#1#2#1  2440b 2,5a 19,8¢ 262b 209 17,0 893b 16,1 f -8,08
UFU-189#3#4#1  1729c¢ 2,5a 243b 23,7¢ 18,1 21,0 85,7b 26,1b 49,54
UFU-206#1#4#1  186,9¢ 24a 159c¢ 232c 19,9 15,7 783¢ 20,5d 17,30
UFU-125#2#2#1  1433c¢ 2,0b 23,7b 222¢c 206 14,7 89,7b 22,5¢ 28,75
UFU-206#1#2#1  1649c¢ 2,0b 149c¢ 21,5¢ 19,5 17,5 74,0¢ 21,4d 22,62
UFU-189#3#2#1  185,6¢c 2,3a 25,la 259b 21,2 17,5 90,7b 24,1¢ 37,86
UFU-206#1#5#1  2398b 2,6a 172¢c 23,7¢ 194 20,0 72,0c¢ 254b 45,70
UFU-040#5#5#1  176,3¢ 2,3a 18,5¢ 27,5b 19,0 152 53,0e 189e¢ 8,02

UFU-Biofort 267,2a 2,0b 16,1¢ 27,7b 21,2 19,8 81,0b 28,6 a 63,46
cv. Grand Rapids ~ 3134a 2,6a 17,5¢ 298a 19,9 230 64,0d 17,5 0,00
cv. Uberlandia 10000 2754a 22a 285a 269b 202 182 83,0b 19,0 e 8,53
Media geral 1939 23 21,4 249 199 174 81,5 22,4 30,87
CV(%) 18,86 11,99 9,77 7,98 838 28,84 6,76 6,27
Ks 0,20 0,06 020 020 020 0,20 0,01 0,20
F 0,03 0,02 0,01 0,01 0,02 0,01 0,00 0,00
F” 0,02 0,09 08 093 0,12 0,07 0,49 0,25

'"Médias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si pelo teste Scott-Knott
a 0,05 de significAncia. SR: Superioridade relativa das linhagens em relagio a
testemunha cv. Grand Rapids quanto a varidvel SPAD/carotenoides. Ks, F, F”:
pressuposi¢cdes dos testes Kolmogorov- Smirnov, Levene e Aditividade de Blocos;
valores em negrito indicam residuos com distribuigdo normal, variancias homogéneas
e efeitos aditivos. ANT = teor de antocianina (mg de cianidina-3-glicosideo 100g™ de
massa fresca); Carotenoides = Indice SPAD/carotenoides.
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Em relagdo a massa fresca (MF), a linhagem UFU-155#1#1#1 destacou-se entre
as demais (277,7 g), ndo se diferindo significativamente das testemunhas comerciais cv.
Grand Rapids, UFU-Biofort e Uberlandia 10000 (267,2 g; 3134 g e 2754 g,
respectivamente) (Tabela 1). Resultados do presente estudo foram superiores aos
encontrados por Mogor e Camara (2007) e Santos et al. (2009) e similares aos de
diversas pesquisas ja realizadas (BLAT et al.,, 2011; DIAMANTE et al., 2013;
SUINAGA et al., 2013; ZIECH et al., 2014; BRZEZINSKI et al., 2017). Isso indica que
as linhagens apresentaram padrao comercial.

As linhagens UFU-189#3#1#1, UFU-197#3#1#1, UFU-125#1#1#1, UFU-
155#1#1#1, UFU-197#2#1#1, UFU-206#3#1#1, UFU-197#1#1, UFU-197#2#2#1,
UFU-155#1#2#1, UFU-189#3#4#1, UFU-206#1#4#1, UFU-189#3#2#1, UFU-
206#1#5#1 e UFU-040#5#5#1 foram similares as testemunhas comerciais cv. Grand
Rapids e Uberlandia 10000 quanto ao diametro do caule (Tabela 1). Esses resultados
corroboram com Brzezinski et al. (2017). Vale ressaltar que as diferengas no didmetro
de caule em diferentes genotipos podem estar associadas com variagdes da radiacdo
solar e temperatura (GALBIATTI, 2007).

Referente ao numero de folhas, as linhagens UFU-189#3#1#1, UFU-155#1#1#1,
UFU-189#1#2#1, UFU-206#3#1#1, UFU-197#1#1 e UFU-189#3#2#1 destacaram-se
apresentando nimero de folhas igual a 25,1; 26,0; 26,3; 27,7; 25,4 e 25,1 folhas,
respectivamente, similar a cultivar rica em carotenoides (SOUSA et al., 2007)
Uberlandia 10000 (28,5 folhas) e superior a testemunha comercial (cv. Grand Rapids =
17,5 folhas) (Scott-Knott, p < 0,05) (Tabela 1). Avaliando quinze cultivares comerciais
de alface crespa, nas condicdes de Caceres-MT, Santos et al. (2009) observaram numero
de folhas inferior ao encontrado na presente pesquisa, sendo o valor de 13,4 folhas por
planta. Em contrapartida, Diamante et al. (2013) identificaram valores similares aos do
presente estudo. Vale ressaltar que diferengas no desempenho agronomico em cultivares
de alface podem ser observadas nas varias regides do Brasil em virtude das diferentes
condigdes ambientais (SANTOS et al., 2009; DIAMANTE et al., 2013; AQUINO et al.,
2014).

O diametro da planta ¢ uma caracteristica muito relevante comercialmente. A
linhagem UFU-155#1#1#1 destacou-se entre as linhagens avaliadas apresentando
diametro de 30,5 cm, ndo se diferenciando da cv. Grand Rapids (29,8 cm) (Scott-knott,

p > 0,05) (Tabela 1). Esses resultados corroboram os obtidos por Diamante et al. (2013),
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que avaliaram o desempenho agronomico de quatro cultivares em cinco ambientes
distintos e notaram valores entre 28,58 cm e 32,49 cm para DP.

Hé relatos de que as condigdes ambientais, especialmente a luminosidade,
podem interferir diretamente na expressdo da antocianina e, consequentemente, na
atividade fotossintética (GALBIATTI, 2007; SALA; COSTA, 2016; LIU et al., 2018).
No presente estudo, ndo houve efeito significativo da temperatura foliar e dos teores de
antocianina em todos os tratamentos avaliados (Tabela 1), o que indica que as condi¢des
foram similares em todos os tratamentos do experimento. Quanto ao teor de
antocianina, vale ressaltar que, além da influéncia dos fatores ambientais, h4 o controle
genético. Zhang et al. (2016) identificaram 34 genes envolvidos na rota metabodlica das
antocianinas, dando a entender o carater quantitativo da expressdo génica, ndo
obedecendo a uma distribui¢cao normal do tipo de Poisson.

As linhagens UFU-7#1#2#1, UFU-197#2#1#1, UFU-197#1#1 e UFU-
197#2#2#1 apresentaram pendoamento tardio, sendo indicativo de maior tolerancia ao
pendoamento precoce, caracteristica desejavel para o cultivo comercial. Diante disso,
pode-se classifica-las como tropicalizadas.

A linhagem UFU-206#3#1#1 apresentou maior valor para indice
SPAD/carotenoides (29,70), sendo 69,93% superior em relagdo a cv. Grand Rapids
(Tabela 1). A cv. UFU-Biofort também se destacou com indice SPAD/carotenoides de
28,6, sendo 63,46% superior a cv. Grand Rapids. Vale destacar as linhagens UFU-
189#3#1#1 (26,6), UFU-189#1#2#1 (26,8), UFU-197#1#1 (26,6), UFU-189#3#4#1
(26,1) e UFU-206#1#5#1 (25,4), que também foram superiores em relagdo a cv. Grand
Rapids (52,29%; 53,26%; 52,06%; 49,54% e 45,70%, respectivamente) (Tabela 1).
Essas linhagens foram definidas como biofortificadas em fun¢do da superioridade
relativa na quantidade de carotenoides em relacdo a cultivar comercial (cv. Grand
Rapids). Diversas pesquisas t€ém comprovado a eficiéncia do SPAD por realizar leituras
instantaneas, sendo uma alternativa de indicagdo do teor de clorofila presente na folha
da planta (KLOOSTER et al., 2012). O teor de clorofila possui alta correlacdo com a
concentragdo de carotenoides em alface (CASSETARI et al., 2015). Assim, o SPAD

pode ser utilizado para avaliar indiretamente o teor de carotenoides em alface.

3.2 Analise da diversidade genética presente no banco de germoplasma
Além da comparacdo de desempenho agrondémico individual (Tabela 1), a

separacao dos gendtipos em grupos distintos pelo uso de medidas de dissimilaridade
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pode auxiliar os melhoristas na selecdo de genitores em programas de melhoramento
(ARAUJO et al., 2016). As medidas de dissimilaridade genética estimadas pela
distancia generalizada de Mahalanobis (D% entre os 25 tratamentos variaram entre 2,5
(UFU-189#3#1#1) e 227,3 (UFU-197#1#1), indicando ampla diversidade genética.

A formagao de grupos representada por meio de dendrograma pelo método
UPGMA (Figura 2) apresentou coeficiente de correlagdo cofenético de 83,0%,
significativo ao teste t (p < 0,01). Assim, pode-se afirmar que o dendrograma
reproduziu, de modo satisfatorio, a informacdo contida na matriz de dissimilaridade
genética e consequentemente na formagdo dos grupos. A separacdo dos grupos foi
realizada pela delimitacdo de uma linha de corte de 30%, estabelecida no local de
ocorréncia da mudanga abrupta nas ramificagcdes presentes no dendrograma (CRUZ et
al., 2012). Com esse corte, os genotipos constituiram sete grupos distintos. O grupo I foi
formado por 40% dos genoétipos; o grupo 11, 4%; o grupo 111, 4%; grupo 1V, 24%; grupo
V, 12%; grupo VI, 12%; e o grupo VIIL, pela testemunha comercial cv. Grand Rapids.

Pode-se afirmar que o germoplasma avaliado apresentou diversidade genética.
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FIGURA 2. Dendrograma da divergéncia genética entre linhagens de alface obtidas
pelo Método Hierarquico de ligagao média “UPGMA” como medida de dissimilaridade.

Pelo método Tocher, também foi possivel identificar variabilidade genética no
germoplasma avaliado, no entanto ndo houve coeréncia com o método UPGMA. O

método Tocher formou oito grupos distintos (Tabela 2).
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TABELA 2. Representagdo do agrupamento gerado pelo método de Otimizagdo de
Tocher com base na distdncia de Mahalanobis, estimada a partir de oito caracteristicas

agrondmicas.

Grupos Individuos
UFU-206#1#1#1, UFU-206#1#2#1, UFU-206#1#4#1, UFU-206#1#6#1, UFU-
I 199#3#1#1, UFU-125#2#2#1, UFU-7#1#2#1, UFU-197#2#1#1, UFU-
197#2#2#1, UFU-189#3#2#1, UFU-189#3#1#1, UFU-197#1#1

II UFU-125#1#1#1, UFU-155#1#2#1, cv. Uberlandia 10000

111 UFU-197#3#1#1, UFU-189#3#4#1, UFU-206#1#5#1

v UFU-120#1#1#1, UFU-040#5#5#1
Vv UFU-155#1#1#1, cv. Grand Rapids

VI cv. UFU-Biofort

VII UFU-206#3#1#1

VIII UFU-189#1#2#1

Total 25 genotipos de alface

O indice SPAD/carotenoides (CASSETARI et al., 2015) foi responsavel pela
maior contribuigdo relativa da divergéncia entre os genotipos, com 35,84% da
variabilidade total. Esse fato ¢ confirmado ao analisar o maior valor (29,70) e o menor
valor (15,00) do indice SPAD/carotenoides obtido pelos gendtipos (Tabela 1). O
numero de folhas foi a segunda variavel resposta com maior importancia e contribuiu
com 23,81% da variabilidade genética, indicativo de que essa variavel resposta também
possui maior amplitude entre os genotipos avaliados. Em seguida, foi possivel observar
maior variabilidade em relagdo ao numero de dias para inicio do pendoamento
(22,26%). Pode-se afirmar que h4 variagdo em relacdo a adaptagdo das linhagens e
testemunhas em relacdo as condi¢des tropicais. Em contrapartida, o didmetro de caule

contribuiu com apenas 1,76%, indicativo de homogeneidade entre os genotipos quanto a
P g g pos q

esse quesito (Tabela 3).
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TABELA 3. Contribui¢do relativa de oito caracteres agrondmicos na divergéncia
genética de 25 linhagens de alface de coloracdo verde, segundo critério de Singh (1981).

Caracteristicas' S, S.j (%)
MF 2182,06 11,39
DC 338,56 1,76
NF 4559,97 23,81
DP 351,38 1,83
TF 340,08 1,77
[ndice SPAD/carotenoides 6864,18 35,84
ANT 249,56 1,30
DPS 4264,71 22,26

'MF: massa fresca (g); DC: diametro do caule (cm); NF: namero de folhas; DP:
didmetro de planta (cm); TF: temperatura foliar (°C); ANT: teor de antocianina; DPS:
dias para pendoamento apds semeadura; SPAD: indice SPAD/carotenoides.

