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RESUMO

A alface, entre as hortaligas folhosas, ¢ a mais consumida no mundo e a de maior
importancia econdmica e social no Brasil. Pelo fato da alface ser um dos alimentos mais
presente na alimentacdo dos brasileiros, qualquer estratégia que vise potencializar a sua
qualidade nutricional pode resultar em varios beneficios para a saude. Dentre elas, pode-se citar
a biofortificacdo obtida por melhoramento genético convencional, visando altos teores de
betacaroteno, uma pro-vitamina A. No entanto, existe dificuldade na selecdo de genotipos
biofortificados devido as metodologias de quantificagdo e identificagdo dos compostos de
interesse. Assim, esse trabalho teve como objetivo a aplicagdo da fenotipagem por imagem
visando a selecdo de gendtipos de alface ricas em betacaroteno. O experimento foi conduzido
na Esta¢do Experimental de Hortalicas da Universidade Federal de Uberlandia, campus Monte
Carmelo. O delineamento experimental foi em blocos casualizados, sendo avaliadas 22
linhagens provenientes do Banco de Germoplasma de alface da UFU e trés cultivares
convencionais como testemunha. A fenotipagem por imagem dos gendtipos foi realizada com
uma camera RGB, marca Canon modelo NGB, embarcada no drone modelo Phantom 4. Apos
a verificacdo da presenca de ampla variabilidade genética entre os materiais analisados por meio
das avaliacGes agronomicas, foi realizado o processamento e andlises das imagens obtidas.
Como resultado, foi possivel a elabora¢do de uma equacdo de regressdo linear, G = —0,442 X
SPAD + 116,390, a qual apresentou coeficiente de determinagdo igual a 96,9%. Por meio da
mesma, percebe-se que a resposta do indice referente aos carotenoides (SPAD) apresenta
comportamento inverso ao valor expresso no canal G. Foi possivel a sele¢ao da linhagem UFU-
206#3#1#1, sendo a que apresentou o maior teor de carotenoides. A utilizacdo da técnica de
fenotipagem por imagem foi satisfatoria ao permitir a selecdo de linhagem com alto teor de

carotenoides de forma indireta, comprovando a aplicabilidade da mesma.

PALAVRAS-CHAVE: Geotecnologias; melhoramento genético; biofortificagdo.



1 INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.) € a hortaliga folhosa mais consumida no Brasil, sendo a
terceira hortaliga em maior volume de produgdo (ABCSEM, 2014). A alface do tipo crespa
possui maior importancia economica em relagdo aos tipos americana, lisa e romana (SALA;
COSTA, 2008; SALA; COSTA, 2012; HORTI & FRUTI, 2019).

O consumo desta hortalica possibilita uma alimenta¢ao mais saudavel, visto que a
mesma pode auxiliar na prevencdo de diversas doencas relacionadas ao estresse oxidativo
(MAIANTI et al., 2009; ROCHA; REED, 2014).

Uma forma de enriquecer nutricionalmente a dieta alimentar € por meio da utilizacio de
técnicas de biofortificagdo. Tal processo pode ser obtido em programas de melhoramento
genético convencional ou com a utilizacdo de técnicas de biotecnologia/transgenia. Na
biofortificagdo ocorre o enriquecimento nutricional de micronutrientes e vitaminas, resultando
em um alimento que atenderd melhor as exigéncias nutricionais (LOUREIRO et al., 2018).

Os carotenoides podem ser utilizados na biofortificacdo pois sdo responsaveis por
beneficios a saude (SOUZA et al., 2007; CASSETARI et al., 2015), e nos vegetais sao os
precursores da vitamina A (SILVA; MURA, 2010).

Virias pesquisas demonstram que hé possibilidade de obtengdo de gendtipos de alface
com elevados teores de carotenoides (SILVA et al., 2007; CASSETARI et al., 2015; SILVEIRA
et al., 2019; MACIEL et al., 2020a, MACIEL et al., 2020b). No entanto, apesar da relevancia
dos alimentos biofortificados, ha poucas pesquisas visando desenvolver cultivares de alfaces
ricas em carotenoides no mundo. Um dos grandes entraves para o sucesso dos programas de
melhoramento visando a obtengao de gendtipos de alface ricos em carotenoides esta relacionado
ao alto custo para analisar o constituinte presente nas folhas.