3.3 Validagao da fenotipagem por imagem na identificagcdo da diversidade genética
quanto ao teor de SPAD/carotenoides

Para validar a aplicabilidade da fenotipagem por imagem, foi necessario
confirmar a variabilidade genética entre os acessos avaliados. A fenotipagem por
imagem ¢ uma técnica que pode ser amplamente aplicada no melhoramento genético,
podendo ser utilizada na selecdo gendmica, prospeccao de genes, caracterizacdo de
germoplasma, no mapeamento de QTLs (Quantitative trait loci) e na selecao fenotipica,
visando o aumento na produtividade, a resisténcia a estresses abidticos e bidticos, além
da obtencdo de alimentos biofortificados (ARAUS; CAIRNS, 2014; FRITSCHE-
NETO; BOREM, 2016; MACIEL et al., 2019a). Essa técnica ¢ de baixo custo, permite
obter resultados de todos os genodtipos estudados de forma rapida e objetiva, sendo um
método ndo invasivo (GUPTA et al., 2013; ZAMAN-ALLAH et al., 2015; KYRATZIS
etal., 2017; MACIEL et al., 2019a).

Ao analisar a tabela 1, foi possivel verificar o desempenho individual dos
acessos, especialmente para indice SPAD/carotenoides, que variou em amplitude de
14,70 entre o maior e menor valor. A confirmacdo da variabilidade genética do banco
de germoplasma, com base em todas as varidveis respostas, foi confirmada com a
obten¢do do dendrograma pelo método hierarquico UPGMA (Figura 2) e pelo método
de otimizagdo Tocher (Tabela 2). A partir disso, foi necessario identificar qual variavel
resposta contribuiu de forma mais expressiva isoladamente. A varidvel que contribuiu
de forma majoritaria para maior diversidade genética entre os acessos foi o indice

SPAD/carotenoides (Tabela 3). Diante dos resultados, foi possivel definir de forma
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precisa qual foi a varidvel resposta prioritdria para aplicar a geotecnologia (indice
SPAD/carotenoides), obter a ortoimagem (Figura 1), mapa de calor com valores
interpolados (Figura 3) e finalmente correlacionar os resultados de indice
SPAD/carotenoides versus a intensidade média do nivel do canal G (canal verde).

Ao observar o mapa de calor, obtido pela interpolagdo dos valores de indice
SPAD/carotenoides medidos no experimento, a escala representa o maior valor em
cores quentes (vermelho) e os menores valores em tons mais claros, sendo o menor

valor representado pela cor azul (Figura 3).

N

A

236455 236460 236465 236470 236475

7929182
7929182

231 .
® G
v v

7929180
7929180

nn nn M
4 zn.ﬁi P Ty =
P e &2 i 2283
o : - & .
55 4
., ‘95 U .M " “

ow e oW

7929178

7929178

05 86
o wE

3 .59 ¢
o .)6 i & ' o
= n8 ‘“ o e i
= : « o i v 5
g 22.85 lg‘\'
na 2% £° Y "’ 1

= =
> N
5 8

0 125 25 5 75 10

236455 236460 236465 236470 236475

Sistema de coordenada: UTM
Datum: WGS-84

FIGURA 3. Mapa de calor com os valores interpolados de indice SPAD/carotenoides
medidos nas linhagens e cultivares do experimento. 1: UFU-206#1#6#1; 2: UFU-
189#3#1#1; 3: UFU-197#3#1#1; 4: UFU-125#1#1#1; 5: UFU-T#1#2#1; 6: UFU-
155#1#1#1; 7: UFU-120#1#1#1; 8: UFU-189#1#2#1; 9: UFU-197#2#1#1; 10: UFU-
199#3#1#1; 11: UFU-206#1#1#1; 12: UFU-206#3#1#1; 13: UFU-197#1#1; 14: UFU-
197#2#2#1; 15: UFU-155#1#2#1; 16: UFU-189#3#4+#1; 17: UFU-206#1#4#1; 18:
UFU-125#2#2#1; 19: UFU-206#1#2#1; 20: UFU-189#3#2#1; 21: UFU-206#1#5#1; 22:
UFU-040#5#5#1; 23: UFU Biofort; 24: Grand Rapids; 25: Uberlandia 10000

Ao analisar os histogramas referentes as linhagens de maior e menor valor para
indice SPAD/carotenoides (UFU-206#3#1#1 e UFU-120#1#1#1, respectivamente), foi
possivel verificar que a linhagem UFU-206#3#1#1, cujo valor para indice

SPAD/carotenoides foi 29,70 (Tabela 1), obteve média de valor na banda verde de
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192,43. Em contrapartida, a linhagem UFU-120#1#1#1, cujo valor do indice
SPAD/carotenoides foi 15,00, obteve valor médio na banda verde de 224,63 (Figura 4).

i
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FIGURA 4. Histograma do indice SPAD/carotenoides para a linhagem UFU-
206#3#1#1 rica em carotenoides (figura a esquerda). Histograma do indice
SPAD/carotenoides para a linhagem UFU-120#1#1#1 com os menores niveis de
carotenoides (figura a direita).

A linhagem UFU-206#3#1#1 revelou, na escala de cores, o menor valor, sendo a
linhagem mais escura na banda verde. J4 a linhagem UFU-120#1#1#1 apresentou maior
valor de brilho na banda verde, sendo a linhagem mais clara (Figura 4). Esse resultado
demonstra que quanto maior o indice SPAD/carotenoides na planta, menor ¢ a resposta
no canal verde.

Apoés realizar andlise de correlagdo comparando indice SPAD/carotenoides
versus intensidade média do nivel do canal G, foi obtida a equacdo de regressdo G = -
0,4427x SPAD + 116,390, com coeficiente de determinacao (R?) de 0,9391. Houve alta
correlagdo entre as variaveis indice SPAD/carotenoides versus intensidade média do
nivel do canal G com valor 96,90% para coeficiente de correlacdo. De fato, ha relatos
do uso de geotecnologias com sucesso nas culturas da soja, do milho, da cana-de-
agucar, de pastagens e fruticultura (JOHANN et al., 2012; RISSO et al., 2012; SANTI et
al., 2012; VICTORIA et al.,, 2012; VICENTE et al.,, 2012; PICOLI et al., 2013;
ZAMAN-ALLAH et al., 2015; VERGARA-DIAZ et al., 2016; COUPEL-LEDRU et al.,
2019; JAYASINGHE et al., 2019; COSTA; NUNES; AMPATZIDIS, 2020). No
entanto pesquisas com hortali¢as, especialmente com fenotipagem por imagem em

alface, sdo escassas.
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4 CONCLUSOES

1. O banco de germoplasma avaliado neste estudo ¢ geneticamente divergente,
principalmente em relagao aos niveis de SPAD/carotenoides.

2. A fenotipagem por imagem foi utilizada com sucesso para detectar diferentes niveis
de SPAD/carotenoides no germoplasma e pode ser Util em programas de melhoramento.
3. Os resultados deste estudo podem ser utilizados para predizer os valores nutricionais

do conteudo de carotenoides em folhas de alface antes da comercializagao.
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SELECAO DE LINHAGENS DE ALFACE CRESPA BIOFORTIFICADA COM
BASE EM INDICES NAO PARAMETRICOS

RESUMO

indices de selecio podem ser utilizados para a anélise simultinea de caracteres,
aumentando a eficiéncia do melhoramento na escolha de genotipos que atendam as
exigéncias do mercado ¢ do consumidor. Apesar de ser uma técnica aplicada em
diversas culturas, estudos em linhagens de alface sdo escassos. Dessa forma, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de indices de sele¢do na escolha de linhagens de
alface crespa biofortificada com caracteristicas agronomicas favoraveis. O experimento
foi realizado em 2018, na Estacdo Experimental de Hortalicas da Universidade Federal
de Uberlandia (UFU), campus Monte Carmelo (18°42°43,19” S; 47°29'55,8” O; 873 m
de altitude). O delineamento foi em blocos completos casualizados com trés repeti¢cdes e
25 genotipos de alface do tipo crespa (22 linhagens provenientes da hibridagdo entre as
cultivares Pira 72 versus Uberlandia 10000 e 3 cultivares comerciais — cv. Grand
Rapids, UFU-Biofort e Uberlandia 10000). As linhagens fazem parte do programa de
melhoramento de alface biofortificada da UFU. Foram avaliados a massa verde total
(g), o diametro do caule (cm), nimero de folhas comerciais, diametro da planta (cm), a
temperatura foliar (°C), o indice SPAD, teor de antocianina (mg de cianidina-3-
glicosideo 100g" de massa fresca) e o pendoamento (dias apés a semeadura). Para as
estimativas dos ganhos de sele¢do, foram selecionados 10 gendtipos com as
metodologias de sele¢do direta e indireta, indice classico, indice da soma de “ranks”,
indice base de Willians e o indice multiplicativo. Os indices da soma de “ranks” de
Mulamba e Mock e o multiplicativo de Subandi permitiram os maiores ganhos totais
para as caracteristicas analisadas em alface crespa biofortificada. Esses indices foram
similares na selecdo dos gendtipos.

Palavras-chave: Alimentos biofortificados, Lactuca sativa L., ganhos de selecdo,

indices de selecgao.
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SELECTION OF BIOFORTIFIED LEAF LETTUCE LINES BASED ON
NONPARAMETRIC INDICES

ABSTRACT

Selection indices can be applied to simultaneous analysis of traits and increase
the efficiency of breeding in choosing the genotypes that meet the needs of the market
and consumers. This technique is applied to several cultures, but few studies have
investigated lettuce lines. For this reason, this study assessed the efficiency of selection
indices in choosing biofortified leaf lettuce lines with desirable agronomic traits. The
experiment was carried out at the Vegetable Experiment Station of the Federal
University of Uberlandia (UFU), Monte Carmelo campus, in 2018. The experiment was
designed in full randomized blocks of three repetitions with 25 leaf lettuce genotypes
(22 hybrid lines from cultivars Pira 72 versus Uberlandia 10000 and 3 commercial
cultivars —Grand Rapids, UFU-Biofort, and Uberlandia 10000). The lines are part of
UFU’s biofortified lettuce breeding program and were assessed for the total green mass
(g), stem diameter (cm), commercial leaves count, plant diameter (cm), foliar
temperature (°C), SPAD index, anthocyanin content (mg of cyanidin-3-glycoside 100g™
fresh dough), and bolting (days after sowing). To estimate selection gains, 10 genotypes
were assessed using direct and indirect selection, the traditional index, the rank
summation index, the Willians’ base index, and the multiplicative index. Mulamba and
Mock’s rank summation index and Subandi’s multiplicative index provided the highest
total gains for the traits assessed in biofortified leaf lettuce. Both indices were similar in
selecting genotypes.

Keywords: Biofortified foods, Lactuca sativa L., selection gains, selection indexes.
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1 INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.) ¢ a hortalica folhosa mais consumida no Brasil e no
mundo. O consumo per capita de alface ¢ inferior apenas ao de batata (BRZEZINSKI et
al., 2017, KIM et al., 2018). A alface do tipo crespa ¢ a mais importante
economicamente quando comparada aos tipos americana, lisa e romana (SALA;
COSTA, 2012; KIM et al., 2018).

A alface é uma fonte rica de nutrientes como carotenoides, acido ascorbico e
compostos fenélicos (LOPEZ et al., 2014). Os carotenoides auxiliam na prevencio de
varias doengas associadas ao estresse oxidativo, sendo precursores da vitamina A
(ROCHA; REED, 2014; CASSETARI et al., 2015). A alteragdo nos habitos alimentares
da populagdo, a busca por alimentagdo saudavel e a maior qualidade de vida afetam
diretamente a demanda do mercado por uma alface de melhor qualidade nutricional.

Pesquisas visando a obtencdo de alfaces biofortificadas ainda sdo incipientes
(CASSETARI et al., 2015; JACINTO et al., 2019; SOUSA et al., 2019; SILVEIRA et
al., 2019). Um dos maiores entraves estd em conseguir manter, de forma viavel, em um
mesmo individuo, boas caracteristicas agrondmicas e altos teores de carotenoides
(MACIEL et al., 2019b). Majoritariamente, a sele¢cdo em linhagens de alface tem sido
realizada por meio de analise univariada (SON; OH, 2012; RESENDE et al., 2017;
TEZZA; MINUZZI, 2019), sendo o produto final superior em apenas uma ou poucas
caracteristicas. Diante dessa limitagdo, faz-se necessario avaliar possiveis metodologias
otimizadoras capazes de aumentar a eficiéncia durante a sele¢do. Alternativamente, uma
possibilidade para aumentar a chance de é€xito em programas de melhoramento ¢
praticar a selecdo simultanea de um grupo de caracteres de relevancia econdmica,
aplicando-se indices de selecio (VASCONCELOS et al., 2010; TERRES et al., 2015;
BIZARI et al., 2017; TASSONE et al., 2019). Esses indices possibilitam a combinacao
linear 6tima em um conjunto de informagdes provenientes da unidade experimental,
permitindo realizar com eficiéncia a selecdo simultdnea de caracteres (CRUZ;
CARNEIRO; REGAZZI, 2014).