Cassetari et al. (2015) observaram uma alta correlacdo positiva entre carotenoides e
clorofila de 0,69. A determinacdo do teor de clorofila pode ser obtida por meio do medidor
SPAD. Souza et al. (2011) elucidou que ha eficiéncia na estimacao do teor de clorofila por meio
do SPAD. Sendo assim, torna-se possivel determinar o teor de carotenoides por meio da mesma
técnica.

O SPAD permite a medi¢ado e leitura de forma indireta do teor de clorofila em funcdo
do calculo da quantidade de luz transmitida pela folha nos comprimentos de ondas 650 nm e

940 nm. As moléculas de clorofila absorvem a luz no comprimento de onda de 650 nm
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(SWIADER; MOORE, 2002). Em programas de melhoramento genético, sao obtidos milhares
de gendtipos, os quais demandam um oneroso tempo para a coleta de resultados em relagdo ao
teor de clorofila, inviabilizando o operacional para a realizagao de tais procedimentos. Dessa
forma, ¢ necessaria uma técnica que permita a determinagdo de pigmentos foliares de forma
rapida, objetiva e com custo acessivel.

A utilizacdo de técnicas de fenotipagem por imagem tem sido cada vez mais empregada
em programas de melhoramento genético vegetal (BRISSON et. al., 2010; SOUSA et. al.,
2015), e em trabalhos relacionados especificamente a cultura da alface (MACIEL et al, 2019;
MACIEL et al., 2020a), possibilitando a implementagdo de novas tecnologias que aumentem a
acuracia e a rapidez em quantificacdes e mensuragdes fenotipicas. Tais técnicas buscam
determinar valores qualitativos e/ou quantitativos das caracteristicas em estudo e correlaciona-
las ao desempenho de um gendtipo em determinado ambiente (DHONDT et al., 2013). A
fenotipagem de plantas tem sido associada a analises Opticas nao destrutivas de caracteristicas
vegetais, principalmente com o uso de imagens, (WALTER et al., 2015). As técnicas utilizadas
atualmente em fendmica de plantas abrangem diversas é4reas da ciéncia, incluindo a
espectroscopia, com a geracdao de imagens (SOUSA et. al., 2015).

As Aeronaves Remotamente Pilotadas (ARP’s), também denominadas “drones”,
permitem a coleta de imagens de alta resolugdo espacial da vegetagdo e também de alta
resolucdo temporal, possibilitando o monitoramento em tempo quase real de campos de
experimentacdo agricola. Essas aeronaves podem embarcar diversos tipos de camaras com
sensores que capturam desde o espectro eletromagnético visivel até o espectro do
infravermelho, possibilitando diversas andlises das caracteristicas vegetais (SOUSA et al.,
2015). Essa combinagao entre a alta resolugdo espacial e temporal € um dos principais atrativos
para o emprego dessa tecnologia na fenotipagem de alfaces.

Trabalhos relacionados com a reflectancia vegetal procuraram buscar relagdes com
caracteristicas especificas de plantas como estimativa de area com plantio de soja (ANTUNES
et al., 2012), estimativa e mapeamento de areas com culturas de soja € milho (JOHANN et al.,
2012), fenotipagem com o uso de indices de vegetacdo para a selecdo de gendtipos superiores
de capim-elefante (OLIVEIRA et al., 2019) e uso de imagens digitais para a caracterizagdo de
progénies de maracujazeiro azedo (ROSAS et al., 2019), entre outros. Estudos realizados por
Maciel et al. (2019) e Maciel et al. (2020a) obtiveram respostas satisfatorias em relagdo a
selecdo de forma indireta de caracteres de interesse utilizando imagens em cultivares de alface.

Porém, percebe-se escassez de trabalhos que relacionam tal inferéncia de informacdes com
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hortalicas, evidenciando a necessidade de mais pesquisas nesta area em questdo, possibilitando

um maior desenvolvimento da cultura da alface.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Utilizacdo de técnica de sensoriamento remoto para a selegdo de linhagens de alface
com potencial agrondmico e com diferentes niveis de carotenoides por meio da

fenotipagem por imagens.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Correlacionar parametros coletados em campo com o auxilio do equipamento
clorofilometro modelo Minolta SPAD-502 CFL1030 (teores de SPAD/carotenoides)
com as informagdes espectrais das imagens coletadas com a Aeronave Remotamente

Pilotada (ARP).

e Analisar os resultados do modelo gerado com as amostras coletadas para validag¢do e

verificagcdo do nivel de correlag@o entre as informagdes geradas.
e Verificar a possibilidade da utilizagdo do modelo de fenotipagem por imagem gerado

para areas onde hd uma grande producao de alface, como em campos de cultivos nos

Cinturdes Verdes da regido metropolitana do estado de Sao Paulo, por exemplo.