A utilizagdo de indices ndo paramétricos pode auxiliar na selecdo de linhagens
de alface aliando boas caracteristicas agrondmicas e maior qualidade nutricional.
Diversas pesquisas comprovaram a eficiéncia da aplicacdo desses indices na selecdo de
individuos superiores em programas de melhoramento genético (CRUZ, 2013; TERRES
et al., 2015; BIZARI et al., 2017; CANDIDO et al., 2017; VIEIRA et al., 2017), exceto
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em alface. Dessa forma, objetivou-se, com este trabalho, avaliar a eficiéncia de
diferentes indices de selecdo para selecionar linhagens de alface crespa biofortificada,
do banco de germoplasma da Universidade Federal de Uberlandia, com boas

caracteristicas agrondmicas.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em 2018, na Estacdo Experimental de Hortalicas da
Universidade Federal de Uberlandia, campus Monte Carmelo (18°42°43,19” S;
47°29'55,8” O; 873 m de altitude). As temperaturas minima ¢ méaxima, no periodo em
que foi desenvolvido o experimento, foram, respectivamente, de 16,23 °C e 27,49 °C,
com umidade relativa média de 75,47% e precipitacio média de 1,27 mm. O
delineamento experimental foi em blocos casualizados com trés repeti¢des.

Foram avaliadas 22 linhagens de alface provenientes da hibridagcdo entre as
cultivares Pira 72 (Belissima) versus Uberlandia 10000 (rica em carotenoide) (Souza et
al., 2007), andlise seguida de seis sucessivas autofecundacdes realizadas entre 2013 e
2017. O método de melhoramento utilizado para obtengdo das 22 linhagens foi o
genealogico. Essas linhagens fazem parte do Programa de Melhoramento Genético de
Alface Biofortificada da UFU, sendo toda a genealogia armazenada no Software “BG a
BIOFORT”, niimero de registro BR512019002403-6 no INPI (MACIEL et al., 2019a).
Foram utilizadas, como testemunhas, trés cultivares: cv. Grand Rapids, UFU-Biofort e
Uberlandia 10000 (Souza et al., 2007), totalizando 25 tratamentos.

A semeadura foi realizada em 28 de margo de 2018. As mudas foram produzidas
em bandejas de poliestireno expandido, com 200 células contendo substrato comercial a
base de fibra de coco. Apos a semeadura, as bandejas foram alocadas em casa de
vegetacdo do tipo arco, com dimensdes de 5 m x 6 m e pé direito de 3,5 m, coberta com
filme de polietileno transparente de 150 micra, aditivado contra raios ultravioleta, e
cortinas laterais de tela branca antiafideos. As mudas de alface foram transplantadas
para canteiros definitivos em campo aos 29 dias ap6s a semeadura. Os canteiros de 1,30
m de largura foram formados utilizando o rotoencanteirador.

O solo da area experimental apresentou as seguintes caracteristicas: pH (H,0) =
5,9; P disponivel = 30,1 mg dm'3; K =0,22 cmolc dm'3; Ca = 2,8 cmolc dm'3; Mg=1,0
cmolc dm™ ; H+ Al trocavel = 3,40 cmolc dm'3; matéria organica = 4,2 dag Kg'l; [ndice
SMP = 3,40; Aluminio = 0,0 cmolc dm'3; CTC pH 7,0 = 7,42 cmolc dm’ ; V(%) = 54;
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m (%) = 0%; Cobre = 2,3 mg dm'3; Zinco = 6,6 mg dm?3 e Manganés = 6,6 mg dm>. Os
tratos culturais foram realizados conforme preconizado para o cultivo de alface
(FILGUEIRA, 2013).

As parcelas do experimento foram constituidas por 16 plantas, distribuidas em
quatro fileiras por canteiro em espacamento de 0,25 m x 0,25 m. Foram avaliadas as
oito plantas centrais da parcela. A colheita das plantas foi realizada aos 35 dias apds o
transplantio, sendo caracterizados a massa verde total (g), o didametro do caule (cm),
numero de folhas, didmetro da planta (cm), a temperatura foliar (°C), o indice SPAD
(Soil Plant Analysis Development), teor de antocianina (mg de cianidina-3-glicosideo

100g" de massa fresca) e o pendoamento (dias apds a semeadura).

2.1 Caracteristicas analisadas

A massa verde total (MV) foi obtida por meio da pesagem de todas as folhas
externas. O didmetro do caule (DC) foi avaliado com auxilio de um paquimetro. O
nimero de folhas comerciais (NF) foi determinado pela contagem de folhas superiores a
5 cm de comprimento. O didmetro da planta (DP) foi avaliado e expresso em
centimetros. A temperatura foliar (TF) foi obtida a partir do posicionamento de um
termometro infravermelho (modelo 4000.4GL, Everest Interscience, Tucson, AZ,
USA), sendo amostradas as folhas superiores, procurando-se apontar o sensor na
posi¢do central da superficie foliar.

Os teores de antocianinas totais (ANT) foram determinados pelo método descrito

por Francis (1982). A concentragao de pigmentos antocidnicos foi efetuada com base na

(Abs*f)
£

absorbancia, segundo a equagdo: At = , em que: At= antocianinas (mg de

cianidina-3-glicosideo 100g™ de massa fresca); Abs= absorbancia em comprimento de
onda de 535 nm; f= fator de dilui¢do; €= coeficiente de absortividade molar da cianidina
(98,2).

O indice SPAD (Cassetari et al., 2015) foi obtido pelo valor médio dos dados
provenientes das quatro plantas centrais de cada parcela. Foi utilizado o equipamento
clorofilometro modelo Minolta SPAD-502 CFL1030. Também foi realizada a contagem
dos dias para emissdo do penddo floral (pendoamento da planta em dias apds

semeadura).
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2.2 Anédlise estatistica

Foi realizada a andlise de variancia (F = 0,05), obtendo-se os quadrados médios
das caracteristicas avaliadas (QMG) e o coeficiente de variagdo (CV). Também foram
determinados o coeficiente de variacao genética (CVg), a relagdo entre o coeficiente de
variagdo genética (CVg) e o ambiental (CVe) — CVg/CVe, e o coeficiente de
determinagdo genotipica (H?) para cada variavel analisada no experimento. O H° foi

determinado conforme o seguinte estimador:

H? = ng—g/r @g _ (QMG—QMR)

r

em que: H? = coeficiente de determinagdo genotipica; @g = componente quadratico
genético; QMG = quadrado médio de genotipos; QMR = quadrado médio do residuo e
r = numero de repeticoes.

A correlagdo fenotipica (rf), a correlagdo genotipica (rg) e os indices de selecao
foram determinados para os caracteres que apresentaram resultado significativo na
analise de variancia. As correlagdes fenotipicas e genotipicas foram determinadas,

respectivamente, por meio dos estimadores:

_ PMGyy _ 6gxy
't = QMG QMG lg =T ——
* y ,f"gX* Ogy

em que: PMG= produto médio associado aos gendtipos, QMG= quadrado médio dos
genotipos, X e Y= caracteres analisados, Ggy,= estimador da covariancia genotipica
entre os caracteres X ¢ Y, ’G\éxe ’G\éy: estimadores das variancias genotipicas dos
caracteres X e Y, respectivamente (CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2012).

Para as estimativas dos ganhos de selecdo, foram selecionados 10 gendtipos
(40% dos gendtipos estudados) com as metodologias de sele¢do direta e indireta
(CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2012); indice classico, proposto por Smith (1936) e
Hazel (1943) (SH); indice da soma de “ranks” de Mulamba e Mock (1978) (MM),
indice base de Willians (1962) (W) e o indice multiplicativo (Subandi et al., 1973). O
critério de selecdo utilizado para todos os indices de selecdo analisados foi aumentar a
MV, o DC, NF, SPAD e PEND e reduzir DP. O peso econdmico adotado foi o
coeficiente de variacdo genética de cada variavel, conforme recomendado por Cruz,
Regazzi e Carneiro (2012). As andlises estatisticas foram realizadas no programa Genes
v. 2015.5.0 (CRUZ, 2013).

O ganho esperado pela sele¢dao direta (CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2012)

no i-ésimo carater (GS;) pode ser estimado pela equagao:
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GS; = (Xsi — Xo)hi = DS;hf

em que: X;; = média das linhagens selecionadas para o carater i; X,; = média original
da populagdo; D,; = diferencial de selecdo realizado na populagio; h? = herdabilidade
do carater i.

O ganho indireto (CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2012) no carater j, pela
sele¢do no carater 1, foi dado por:

GSjy = DSjyhi

em que: DS;(;) = diferencial de selegdo indireto obtido por meio da média do carater
dos individuos cujas superioridades foram evidenciadas com base em outro carater,
sobre o qual se pratica a selecdo direta.

O indice cléssico proposto por Smith e Hazel (SMITH, 1936; HAZEL, 1943) foi
determinado pela combinagdo linear realizada entre os caracteres analisados. Esse foi

estimado pelo indice de selecdo (I) e o agregado genotipico (H) descrito a seguir:

n

I'= by, + by, + -+ bpyn = z biyi=y'b
i=1
n

H=a,91 +ag; + -+ angn = Z agi=ga

i=1
Em que: n: nimero de caracteres analisados;
b: vetor de dimensao 1 x n dos coeficientes de ponderagdo do indice de selecao a ser
estimado;
y’: matriz de dimens3o n X p de valores fenotipicos dos caracteres;
a: € o vetor de dimensdo 1 x n de pesos econdmicos previamente estabelecidos;
g: matriz de dimensdo n x p de valores genéticos desconhecidos dos n caracteres
considerados;
p: numero de familias ou progénies analisadas.

A matriz de dimensdo n x n de varidncias e covariancias fenotipicas ¢
representada por P. J4 a matriz de dimensdo » x n de covariancias genéticas entre os
caracteres ¢ dada por G. O vetor b ¢ estimado por b = P"1Ga, sendo P! a inversa da
matriz de variancias e covariancias fenotipicas entre os caracteres. O ganho esperado
para o carater j foi calculado por:

Agja) = DSjinh}
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em que Agjy = gj(): ganho esperado para o carater j, com a selegdo baseada no indice
I; DSj(y: diferencial de selegdo do carater j, com a selegdo baseada no indice I; e h]-zz

herdabilidade do carater j.

O indice baseado na soma de ranks (MULAMBA; MOCK, 1978) nao precisa das
estimativas de varidncias e covariancias fenotipicas e genotipicas, tampouco da
atribuicao de pesos econdmicos aos caracteres estudados (CRUZ; CARNEIRO;
REGAZZI, 2014). Esse indice organiza os gendtipos de forma hierdrquica, pela
atribuicdo de valores absolutos mais elevados aqueles de melhor desempenho. Esse
processo ¢ realizado para cada caracteristica analisada. Posteriormente, ¢ efetuada a
soma das ordens de cada genotipo referente a cada carater estudado, resultando no
indice de selecao descrito abaixo:

[=r+r++1,
sendo I o valor do indice para determinado individuo ou familia, 7; € a classificagdo
(rank) de um individuo em relacdo a j-ésima varidvel e n representa o nimero de
variaveis consideradas no indice. O método permite que sejam atribuidos pesos
diferentes, conforme especificado pelo melhorista, para ordenar a classificagdo das
variaveis. Dessa forma, os pesos econdmicos foram dados por:

I =piry +pory + - pity

em que pj: peso econdmico atribuido ao j-ésimo carater.

O indice base de Willians (1962) ¢ estabelecido pela combinagdo linear dos
valores fenotipicos médios dos caracteres, os quais sdo ponderados pelos respectivos

pesos econdmicos. O indice € dado por:

n

I'=ay +ayy;, ++aym = Z ay; =y'a
i=1

em que y sdo as médias e a sdo os pesos econdmicos dos caracteres analisados.
No indice multiplicativo (SUBANDI et al., 1973), ¢ pressuposto que o indice
seja diretamente proporcional a varidvel analisada, ou inversamente, conforme os

critérios do melhorista. O indice ¢ determinado por:

Isi = log | [(Xij = K7) = 10gl(Xex = KD (Kip = Ko) . (i = K]
j=1

em que [g; representa o indice multiplicativo; X;; corresponde a média do carater j

mensurado  no  gendtipo i, K; denota o menor valor selecionavel:
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K:

J n-1

n(min.X;;)-max.X;; . , , . , ,
= ( 1) ”]; n equivale ao niimero de gendtipos; min.X;; e max.X;;

correspondem, respectivamente, a menor € a maior média do carater ;.

Para o indice da distancia gendtipo-idedtipo (Cruz, 2006), foram estimados os
valores de média, médximo e minimo para cada variavel. Considerou-se Xij como o valor
fenotipico médio do i-ésimo gendtipo em relagdo a j-ésima caracteristica. O valor Yij
representa o valor fenotipico médio transformado e Cj ¢ uma constante relativa a
depreciagdo da média do genotipo. Dessa forma, o LI refere-se ao limite inferior,
relativo a caracteristica j, a ser apresentado pelo genétipo, LSj € o limite superior a ser
apresentado pelo gendtipo e VOj consiste no valor 6timo a ser apresentado pelo

genotipo, sob selecao.

Lj < Xij < LSj - Yij = Xij
Se{Xij < Llj - Yij = Xij + VOj — LIj — Cj
Xij > LSj - Yij = Xij + VOj — LSj + Cj

Na metodologia, considerou-se Cj = LSj - LIj. O valor Cj certificou que qualquer
resultado de Xij dentro do intervalo de variagdo em torno do 6timo resultasse em um
valor de Yij com magnitude proxima do valor 6timo (VOj). A transformacdo Xij foi
realizada visando reduzir os valores fenotipicos fora do intervalo. Os valores de Yij
obtidos por transformagdo foram padronizados e ponderados pelos pesos atribuidos a

cada caracteristica, obtendo os valores yij, conforme descrito abaixo:
Yij
Yij =4 m
Yj
em que S(yj): desvio-padrao dos valores fenotipicos médios obtidos por meio da
transformagdo; a;: peso ou valor econdmico da caracteristica. Também foi preciso a
. ~ ~ . . . VOj
padronizagdo e ponderagdo de Voj conforme indicado: VO;; = ,/q; o) Foram
J

calculados os valores do indice (DGI) expressos pelas distancias entre os genotipos € o

. fae . 1 2
ideotipo, conforme especificado: Ipg; = \/; Z;-lzl(yi g voj) .

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observada variabilidade genética entre os genotipos de alface do tipo crespa

biofortificada para os caracteres MV, DC, NF, DP, SPAD e PEND ao nivel de 1% pelo

55



teste F (Tabela 1), demonstrando a possibilidade de selecionar linhagens superiores.
Nao foi possivel detectar diferenca significativa para as caracteristicas de TF e ANT.
Esse resultado deu-se provavelmente devido aos gendtipos estarem submetidos a uma
mesma condi¢cdo ambiental. Steidle Neto et al. (2017) encontraram diferentes teores de

ANT em genotipos de alface cultivados em diferentes ambientes.

TABELA 1 — Quadrados médios, coeficientes de varidncia e pardmetros genéticos de
variaveis analisadas em linhagens de alface.

Varidveis QMG? H2 (%) CVg(%) CVg/CVe  CV (%)
MV 7759,92" 82,76 23,86 1,27 18,86
DC 0,15" 51,00 7,06 0,59 11,99
NF 50,82 91,42 18,42 1,88 9,77
DP 14,52 72,77 7,54 0,94 7,99
TF 2,30™ - - - 8,40

SPAD 48,26 95,96 17,57 2,81 6,24
ANT 26,55 - - - 28,84
PEND 410,23 92,60 13,81 2,04 6,76

'"MV= massa verde (g); DC= didmetro do caule (cm); NF= namero de folhas; DP=
diametro da planta (cm); TF= temperatura foliar (°C); SPAD= indice SPAD; ANT= teor
de antocianina (mg de cianidina-3-glicosideo 100g" de massa fresca); PEND=
pendoamento (dias apds a semeadura). 2QMG: quadrado médio dos gendtipos; H*:
coeficiente de determinagdo genotipica; CVg: coeficiente de variagcdo genética; CVe:
coeficiente de variacdo experimental; CV: coeficiente de variagdao geral;** e *
significativo ao nivel de 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F; ns:
nao significativo.

Os coeficientes de variagdo (CV) oscilaram entre valores de 6,24 para SPAD e
28,84 para ANT. A distribuicdo do CV possibilita definir faixas de valores que
direcionam o pesquisador quanto a credibilidade e validade dos experimentos realizados
(STORCK et al., 2011). Em experimentos de campo, o valor de CV inferior a 10% ¢
considerado baixo, entre 10% e 20%, médio, entre 20% e 30%, alto, e superior a 30% ¢é
visto como muito alto (PIMENTEL-GOMES, 2009). No presente trabalho, 62,5% das
variaveis apresentaram baixo CV, demonstrando maior precisdo experimental € menor
valor do erro residual na analise de variancia.

O coeficiente de variagdo genética (CVg) teve valores entre 7,06% observados

em DC e 23,86% caracterizados em MV (Tabela 1). O CVg ¢ um parametro importante,

56



possibilitando conhecer a magnitude da variabilidade genética existente na populagao
para todos os caracteres em analise (LEITE et al., 2015). Souza et al. (2008),
caracterizando progénies de alface tolerantes ao calor, observaram valores de CVg de
6,39% para DP, 6,97% para NF, 13,45% para peso fresco das folhas e 25,94% para
PEND. No presente trabalho, os valores de CVg identificados foram: DP = 7,54%;
PEND = 13,81% e NF = 18,42% (Tabela 1). Essa diferenca nos valores de CVg de
ambos estudos pode ser atribuida aos gendtipos e as condi¢cdes em que o experimento
foi conduzido.

O CVg ndo permite uma estimativa completa das variagdes herdaveis; portanto,
¢ necessario que haja uma estimativa do coeficiente de determinagio genotipica (H) ou
da herdabilidade do carater (THAKUR; KUMAR; KUMAR, 2016). O conhecimento do
H? possibilita realizar uma estimativa do ganho genético a ser alcangado e estabelece a
melhor estratégia para ser utilizada no programa de melhoramento genético
(BALDISSERA et al., 2014). Os valores de H” variam conforme as variaveis analisadas,
sendo considerados altos os resultados superiores a 70% (RAMALHO et al., 2012).

Os maiores valores de H? foram obtidos para os caracteres SPAD, PEND, NF e
MYV, sendo, respectivamente, de 95,96%, 92,60%, 91,42% e 82,76%, considerados
altos. Queiroz et al. (2014) e Silva et al. (2019) também encontraram altos valores de
herdabilidade (95,65% e 96%, respectivamente) para nimero de folhas. Esses resultados
sugerem perspectiva de sucesso pela selecao fenotipica, o que pode ser confirmado por
meio da relagdo CVg/CVe observados nas mesmas variaveis, que apresentaram valores
superiores a um (Tabela 1). Quando o resultado da razdo CVg/CVe for maior ou igual a
um, a varia¢do genética disponivel € a principal responsavel pela variagdo estimada dos
dados experimentais (LEITE et al., 2015).

As correlagdes entre caracteres contribuem para a compreensao da agdo génica.
Os resultados obtidos no presente estudo mostraram que a correlacdo genotipica foi
superior a fenotipica. Os caracteres que apresentaram correlacdo genotipica positiva

foram MV e DP (0,80), NF e PEND (0,48) e SPAD e PEND (0,44) (Tabela 2).
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TABELA 2 — Correlagdes genotipicas (G) e fenotipicas (F) em seis caracteres avaliados
em linhagens alface.

Caréter’ MV DC NF DP SPAD  PEND
| G 1,00 0,48 0,12 080" -0,29 -0,50"
F 1,00 0,38 0,03 0,77 026  -047
G 1,00 0,15 0,50 -0,16 -0,30
? F 1,00 0,10 0,38 -0,15 -0,18
G 1,00 -0,02 0,30 0,48"
. F 1,00 0,05 0,27 0,43"
G 1,00 -0,47°  -0,57"
) F 1,00 0,400 -0,49°
5 G 1,00 0,44
F 1,00 0,39"
6 G 1,00
F 1,00

'"MV= massa verde (g); DC= didmetro do caule (cm); NF= namero de folhas; DP=
diametro da planta (cm); SPAD= Indice SPAD; PEND= pendoamento (dias apés a
semeadura). “eorrelagdo fenotipica significativa respectivamente a 1 e 5% de
probabilidade, pelo teste t. ""Correlagdo genotipica significativa respectivamente a 1 e
5%, pelo método de bootstrap com 5000 simulagdes.

A correlagdo genotipica positiva entre NF e PEND e SPAD e PEND pode
facilitar o processo de selegdo, pois a escolha de plantas com maior NF e indice SPAD
permitird a obten¢do de plantas mais tolerantes ao pendoamento precoce. A diferenca
minima entre as estimativas de correlagdo genotipica e fenotipica fornece o
conhecimento do quanto os fatores ambientais influenciam as caracteristicas analisadas
(THAKUR et al., 2016). Dessa forma, a diferenca entre os valores de correlagdo
genotipica e correlagdo fenotipica apresentada pelas varidveis analisadas neste estudo
indica que os fatores ambientais t€ém menor influéncia na expressao desses caracteres. A
selecdo com base nesses caracteres certamente afetara a melhoria das caracteristicas
agrondmicas desejaveis em alface. Resultados semelhantes foram obtidos em outros
trabalhos, como Souza et al. (2008) e Thakur et al. (2016), que obtiveram valores
superiores para correlagdo genotipica, comparada ao resultado da correlacdo fenotipica

entre caracteres.
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A selegdo direta consiste na obtencao de ganhos maximos em um Unico carater
sobre o qual o melhorista pratica a selecio (CRUZ, 2013; CRUZ; CARNEIRO;
REGAZZI, 2014). No presente estudo, a selegdo direta promoveu maiores ganhos

individuais quando comparados aos da selecao indireta (Tabela 3).

TABELA 3 — Estimativas de ganhos de selecdo (GS%) obtidos para seis caracteres
avaliados, pela selecdo direta (valores em negrito) e indireta em gendtipos de alface.

Variaveis' 05 o)

MV DC NF DP SPAD PEND

MV 21,84 10,6 0,03 -12,36 -1,42 -12,15
DC 1,34 4,90 -0,21 -0,96 0,64 -1,39
NF 1,45 1,59 18,17 -2,30 8,40 9,25
DP 4,25 1,68 -0,06 -5,27 -1,21 -2,42
SPAD -3,17 -1,69 7,64 6,04 16,15 5,46
PEND -4,39 -2,04 4,48 3,38 5,88 12,09
Total 21,32 15,04 30,05 -11,47 28,44 10,84

'"MV= massa verde (g); DC= didmetro do caule (cm); NF= namero de folhas; DP=
diametro da planta (cm); SPAD= Indice SPAD; PEND= pendoamento (dias apés a
semeadura). Critério favoravel de sele¢dao: aumento para MV, DC, NF, SPAD e PEND ¢
reducdo para DP. Valores em negrito correspondem ao ganho pela selegdo direta.

Os maiores ganhos obtidos com a sele¢do direta foram para as varidveis MV
(21,84%), NF (18,17%), SPAD (16,15%) e PEND (12,09%). O carater DC apresentou o
menor ganho individual (4,90%) pela selecao direta (Tabela 3), o que condiz com o seu
baixo CVg (7,06%) (Tabela 1). O maior DC esté associado ao aumento de resisténcia da
planta ao acamamento (CHEN et al., 2014). O indice SPAD esté4 diretamente associado
com o teor de clorofila existente nas folhas das plantas, que € positivamente relacionado
a capacidade fotossintética da planta (KLOOSTER et al., 2012; SON; OH, 2012;
CASSETARI et al., 2015), refletindo em aumento de produtividade.

A selecao direta para NF promoveu ganhos indiretos para MV (1,45%), DC
(1,59%), SPAD (8,40%), aumentou o tempo para PEND (9,25%) e reduziu o DP (-
2,30%) (Tabela 3). Essa foi a melhor estratégia de selecao indireta, pois reduziu o DP
sem afetar de forma negativa as demais caracteristicas. Existe uma tendéncia, no Brasil,

similar ao que ja ¢ praticado nos Estados Unidos e na Europa, de se consumir as folhas
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de alface embaladas e processadas (SALA; COSTA, 2012). Assim, plantas que
possuem maior NF comerciais sdo desejaveis para atender tal demanda (SUINAGA et
al., 2013).

O PEND precoce induzido pelas altas temperaturas do periodo de verdo no
Brasil aumenta as perdas de alface, refletindo no aumento de preg¢o e na redugdo da
oferta do produto no mercado. A comercializagdo de alface ¢ realizada normalmente em
caixas de plastico ou de madeira, praticamente sem sistema de refrigeragao, para manter
a qualidade do produto (SALA; COSTA, 2012). Assim, ha preferéncia pelas plantas
com menor DP, visando evitar danos e perdas na qualidade do produto durante o
processo de acondicionamento.

Os indices de selecdo, diferentemente da selegcdo direta, possibilitam realizar a
selegdao simultanea por meio da combinagao de varios caracteres, aumentando a chance
de éxito no programa de melhoramento (CRUZ; CARNEIRO; REGAZZI, 2014). O
indice de Mulamba e Mock apresentou resultado idéntico ao indice multiplicativo de
Subandi. Estes demonstraram os maiores ganhos para NF (13,68%), indice SPAD
(12,04%), PEND (6,11%) e redugdo no ganho para DP (-1,44%). Esses dois indices
também foram responsaveis pelo maior valor de ganho total (30,42%) (Tabela 4), além
de selecionarem os mesmos gendtipos. A selecdo direta para NF foi similar na escolha
de 70% de genotipos (UFU-206#3#1#1; UFU-189#3#1#1; UFU-197#1#1; UFU-
T#1#2#1; UFU-189#3#2#1; Uberlandia 10000 e UFU-189#3#4#1) elegidos pelos
indices anteriores (Tabela 5).

TABELA 4 — Estimativas de ganhos de sele¢dao (GS%) obtidos pelo indice classico
proposto por Smith (1936) e Hazel (1943) (SH), indice da soma de “ranks” de
Mulamba e Mock (1978) (MM), indice base de Willians (1962) (W), indice
multiplicativo de Subandi (1973) (M) e indice baseado na distdncia gendtipo-ideodtipo
(Cruz, 2006) (GI) em 25 gendtipos de alface.

fndice' GS (%)
MV DC NF DP SPAD PEND Total
SH 21,84 1,34 1,45 4,25 -3,17 -4,39 21,32
MM -1,07 1,10 13,68 -1,44 12,04 6,11 30,42
W 21,39 0,94 2,73 4,54 -0,15 -3,48 25,97
M -1,07 1,10 13,68 -1,44 12,04 6,11 30,42
Gl -7,0 -1,74 -4,40 -1,61 -2,99 0,92 -16,82

'"MV= massa verde (g); DC= didmetro do caule (cm); NF= numero de folhas; DP=
diametro da planta (cm); SPAD= Indice SPAD; PEND= pendoamento (dias apds a
semeadura).
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Resultados semelhantes foram obtidos por Terres et al. (2015), ao estimarem os
ganhos genéticos por meio de indices de sele¢do em populagdes hibridas de batata.
Esses autores observaram que as estimativas dos ganhos totais foram superiores no
indice de Mulamba e Mock e no indice multiplicativo de Subandi. Esses indices foram
0s que mais proporcionaram equilibrio na distribui¢do de ganhos de selecdo para os
gendtipos de alface avaliados no presente trabalho.

O indice SH apresentou o maior ganho para MV (21,84%) (Tabela 4), com valor
idéntico ao encontrado por meio da selecdo direta (Tabela 3). Em segundo lugar, o
indice W promoveu o ganho para MV de 21,39%. Esses dois indices demonstraram o
segundo e terceiro maiores ganhos totais, sendo 21,32% e 25,97%, respectivamente
(Tabela 4). No entanto ambos indices apresentaram valores negativos de ganho para os
caracteres SPAD (-3,17% para SH e -0,15% em W) e PEND (-4,39% em SH e -3,48
para W) (Tabela 4).

O indice SH selecionou 90% dos genoétipos indicados pelo indice W (Tabela 5).
A diferenca foi observada na escolha do genotipo UFU-125#1#1#1 pelo indice SH,
enquanto o gendtipo UFU-189#3#2#1 foi selecionado pelo indice W.
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TABELA 5 — Indicagdo dos dez genoétipos superiores de alface pelo indice classico
proposto por Smith (1936) e Hazel (1943), indice da soma de “ranks” de Mulamba e
Mock (1978), indice base de Willians (1962), indice multiplicativo de Subandi et al.
(1973) (M) e indice baseado na distancia genotipo-ideotipo (GI).

Indices de selegio Genotipos de alface selecionados

UFU-206#3#1#1; UFU-189#3#1#1; UFU-197#1#1; UFU-
Selecdo direta para nimero 7#1#2#1; UFU-189#3#2#1; Uberlandia 10000; UFU-
de folhas comerciais 189#3#4#1; UFU-189#1#2#1; UFU-155#1#1#1; UFU-
125#2#2#1

Grand Rapids; Uberlandia 10000; UFU Biofort; UFU-
155#1#1#1; UFU-155#1#2#1; UFU-206#1#5#1; UFU-
206#3#1#1; UFU-206#1#6#1; UFU-7T#1#2#1 e UFU-
125#1#1#1

Smith (1936) e Hazel (1943)

Grand Rapids; Uberlandia 10000; UFU Biofort; UFU-
155#1#1#1; UFU-155#1#2#1; UFU-206#1#5#1; UFU-

Willians (1962) 206#3#1#1; UFU-20641#6#1; UFU-T#1#2#1 e UFU-
189#3#2#1
UFU-206#3#1#1; UFU-189#3#1#1; UFU-197#1#1; UFU-
Mulamba e Mock (1978) TH#1#2#1;, UFU-189#3#2#1; Uberlandia 10000; UFU-

189#3#4#1; UFU-197#2#2#1; UFU-189#1#2#1 e UFU-
206#1#5#1

UFU-206#3#1#1; UFU-189#3#1#1; UFU-197#1#1; UFU-
TH1#2#1; UFU-189#3#2#1; Uberlandia 10000; UFU-
189#3#4#1; UFU-197#2#2#1; UFU-189#1#2#1 e UFU-
206#1#5#1

Subandi et al. (1973)

UFU-7#1#2#1; UFU-125#1#1#1; UFU-189#3#2#1; UFU-
206#1#6#1; UFU-189#3#1#1; UFU-199#3#1#1; UFU-
206#1#4#1; UFU-120#1#1#1; UFU-206#1#1#1 e UFU-
197#3#1#1

Genotipo-idedtipo

O indice base de Willians (1962) ¢ equivalente ao indice cldssico proposto por
Smith e Hazel (1943), quando as varidncias e covariancias fenotipicas forem
determinadas predominantemente por fatores genéticos (CRUZ; CARNEIRO;
REGAZZI, 2014). Candido et al. (2017), analisando os indices de Mulamba e Mock,
Elston e Schwarzbach, em alface obtiveram ganhos positivos para as caracteristicas
analisadas por meio do primeiro indice aplicado. Esses autores associaram o resultado
positivo obtido por meio do indice de Mulamba e Mock a sua forte correlacdo com os
demais indices estudados e a facilidade em ser obtido. Este indice tem sido sugerido por
outros autores (VASCONCELOS et al., 2010; TERRES et al., 2015; BIZARI et al.
2017).

O indice GI promoveu ganhos de selecao positivos somente para PEND (0,92%)
(Tabela 4). Dos 10 gendtipos selecionados, cinco (UFU-199#3#1#1; UFU-206#1#4+#1;
UFU-120#1#1#1; UFU-206#1#1#1 e UFU-197#3#1#1) nao foram encontrados na

selecdo dos demais indices estudados neste trabalho. A linhagem de alface comum na
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selecdo de todos os indices foi a UFU-7#1#2#1 (Tabela 5). Isso mostra que,
independentemente dos indices de selegdo utilizados, a mesma linhagem foi
selecionada. Vieira et al. (2016), trabalhando com hibridos de morango, também
encontraram semelhanga nos genoétipos selecionados pelos indices da soma de “ranks”
de Mulamba e Mock (1978), indice baseado na distancia genotipo-ideotipo (Cruz, 2006)
e no indice classico proposto por Smith (1936) e Hazel (1943).

4 CONCLUSOES

1. Os indices da soma de “ranks” de Mulamba e Mock e o multiplicativo de Subandi
permitiram os maiores ganhos totais para as caracteristicas analisadas. Esses indices
foram similares quanto aos gendétipos selecionados.

2. A selecdo direta para NF promoveu os maiores ganhos indiretos para SPAD e

pendoamento, reduzindo o DP.
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TRIAGEM DE ALFACE BIOFORTIFICADA, CRESPA E ROXA:
PARAMETROS GENETICOS, INDICE DE SELECAO E ANALISE DE
TRILHA

RESUMO

A selecdo de gendtipos por meio da andlise univariada possui como limitagdo
decisOes isoladas entre os caracteres em estudo. Uma alternativa para aumentar a
eficiéncia durante a selecdo em programas de melhoramento ¢ a utilizacdo de indices
ndo paramétricos. No entanto ¢ escasso o conhecimento dessas técnicas em
germoplasma de alface. Dessa forma, o presente estudo foi conduzido com o objetivo de
avaliar parametros genéticos e¢ a eficiéncia de diferentes indices de sele¢do para
selecionar linhagens de alface biofortificada, crespa e roxa com potencial agrondmico
aliado a boas caracteristicas nutricionais. O experimento foi realizado em 2018, na
Estacdo Experimental de Hortalicas da Universidade Federal de Uberlandia (UFU),
campus Monte Carmelo. O delineamento foi em blocos completos casualizados com
trés repeticdes e 31 gendtipos de alface do tipo crespa e pigmentacgdo roxa (30 linhagens
provenientes da hibridagdo entre as cultivares Belissima versus Uberlandia 10000 - rica
em carotenoides) e a cv. Belissima. Essas linhagens fazem parte do programa de
melhoramento de alface biofortificada da UFU. Foram avaliados a massa verde total
(g), o diametro do caule (cm), nimero de folhas, didmetro da planta (cm), a temperatura
foliar (°C), o indice SPAD, teor de antocianina (mg de cianidina-3-glicosideo 100g™ de
massa fresca) e o pendoamento (dias ap6s a semeadura). Para as estimativas dos ganhos
de selecdo, foram selecionados 12 gendtipos por meio de indices de selegdo. O indice
classico proposto por Smith e Hazel e o indice da soma de “ranks” de Mulamba e Mock
proporcionaram os maiores ganhos de selecdo em alface biofortificada. O coeficiente de
determinagdo genotipica para nimero de folhas, teor de antocianina, pendoamento e
indice SPAD ¢ de alta magnitude.

Palavras-chave: Lactuca sativa L., antocianina, alimento biofortificado, indices de

selecdo, variabilidade genética.
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BIOFORTIFIED RED LEAF LETTUCE SCREENING: GENETIC
PARAMETER, SELECTION INDEX, AND PATH ANALYSIS

ABSTRACT

Selecting genotypes by univariate analysis is constrained by isolated decisions in
the traits assessed. An alternative to increase the selection efficiency in breeding
programs is to use nonparametric indices. However, little is known about such
technique applied to lettuce germplasm. For this reason, this study aimed to assess
genetic parameters and the efficiency of different indices to select lines of biofortified
lettuce with agronomic potential and good nutritional characteristics. The experiment
was conducted at the Experimental Vegetable Station of the Federal University of
Uberlandia (UFU), Monte Carmelo campus, in 2018. The experiment was arranged in a
completely randomized block design with three repetitions and 31 red leaf lettuce
genotypes, comprising the cultivar Belissima, and 30 lines from hybridization between
Belissima and Uberlandia 10000 (rich in carotenoids). The traits assessed were total
green mass (g), stem diameter (cm), leaf count, plant diameter (cm), foliar temperature
(°C), SPAD index, anthocyanin content (mg of cyanidin-3-glycoside 100g” fresh
dough), and bolting (days after sowing). To estimate selection gains, 12 genotypes were
selected by selection indices. Smith and Hazel’s traditional index and Mulamba and
Mock’s rank summation index provided the highest selection gains in biofortified
lettuce. The coefficient of genotypic determination for leaf count, anthocyanin content,
bolting, and SPAD index was high in magnitude.

Keywords: Lactuca sativa L., anthocyanin, biofortified food, nonparametric indices,

genetic variability.
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1 INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.) ¢ a hortalica folhosa mais consumida no Brasil e no
mundo, sendo considerada saudavel devido a presenca de carotenoides, compostos
fendlicos, antioxidantes, minerais, vitaminas A, C e K e alto teor de fibras (SYTAR et
al.,, 2018; CAMEJO et al.,, 2020). A mudanca dos hébitos alimentares e¢ a maior
preocupacdo com a saude afeta de forma direta a demanda por alface de maior
qualidade nutricional.

O melhoramento genético proporcionou grandes avangos na alfacicultura, como
a criacdo de cultivares de alface adaptadas as condig¢des tropicais (CARVALHO FILHO
et al., 2011) e ricas em carotenoides (CASSETARI et al., 2015; MACIEL et al., 2019a;
MACIEL et al.,, 2019b). Consequentemente, o efeito da necessidade de busca por
muitas caracteristicas em um individuo tem promovido alta complexidade durante a
selecdo. A selegdo de linhagens de alface tem sido realizada principalmente por meio de
analise univariada (DALASTRA et al., 2016; SUBLETT; BARICKMAN; SAMS,
2018; CECCHERINI; LIMA; SALA, 2020), sendo o produto final selecionado em
fun¢do de uma varidvel resposta per se. Diante dessa limitagao, sao necessarios métodos
que aumentem a eficiéncia e o sucesso nos programas de melhoramento de alface. Uma
alternativa ¢ a avaliagdo simultanea de caracteres por meio de indices ndo paramétricos
(BIZARI et al., 2017; TASSONE et al., 2019; SILVA et al., 2020). Além disso, as
estimativas de parametros genéticos como coeficiente de determinacdo genotipica e
ganho genético (Kumar et al., 2015) e a correlagdo entre caracteres sdo indicadores
confiaveis para o incremento de caracteristicas por meio da sele¢do em um determinado
material genético.

O estudo de correlagdes ¢ uma medida de associagdo entre caracteres € nao
possibilita concluir sobre a relacdo de causa e efeito. Por isso, ¢ importante realizar a
analise de trilha, que investiga se a relagdo entre duas variaveis ¢ de causa e efeito ou
determinada pela influéncia de outros caracteres (CRUZ; CARNEIRO; REGAZZI,
2014).

Virias pesquisas comprovaram a eficiéncia da utilizagdo dos métodos de andlise
de trilha e indice de selecao visando compreender as relagdes direta e indireta entre as
variaveis de importancia agrondmica e selecionar linhagens superiores (RODRIGUES
et al., 2010; VIEIRA et al.; 2017; NITHYA et al., 2020; SILVA et al., 2020), exceto em

germoplasma de alface biofortificada. Assim, enfatiza-se a importdncia do presente
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trabalho, visto que os resultados podem auxiliar na escolha das analises mais indicadas
na triagem de gendtipos de alface com bons atributos agrondomicos aliados ao valor
nutricional. As informagdes obtidas contribuirdo para o desenvolvimento de novas
cultivares e linhagens com boas caracteristicas agrondmicas e qualidade nutricional,
auxiliando futuros programas de melhoramento.

Dessa forma, o presente estudo foi conduzido com o objetivo de avaliar
parametros genéticos e a eficiéncia de diferentes indices para a selecdo de linhagens de
alface biofortificada, crespa e roxa com potencial agronomico aliado a boas

caracteristicas nutricionais.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em 2018, na Estagao Experimental de Hortali¢as da
Universidade Federal de Uberlandia, campus Monte Carmelo (18°42°43,19” S;
47°29'55,8” W; 873 m de altitude). O delineamento foi em blocos completos
casualizados com trés repeticdes e 31 tratamentos. Foram avaliadas 30 linhagens de
alface crespa do tipo roxa, provenientes da hibridagao entre as cultivares Belissima (Pira
72) versus Uberlandia 10000, rica em carotenoides (SOUZA et al., 2007), analise
seguida de seis sucessivas autofecundagdes, realizadas entre 2013 e 2017, mais o
controle, que foi a cultivar Belissima. Essas linhagens fazem parte do Programa de
Melhoramento Genético de Alface Biofortificada da UFU, sendo toda a genealogia
armazenada no Software “BG a BIOFORT” registrado no INPI BR512019002403-6
(MACIEL et al., 2019a).

A semeadura foi efetuada em 28 de margo de 2018. As mudas foram produzidas
em bandejas de poliestireno expandido com 200 células preenchidas com substrato
comercial a base de fibra de coco. Apds a semeadura, as bandejas foram alocadas em
casa de vegetacdo do tipo arco, com dimensdes de 5 m x 6 m e pé direito de 3,5 m,
coberta com filme de polietileno transparente de 150 micra, aditivado contra raios
ultravioleta, e cortinas laterais de tela branco antiafideos. Aos 29 dias decorrentes da
semeadura, realizou-se o transplantio das mudas para canteiros definitivos em campo.
Os canteiros foram formados utilizando rotoencanteirador de 1,30 m de largura.

O solo da area experimental apresentou as seguintes caracteristicas na
profundidade de 0-20 cm: textura argilosa (> 50%); pH (CaCl,) =4,9; MO = 3,9 dag kg’
1; P (rem) = 79,1 mg dm'3; K =10,29 cmolc dm'3; Ca = 3,3 cmolc dm'3; Mg = 1,3 cmolc
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dm’ ; H+ Al =4,90 cmolc dm'3; SB = 4,90 cmolc dm'3; CEC = 9,80 cmolc dm'3; V (%)
=50. Os tratos culturais foram realizados conforme preconizado para o cultivo de alface
(FILGUEIRA, 2013).

As parcelas experimentais foram constituidas por 16 plantas, distribuidas em
quatro fileiras por canteiro no espacamento de 0,25 m x 0,25 m, sendo avaliadas as oito
plantas centrais. A colheita foi realizada aos 35 dias ap6s o transplantio e as plantas
foram levadas para o laboratorio, onde foram avaliadas as seguintes caracteristicas:
massa verde total (g), didmetro do caule (cm), numero de folhas, diametro da planta
(cm), temperatura foliar (°C), indice SPAD (Soil Plant Analysis Development), teor de
antocianina (mg de cianidina-3-glicosideo 100g™ de massa fresca) e o pendoamento

(dias apos a semeadura).

2.1 Caracteristicas analisadas

A massa verde total (MV) foi obtida pela pesagem de todas as folhas externas. O
diametro do caule (DC) foi mensurado com auxilio de um paquimetro. O nimero de
folhas comerciais (NF) foi quantificado pela contagem de folhas superiores a 5 cm de
comprimento. O diametro da planta (DP) foi avaliado e expresso em centimetros. A
temperatura foliar (TF) foi obtida pelo posicionamento de um termOometro
infravermelho (modelo 4000.4GL, Everest Interscience, Tucson, AZ, USA), sendo
amostradas as folhas superiores, procurando-se apontar o sensor na posi¢do central da
superficie foliar.

Os teores de antocianinas totais (ANT) foram quantificados pelo método descrito

por Francis (1982). A concentragdo de pigmentos antocidnicos foi realizada com base

(Absxf)

na absorbancia, conforme a equagdo: At = , em que: At= antocianinas (mg de

cianidina-3-glicosideo 100g™ de massa fresca); Abs= absorbancia em comprimento de
onda de 535 nm; f= fator de dilui¢do; €= coeficiente de absortividade molar da cianidina
(98,2).

O indice SPAD (CASSETARI et al., 2015) fo1 determinado pelo valor médio dos
dados provenientes das quatro plantas centrais de cada parcela. Foi utilizado o
equipamento clorofilometro modelo Minolta SPAD-502 CFL1030. Também foi
efetuada a contagem dos dias para emissdo do pendao floral (PEND — pendoamento da

planta em dias apos semeadura).
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2.2. Andlise estatistica

Os quadrados médios dos gendtipos (QMG) referentes as caracteristicas
avaliadas e o coeficiente de variacdo (CV) foram obtidos pela Analise de Variancia (o <
0,05). Também foram calculados o coeficiente de variagao genética (CVg), a relagao
entre o coeficiente de variagdo genética (CVg) e o ambiental (CVe) — CVg/CVe e o
coeficiente de determinacdo genotipica (H?) para cada varidvel analisada no

experimento. O H? foi determinado conforme o seguinte estimador:

2 Bg = (QMG - QMR
H* = omMG; 09 = (—r )

em que H? = coeficiente de determinacdo genotipica; @g = componente quadratico
genético; QMG = quadrado médio de tratamentos (genotipos); QMR = quadrado médio
do residuo e r = ntimero de repeticoes.

As correlagdes fenotipicas (rf) e genotipicas (rg) e os indices de sele¢ao foram
determinados para os caracteres que apresentaram resultado significativo na andlise de
varidncia. A correlacdo fenotipica e a correlagdo genotipica foram obtidas,

respectivamente, por meio dos estimadores:

PMG 5
[f= ———e Ty = —e
QMG QMGy JEx* By

em que: PMG = produto médio associado aos gendtipos, QMG = quadrado médio dos

genotipos, X e Y= caracteres analisados, Ggy,= estimador da covaridncia genotipica

entre os caracteres X ¢ Y, e 6?,3)( e Géy = estimadores das variancias genotipicas dos

caracteres X e Y, respectivamente (CRUZ; CARNEIRO; REGAZZI, 2014).

As variancias e covariancias genotipicas obtidas deram origem a matriz de
correlagdes genotipicas entre os caracteres. Essa matriz foi submetida a andlise de
multicolinearidade conforme Montgomery, Peck e Vining (2012). Apds ser detectada
multicolinearidade fraca, foi realizada analise de trilha com os caracteres significativos
observados na andlise de variancia. A analise de trilha foi realizada considerando um
unico diagrama causal, ou seja, a variavel principal (NF) em fun¢do de cinco
componentes primarios: MV, DP, ANT, SPAD e PEND.

Para as estimativas dos ganhos de selecdo, foram selecionados 12 genotipos
(38,70% dos gendtipos estudados) por meio das seguintes metodologias: selecao direta
e indireta (CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2012); indice cléssico, proposto por Smith
(1936) e Hazel (1943); indice da soma de “ranks” de Mulamba e Mock (1978) e indice
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base de Willians (1962). O ganho esperado pela selecdo direta (CRUZ; REGAZZI,
CARNEIRO, 2012) no i-ésimo carater (GS;) foi obtido pela equagao:
GS; = (X5i — Xo))hi = DS;h}

em que X;; = média das linhagens selecionadas para o carater i; X,; = média original
da populagio; Dy; = diferencial de selecio realizado na populagdo; e h? =
herdabilidade do carater i.

O ganho indireto (CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2012) no carater j, pela
selecdo no carater 7, foi dado por:

GSjy = DSjyhi

em que DS;(;) = diferencial de selegdo indireto obtido por meio da média do carater dos
individuos cujas superioridades foram evidenciadas com base em outro carater, sobre o
qual se realiza a selegdo direta.

O indice cléssico proposto por Smith e Hazel (SMITH, 1936; HAZEL, 1943) ¢
estimado por uma combinagdo linear realizada entre os caracteres analisados. Esse foi

determinado pelo indice de selegao (I) e o agregado genotipico (H) descrito a seguir:

n

I'= by, + by, + -+ bpyn = z biyi=y'b
i=1
n

H=a,91 +axg; + -+ angn = z a;,gi =4g'a

i=1
em que n: numero de caracteres analisados; b: vetor de dimensdo 1 x n dos coeficientes
de ponderacdo do indice de selecdo a ser estimado; y’: matriz de dimensdo n x p de
valores fenotipicos dos caracteres; a: vetor de dimensdo 1 x n de pesos econdmicos
previamente estabelecidos; g: matriz de dimensdo n x p de valores genéticos
desconhecidos dos n caracteres considerados; e p: nimero de familias ou progénies
analisadas.

A matriz de dimensdo n x n de variancias e covariancias fenotipicas foi
representada por P. J4 a matriz de dimensdo » x n de covaridncias genéticas entre os
caracteres foi dada por G. O vetor b foi estimado por b = P~1Ga, sendo P~! a inversa
da matriz de variancias e covariancias fenotipicas entre os caracteres. O ganho esperado
para o carater j foi determinado por:

Agja) = DSjinh}
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em que Agjy = gj(): ganho esperado para o carater j, com a selegdo baseada no indice
I; DSj(y: diferencial de selegdo do carater j, com a selegdo baseada no indice I; e hjzz

herdabilidade do carater j.

O indice baseado na soma de ranks (Mulamba ¢ Mock, 1978) nao necessita das
estimativas de varidncias e covariancias fenotipicas e genotipicas, tampouco da
atribuicao de pesos econdmicos aos caracteres estudados (CRUZ; CARNEIRO;
REGAZZI, 2014). Esse indice hierarquiza os genotipos pela atribuicdo de valores
absolutos mais elevados aqueles de melhor desempenho, considerando cada
caracteristica analisada. Posteriormente, ¢ realizada a soma das ordens de cada gendtipo
referente a cada carater estudado, resultando no indice de selecdo descrito abaixo:

[=7r+r+-+1,
em que / € o valor do indice para determinado individuo ou familia; 7; € a classificagdo
(rank) de um individuo em relagdo a j-ésima varidvel; n ¢ o numero de variaveis
consideradas no indice. Esse método possibilita que sejam atribuidos pesos diferentes
para ordenar a classificagdo das varidveis, conforme especificado pelo melhorista. Dessa
forma, os pesos econdmicos foram dados por:
I'=piry +pory + Pty

em que p; € o peso econdmico atribuido ao j-ésimo caréter.

O indice base de Willians (WILLIANS, 1962) estabelece um indice dado pela
combina¢do linear dos valores fenotipicos médios dos caracteres, os quais sdo

ponderados pelos respectivos pesos econdomicos. O indice ¢ dado por:

n

I =a;y; +ayy, + -+ apy, = Z a;y; =y'a

i=1
em que Yy, ...y, sdo as médias e aq,...a, sdo os pesos econdmicos dos caracteres
estudados.

O critério de selecdo utilizado para todos os indices de selecdo analisados foi
aumentar a massa verde (MV), o didmetro do caule (DC), niimero de folhas (NF),
SPAD (indice SPAD) e pendoamento (PEND) e reduzir o didmetro da planta (DP). O
peso econdmico adotado foi o coeficiente de variacdo genética de cada variavel,
conforme recomendado por Cruz, Regazzi e Carneiro (2012). As andlises estatisticas

foram realizadas no programa Genes v. 2015.5.0 (CRUZ, 2013).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As linhagens de alface apresentaram variabilidade genética entre si para os
caracteres MV, NF, DP, SPAD, ANT e PEND ao nivel de 5% para MV e 1% para as
demais variaveis pelo teste de F, indicando a possibilidade de se realizar a selegao de
linhagens superiores para o melhoramento genético. Nao foi detectada diferenca entre
os gendtipos de alface estudados para DC e TF (Tabela 1). Dessa forma, o DC e a TF
foram excluidos das demais andlises estatisticas realizadas por ndo possibilitarem
ganhos genéticos na selecao de genotipos superiores (CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO,
2012).

TABELA 1 — Quadrados médios, coeficientes de varidncia e parametros genéticos de
varidveis analisadas em 31 linhagens de alface roxa.

Variaveis' QMG? H2 (%) CVg (%)  CVg/CVe CV (%)
MV 1478,7579" 41,19 24,58 0,48 50,87
DC 0,2789" - - - 40,29
NF 30,6663 76,46 17,46 1,04 16,78
DP 36,2838 64,32 13,28 0,78 17,13
TF 1,4892™ - - - 6,37
SPAD 139,7560" 97,65 20,76 3,72 5,58
ANT 371,5967" 81,55 32,79 1,21 27,01
PEND 165,2882" 88,85 7,93 1,63 4,87

'"MV= massa verde (g); DC= didmetro do caule (cm); NF= numero de folhas; DP=
diametro da planta (cm); TF= temperatura foliar (°C); SPAD= Indice SPAD; ANT= teor
de antocianina (mg de cianidina-3-glicosideo 100g" de massa fresca); PEND=
pendoamento (dias apos a semeadura). 2QMG= quadrado médio dos genoétipos; H?>=
coeficiente de determinagdo genotipica; CVg= coeficiente de variacdo genética; CVe=
coeficiente de variagdo experimental; CV= coeficiente de variacdo geral;** e *
significativo ao nivel de 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F; ns=
nao significativo.

O DC e TF sdo caracteristicas influenciadas pelo ambiente e também pelo
genotipo (BLEYAERT et al, 2012). Provavelmente, os genotipos de alface
caracterizados no presente trabalho ndo apresentaram diferenca quanto a essas
caracteristicas, por serem cultivados numa mesma condi¢ao ambiental. Plantas de alface

com maior DC apresentam melhor resisténcia ao acamamento (CHEN et al., 2014). A
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temperatura foliar ¢ um dos indicadores fisiologicos que fornecem a informacdo da
condicdo hidrica das plantas. O aumento da temperatura foliar ¢ correlacionado a baixa
transpiracao das plantas (r= - 0,95), sendo a transpiracdo o principal mecanismo de
perda de calor desses organismos (Morales et al., 2015), refletindo negativamente na
produtividade.

A existéncia de variabilidade genética foi confirmada pelo coeficiente de
variagdo genética (CVg). O CVg observado apresentou variacdo entre 7,93% para
PEND e 32,79% em ANT (Tabela 1). As maiores estimativas para o CVg foram
constatadas em MV (24,58%) e ANT (32,79%), indicando que esses caracteres entre
todas as varidveis analisadas apresentaram a maior variabilidade genética, permitindo a
realizacdo da sele¢do. Essa estimativa permite conhecer a magnitude da variabilidade
genética presente em uma populacdo para todas as varidveis analisadas (LEITE et al.,
2016).

As varidveis analisadas neste trabalho apresentaram CV entre 4,87% para PEND
e 50,87% obtido em MV. Os maiores valores de CV foram observados nas variaveis
MV (50,87%) e DC (40,29%) (Tabela 1). Esse resultado sugere uma alta dispersdo dos
dados experimentais em relacdo as diferencas genética e fenotipica, ou que os caracteres
sdo altamente influenciados pelas condi¢des ambientais (LEITE et al., 2016). Chen et
al. (2014) avaliaram o desenvolvimento de alface submetida a diferentes fontes de luz.
Esses autores relataram incremento de massa verde e seca € maior didmetro do caule em
plantas submetidas a luz fluorescente mais LED vermelho, seguido por luz fluorescente
mais LED azul, e valores menores para as mesmas variaveis ao utilizarem luz
monocromatica com LED vermelho ou azul. Sublett, Barickman e Sams (2018),
estudando o efeito do ambiente e de nutrientes sob o rendimento e a qualidade da alface
em hidroponia, observaram que as plantas cultivadas na primavera apresentaram maior
DC e MV quando comparadas as produzidas nas esta¢des de verdo e outono. Os autores
relataram que os diferentes niveis de condutividade elétrica da solucdo nutritiva
afetaram o contetido de biomassa e agua das plantas.

O valor de CV inferior a 10%, em experimentos de campo, ¢ considerado baixo,
entre 10% e 20%, médio, entre 20% e 30%, alto, e superior a 30% ¢ visto como um
valor alto (PIMENTEL-GOMES, 2009). No presente estudo, foram obtidos 37,5% de
varidveis com baixo CV e 25% apresentando médio CV, evidenciando maior precisao

experimental e menor valor do erro residual na anélise de variancia.
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A razdo CVg/CVe apresentou valores superiores a unidade para as variaveis NF
(1,04), ANT (1,21), PEND (1,63) e SPAD (3,72) (Tabela 1). A razdao CVg/CVe de valor
igual ou superior a 1 informa que a variagdo genética disponivel ¢ a principal
responsavel pela variacao estimada dos dados experimentais (LEITE et al., 2016).

O CVg ndo possibilita uma estimativa completa das variagdes herdaveis, sendo
necessario calcular o coeficiente de determinacio genotipica (H?) ou a herdabilidade do
carater (THAKUR; KUMAR; KUMAR, 2016). O coeficiente de determinagao
genotipica (H?) equivale a propor¢do da varidncia genética existente na variancia
fenotipica total (RAMALHO et al., 2012, CRUZ; CARNEIRO; REGAZZI, 2014). Essa
estimativa permite mensurar as diferengas associadas a genética do individuo por meio
da caracterizag¢ao do seu fenétipo.

Os resultados de H? variam com os caracteres analisados, sendo considerados de
alta magnitude os valores superiores a 0,70 (RAMALHO et al.,, 2012). Foram
encontrados altos valores de H” para as mesmas varidveis que apresentaram a razio
CVg/CVe superior a 1. O valor do H’ para NF foi de 76,46%, ANT, de 81,55%, PEND,
de 88,85% e SPAD, de 97,65% (Tabela 1). Esse resultado indica perspectiva de éxito ao
se realizar a sele¢cdo por meio de observagdo do fendtipo da planta. Caracteres com altos
H? indicam alto componente da fragdo herdavel da variagio (componente genético) em
suas expressdes fenotipicas, demonstrando que a obtencdo de ganhos pode ser
alcangada por meio da sele¢do visual (ANDRADE et al., 2010; SILVA et al., 2019).
Entretanto altos valores de H* nem sempre indicam alto ganho genético. O H” com
avango genético deve ser utilizado na predi¢cdo da selegdo de genotipos superiores. Em
outros estudos realizados em alface, foram encontrados altos valores de H® para os
caracteres NF (AZEVEDO et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2019; SILVA et al., 2019) e
ANT (OLIVEIRA et al., 2019), corroborando os resultados do presente trabalho.

As estimativas de correlagdes genotipica e fenotipica permitem, ao melhorista,
estimar ganhos de selecdo para uma caracteristica de dificil mensuragdo (CARVALHO
FILHO et al., 2011). Para a interpretacdo de correlacdes, ¢ necessario considerar os
seguintes aspectos: a magnitude, a dire¢do e a sua significaincia (NOGUEIRA et al.,
2012). Valores de coeficiente de correlagdo positivo indicam a tendéncia de uma
variavel aumentar em funcao do incremento de outra. J4 valores negativos de correlagao
sugerem reducdo de uma determinada caracteristica em fun¢do do aumento de outra.

Observou-se correlagdo genotipica positiva entre MV e NF (0,62), MV e DP
(0,86), NF e DP (0,66), NF e PEND (0,62), DP e SPAD (0,60), DP ¢ ANT (0,47) e
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SPAD e ANT (0,82). Ja a correcdo fenotipica positiva foi caracterizada entre MV e NF
(0,67), MV e DP (0,85), NF e DP (0,70), NF e PEND (0,46), DP e SPAD (0,47) e entre
SPAD e ANT (0,73) (Tabela 2).

TABELA 2 — Correlagdes genotipicas (G) e fenotipicas (F) em seis caracteres avaliados
em linhagens de alface roxas.

Caréter' MV NF DP SPAD  ANT  PEND
G 1,00 0,62° 086" 0,34 0,08 0,09
: F 1,00 067 085 0,21 0,60  -0,07
G 1,00 0,66 0,35 -0,03 0,627
? F 1,00 0,70" 0,30 0,09 0,46
G 1,00 0,607 0,47 0,01
: F 1,00 0,47 0,24 -0,08
G 1,00 0,82 0,005
) F 1,00 0,737 0,01
5 G 1,00 -0,19
F 1,00 -0,11
6 G 1,00
F 1,00

"MV= massa verde (g); NF= numero de folhas; DP= didmetro da planta (cm); SPAD=
fndice SPAD; ANT= teor de antocianina (mg de cianidina-3-glicosideo 100g™ de massa

fresca); PEND= pendoamento (dias apds a semeadura). ™ e "=correlagio fenotipica
significativa respectivamente a 1% e 5% de probabilidade, pelo teste t. ™ e "=Correlacio

genotipica significativa respectivamente a 1% e 5%, pelo método de bootstrap com
5000 simulagdes.

De maneira geral, os valores de correlacdo genotipica e fenotipica ficaram
proximos (Tabela 2), indicando menor influéncia de fatores ambientais e maior atuagdo
de fatores genéticos na expressdo dos caracteres. Resultados semelhantes foram
observados em outros trabalhos realizados com a cultura da alface (SOUZA et al.,
2008); THAKUR et al., 2016). A diferenga minima entre as estimativas de correlacdo
genotipica e fenotipica confere o entendimento do quanto os fatores ambientais
influenciam as caracteristicas analisadas (THAKUR et al., 2016; NITHYA et al., 2020).

A andlise de trilha ¢ um importante meio para identificar as causas diretas e

indiretas da interacdo entre os caracteres (CRUZ; CARNEIRO; REGAZZI, 2014). Essa
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analise apresenta uma critica das forgas particulares envolvidas na correlacdo, além de
medir a importancia relativa de cada fator causal (NITHYA et al., 2020).

O coeficiente de determinagio (R?) da analise de trilha foi de 83,28% ¢ o efeito
residual de 40,89% (Tabela 3). Isso demonstra que a varidvel basica (NF) estd sendo
explicada por 83,28% das variaveis explicativas.

TABELA 3 — Estimativas dos efeitos diretos e indiretos dos caracteres primarios sobre a
varidvel principal nimero de folhas.

Efeito Estimativa
Massa verde
Direto sobre o numero de folhas 0,08
Indireto via diametro da planta 0,55
Indireto via teor de Antocianina 0,02
Indireto via SPAD 0,05
Indireto via pendoamento -0,03
Total 0,66
Diametro da planta
Direto sobre o nimero de folhas 0,64
Indireto via massa verde 0,06
Indireto via teor de Antocianina -0,09
Indireto via SPAD 0,11
Indireto via pendoamento -0,04
Total 0,70
Indice SPAD
Direto sobre o numero de folhas 0,24
Indireto via massa verde 0,01
Indireto via diametro da planta 0,30
Indireto via teor de Antocianina -0,27
Indireto via pendoamento 0,004
Total 0,30
Teor de antocianina
Direto sobre o namero de folhas -0,37
Indireto via massa verde -0,004
Indireto via didmetro da planta 0,15
Indireto via SPAD 0,18
Indireto via pendoamento -0,05
Total -0,08
Pendoamento
Direto sobre o namero de folhas 0,47
Indireto via massa verde -0,005
Indireto via didmetro da planta -0,05
Indireto via teor de Antocianina 0,04
Indireto via SPAD 0,002
Total 0,45
'R 0,8328
Efeito residual 0,4089

Tp2 . . ~ . - .
R”: coeficiente de determinag¢dao do modelo de trilha com um tnico diagrama causal.
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Os componentes primarios didmetro da planta (0,64) e pendoamento (0,47)
apresentaram altas magnitudes dos efeitos diretos sobre a variavel principal NF. Esses
valores foram superiores ao efeito residual (0,4089), demonstrando ser um resultado
relevante. As demais variaveis explicativas apresentaram valores baixos de estimativa
direta, sendo inferiores ao efeito residual. Esse resultado evidencia que os esfor¢os na
selecdo indireta para indice SPAD e teor de antocianina pode ndo resultar em ganhos
para NF. O efeito indireto da massa verde via didmetro da planta, e vice-versa, sobre o
numero de folhas foi positivo, sendo o valor 0,55 (Tabela 3). Esse resultado deve-se ao
aumento da massa verde com o incremento em DP, sendo o contrario também
verdadeiro (DIAMANTE et al., 2013; AZEVEDO et al., 2014). Os demais efeitos
indiretos foram relativamente baixos (Tabela 3).

A correlagdo fenotipica positiva entre o NF ¢ DP ¢ o NF e PEND demonstra
semelhanga entre o coeficiente de trilha e o de correlacdo (Tabelas 2 e 3). Esse resultado
sugere que o numero de folhas por planta interfere no periodo de emissao do pendao
floral mais tardio. O NF ¢ uma caracteristica importante tanto para o produtor quanto
para o mercado, dando indicios da adaptacdo do material genético ao ambiente. Essa
caracteristica pode ser influenciada pelo local de cultivo, além do componente genético
(DIAMANTE et al.,, 2013). Em outros trabalhos, os autores observaram que os
genoétipos de alface que continham o maior NF também apresentaram maior DP
(DIAMANTE et al., 2013; CECCHERINI; LIMA; SALA, 2020), corroborando os
resultados do presente estudo.

A selegdo direta permite a obtencdo de ganhos méaximos em um Unico carater
sobre o qual o melhorista realiza a selecio (CRUZ, 2013; CRUZ; CARNEIRO;
REGAZZI, 2014). No entanto as associacOes desse cariter com outras variaveis
analisadas podem resultar em ganhos favoraveis ou desfavordveis em caracteres de
importancia secundaria que nao foram considerados no processo de selecio (CRUZ,
2013). Os maiores ganhos obtidos por meio da sele¢do direta foram observados em
ANT (29,88%), SPAD (20,41%), MV (15,61%) e NF (15,27%). As mesmas variaveis
também apresentaram os maiores valores para ganho total, sendo SPAD (51,66%), ANT

(35,04%), MV (28,29%) e NF (26,00%) (Tabela 4).
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TABELA 4 — Estimativas de ganhos de sele¢ao (GS%) obtidos pelas sele¢des direta e
indireta para seis caracteres avaliados em genoétipos de alface.

Variaveis' 05 00

MV NF DP SPAD ANT PEND

MV 15,61 9,37 -13,64 2,26 -3,73 0,0

NF 8,47 15,27 -9,17 3,83 -4,36 8,6
DP 8,96 5,83 -9,97 4,06 1,37 0,02
SPAD 0,21 2,78 -9,07 20,41 13,14 -0,46
ANT -3,65 -11,00 -9,50 20,90 29,88 -8,17
PEND -1,31 3,75 0,79 0,20 -1,26 7,53
Total 28,29 26,00 -50,56 51,66 35,04 7,52

"MV= massa verde (g); NF= numero de folhas; DP= didmetro da planta (cm); SPAD=
indice SPAD; ANT= teor de antocianina (mg de cianidina-3-glicosideo 100g™ de massa
fresca); PEND= pendoamento (dias ap6s a semeadura). Critério favoravel de selegdo:
aumento para MV, NF, SPAD, ANT e PEND e reducao para DP. Valores em negrito
correspondem ao ganho pela sele¢do direta.

A ANT consiste em composto fenolico encontrado em abundancia em alfaces de
coloracdo vermelho-purpura (SYTAR et al., 2018). Esse pigmento confere beneficios a
saude, como a prevengdo de doencas cardiovasculares (CASSIDY, 2018),
neurodegenerativas, alergias, osteoporose entre outras (LI et al., 2017), além de possuir
efeitos antidiabéticos e contribuir na melhora da sindrome metabdlica (CHENG et al.,
2014). O indice SPAD possui correlagdo positiva com os teores de clorofila e nitrogénio
presentes na folha (CASSETARI et al, 2015; PEIXOTO et al, 2017), sendo
diretamente associado a melhoria da capacidade fotossintética da planta, refletindo em
incremento de produtividade. A MV e o NF sdo indicativos da adaptabilidade dos
genodtipos em relagdo ao ambiente. O NF € um atributo genético, sendo alterado
conforme o desenvolvimento da planta, do cultivar e do ambiente (DALASTRA et al.,
2016).

A variavel PEND apresentou o menor ganho individual (7,53%) pela selegao
direta (Tabela 4), o que condiz com o seu baixo CVg (7,93%). Essa variavel também
demonstrou o menor ganho total (7,52%) (Tabela 1). As consequéncias do
florescimento precoce na alface (PEND) sdo o alongamento do caule da planta, a

reducdo no nimero de folhas, a producdo de latex, que confere sabor amargo a folha e
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torna-a impropria para 0 consumo, € menores peso € tamanho da planta, resultando em
um produto de baixa qualidade (NICK; BOREM, 2016).

A selegdo direta para NF contribuiu com ganhos indiretos para MV (9,37%), DP
(5,83%), SPAD (2,78%) e PEND (3,75%). No entanto esse método promoveu ganho
negativo para ANT (-11,0%) (Tabela 4). A comercializagdo de alface no Brasil ¢
realizada normalmente em caixas de pléstico ou de madeira, praticamente sem
refrigeracdo, o que permite manter a qualidade do produto (SALA; COSTA, 2012).
Dessa forma, tem-se preferéncia por plantas com menor DP, na tentativa de reduzir as
perdas na qualidade do produto durante o seu acondicionamento.

A selegdo direta para SPAD promoveu ganhos indiretos para MV (2,26%), NF
(3,83%), DP (4,06%), ANT (20,90%) e PEND (0,20%) (Tabela 4). Essa foi a melhor
estratégia de selecdo indireta, pois possibilitou baixo incremento no DP e permitiu
ganhos positivos para os demais caracteres analisados, além de apresentar o maior
ganho total.

Os principais fatores que interferem diretamente ou indiretamente no ganho de
selecdo sdo a intensidade de selecdo, as caracteristicas genéticas da populacdo e as
condi¢des ambientais (CRUZ; CARNEIRO; REGAZZI, 2014; SILVA et al., 2020). A
maior variabilidade existente na populacdo aumenta a chance de ganho com a selecao
de genotipos superiores (BIZARI et al., 2017). No entanto a alta pressdo seletiva
implica no aumento de riscos de reducdo da variabilidade genética, refletindo no
comprometimento de ganhos em ciclos sucessivos (HAMAWAKI et al., 2012). Os
resultados obtidos por Terres et al. (2015) em batata e Silva et al. (2020) em milho doce
corroboram os obtidos no presente estudo. Esses autores também encontraram, nas
varidveis analisadas, altos ganhos com a sele¢@o direta e também perdas indiretas.

Os indices de selecdo, diferentemente da selecdo direta, possibilitam realizar a
selecdo simultanea de varios caracteres de importdncia econdmica, aumentando a
chance de sucesso no melhoramento genético (BIZARI et al., 2017; TASSONE et al.,
2019). Esses indices possibilitam varias combinagdes provenientes da unidade
experimental (CRUZ; CARNEIRO; REGAZZI, 2014).

O indice SH promoveu o maior ganho total (61,55%) e, em sequéncia, o indice
de MM (59,59%). Ambos promoveram ganhos positivos para todas as variaveis

analisadas (Tabela 5).
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TABELA 5 — Estimativas de ganhos de sele¢do (GS%) obtidos pelo indice classico
proposto por Smith e Hazel (SH), indice da soma de “ranks” de Mulamba e Mock
(MM) e indice base de Willians (W) em gendtipos de alface.

TR GS (%)

Indice MV NF DP SPAD ANT PEND Total
SH 5,66 6,91 5,67 19,70 22,26 1,35 61,55
MM 5,57 8,31 6,06 17,02 20,53 2,10 59,59
\ 12,03 7,61 8,27 12,13 16,22 -0,42 55,84

I’MVZ massa verde (g); NF= numero de folhas; DP= diametro da planta (cm); SPAD=
fndice SPAD; ANT= teor de antocianina (mg de cianidina-3-glicosideo 100g™ de massa
fresca); PEND= pendoamento (dias ap6s a semeadura).

O indice de W detectou o menor ganho total (55,84%), apresentando ganho
negativo para PEND (-0,42) (Tabela 5). Esse indice, no presente estudo, ¢ considerado
um método ineficiente, pois foi o indice que promoveu o maior ganho para DP e
reducdo no PEND. O indice SH apresentou os maiores ganhos para SPAD (19,70%) e
ANT (22,26%) (Tabela 5). Esse indice apresentou 75% de similaridade de genotipos
selecionados em comparagdo ao que ocorreu na selegdo direta para SPAD. Os genotipos
selecionados foram UFU-199#1#1#1; UFU-199#6#2#1; UFU-75#2#2#1; UFU-
199#2#1#1; UFU-199#2#2#1; UFU-184#2#1; UFU-199#5#1#1; UFU-184#2#5#1,
UFU-206#1#3#1 (Tabela 6).

TABELA 6 - Indicagdo dos doze genotipos superiores de alface roxa por selecdo direta,
indice classico proposto por Smith (1936) e Hazel (1943), indice da soma de “ranks” de
Mulamba e Mock (1978) e indice base de Willians (1962).

Indices de selegio Genotipos selecionados

UFU-199#1#1#1; UFU-199#6#2#1; UFU-75#2#2#1;
UFU-199#2#1#1; UFU-199#2#2#1; UFU-184#2#1;
UFU-199#5#1#1; UFU-184#2#5#1; UFU-206#1#3#1,
UFU-199#6#1#1; UFU-75#1#1#1 e UFU-189#2#1#1

Selegao direta para SPAD

UFU-199#1#1#1; UFU-199#6#1#1; UFU-199#6#2#1;
UFU-75#2#2#1; UFU-199#2#1#1; UFU-199#2#2#1;
UFU-184#2#1; UFU-199#5#1#1; UFU-184#2#5#1;
UFU-206#1#3#1; UFU-184#2#3#1 e UFU-75#1#3#1

Indice classico (SH)

UFU-199#1#1#1; UFU-199#6#1#1; UFU-199#6#2#1;

Indice da soma de “ranks” UFU-75#2#2#1; UFU-199#2#1#1; UFU-184#2#3#1;

MM) UFU-199#2#2#1; UFU-75#1#3#1; UFU-199#5#1#1;
UFU-184#2#5#1; UFU-7#1#1#1 e UFU-75#1#1#1

UFU-199#1#1#1; UFU-199#6#1#1; UFU-199#6#2#1;
UFU-75#2#2#1; UFU-199#2#1#1; UFU-199#2#2#1;
UFU-184#2#3#1;  UFU-75#1#3#1;  UFU-184#2#1;
UFU-7#1#1#1; UFU-199#2#3#1 e UFU-184#2#1#1.

Indice base (W)
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O indice SH selecionou 75% dos genoétipos selecionados pelo indice W (UFU-
199#1#1#1; UFU-199#6#1#1; UFU-199#6#2#1; UFU-75#2#2#1; UFU-199#2#1#1,
UFU-199#2#2#1; UFU-184#2#3#1; UFU-75#1#3#1;, UFU-184#2#1) (Tabela 6). A
diferenca entre esses dois indices foi caracterizada na escolha dos genotipos UFU-
199#5#1#1; UFU-184#2#5#1 e UFU-206#1#3#1 pelo indice SH e UFU-T#1#1#1;
UFU-199#2#3#1 e UFU-184#2#1#1 pelo indice W (Tabela 6). Os gendtipos UFU-
199#1#1#1; UFU-199#6#1#1; UFU-199#6#2#1; UFU-75#2#2#1; UFU-199#2#1#1 ¢
UFU-199#2#2#1 foram selecionados por todos os indices analisados neste trabalho
(Tabela 6).

Os indices SH e de MM, com a selecdo direta, apresentaram 66,66% de
coeréncia nos genodtipos selecionados (UFU-199#1#1#1; UFU-199#6#1#1; UFU-
199#6#2#1; UFU-75#2#2#1; UFU-199#2#1#1; UFU-199#2#2#1; UFU-199#5#1#1,
UFU-184#2#5#1) (Tabela 6). Maciel et al. (2019b), caracterizando o mesmo banco de
germoplasma estudado no presente trabalho, por meio de andlise univariada,
observaram excelentes caracteristicas agrondmicas € nutricionais nos mesmos
genoétipos. Esse resultado sugere a capacidade promissora de utilizagdo dessas linhagens
em futuros programas de melhoramento genético.

O indice base de Willians (1962) ¢ similar ao indice classico proposto por Smith
e Hazel (1943), quando as variancias e covariancias fenotipicas forem definidas
predominantemente por fatores genéticos (CRUZ; CARNEIRO; REGAZZI, 2014).
Vieira et al. (2017), estudando indices de selecdo em morango, concluiram que os
indices de MM e SH promoveram os maiores ganhos em morango. Esse resultado

corrobora os encontrados no presente trabalho.

4 CONCLUSOES

1. O indice classico proposto por Smith e Hazel e o indice da soma de “ranks” de
Mulamba e Mock proporcionaram os maiores ganhos de selecdo em alface
biofortificada.

2. O indice classico proposto por Smith e Hazel, o indice da soma de “ranks” de
Mulamba e Mock e o método de sele¢ao direta apresentaram coeréncia na escolha dos
gendtipos UFU-199#1#1#1; UFU-199#6#1#1; UFU-199#6#2#1; UFU-75#2#2#1; UFU-
199#2#1#1; UFU-199#2#2#1; UFU-199#5#1#1; UFU-184#2#5#1.

3. O coeficiente de determinagdo genotipica para nimero de folhas, teor de antocianina,
pendoamento e indice SPAD possui alta magnitude.
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4. O efeito direto do diametro da planta e do pendoamento sobre a variavel principal
numero de folhas ¢ positivo.
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