3 REFERENCIAL TEORICO
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3.1 CULTURA DA ALFACE

A alface (Lactuca sativa L.) € originaria da Bacia do Oriente Médio e pertence a familia
Asteraceae (VRIES, 1997). Essa hortalica folhosa ¢ consumida preferencialmente in natura
devido as suas propriedades organolépticas (SILVEIRA, 2016), como ¢ o caso da cor e textura
crocante das folhas (CAMPO & NEGOCIOS, 2014). Consequentemente, devido ao aumento
crescente da populagdo mundial, tem-se elevado o consumo desta folhosa, sendo que o aumento
na producdo deve acompanhar tal consumo, conforme aponta Silveira et al. (2015).

A alface ¢ cultivada em grande escala no Brasil, sendo considerada a principal folhosa,
ocupando uma area de aproximadamente 35000 hectares (SALA; COSTA, 2012; MOREIRA
et al., 2014; SOUSA et al., 2014). Conforme o balanco apresentado pela Associa¢do Brasileira
do Comércio de Sementes ¢ Mudas (ABCSEM, 2014), no cenario nacional de producao de
hortaligas, a alface apresenta grande volume de produgdo, perdendo apenas para as culturas da
melancia e do tomate, representando grande importancia econdmica para o setor (IBGE, 2017).

Segundo dados fornecidos pela HORTI & FRUTI (2019) as areas com cultivo de alface
em 2019 representaram cerca de 86,8 mil hectares, resultando em um volume produzido de
575,5 mil toneladas. O impacto positivo desta cultura em relacao a comercializagdo movimenta
cerca de oito bilhdes de reais no varejo. A producao pode ser estimada em mais de 1,5 milhdes
de toneladas anuais (ABCSEM, 2015).

A cultura da alface apresenta possibilidade de cultivo ao longo de todo o ano, sendo que
tal producado ¢ viabilizada devido a disseminagdao de técnicas de cultivos como a hidroponia,
permitindo suprir a demanda e exigéncias da cultura durante o ano e em diversas regides do
territério brasileiro. Além disso, devido ao seu consumo em nivel mundial, a mesma ¢
produzida em todos os continentes (CARVALHO; SILVEIRA, 2017).

Quanto aos tipos de alfaces produzidas, destacam-se atualmente no mercado diversas
variedades, dentre as quais: Americana, também conhecida como repolhuda crespa, que possui
folhas com aspecto crespo e nervuras em destaque, formando a chamada “cabeca”; Lisa, que
ndo apresenta a formagdo da “cabeca”, mas apresenta folhas macias e lisas; Crespa, com as
folhas crespas e soltas; Mimosa, apresentando folhas delicadas e “arrepiadas” e a alface
Romana que apresenta folhas consistentes, alongadas e nervuras protuberantes (CARVALHO;
SILVEIRA, 2017). A alface do tipo crespa possui maior importancia econdmica em relagdo aos
tipos americana, lisa e romana (SALA; COSTA, 2008; SALA; COSTA, 2012; HORTI &
FRUTI, 2019).
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3.2 CAROTENOIDES E VITAMINA A

O consumo de alface pode auxiliar na prevengao de diversas doengas relacionadas ao
estresse oxidativo (MAIANI et al., 2009, ROCHA; REED, 2014). Os carotenoides, presentes
em alimentos como cenoura, batata doce, abobora, buriti, dentre outros, sdo compostos
bioativos, sendo responsaveis por maior parte destes beneficios a satide (SOUZA et al., 2007;
FIEDORK; BURDA, 2014). Esses compostos sdo precursores da vitamina A, apresentando
fungdes de fortalecimento do sistema imunoldgico e diminuicdo dos riscos de doengas
degenerativas (SILVA; MURA, 2010).

A vitamina A de maneira geral apresenta papel importante em relagdo a visdo. Ela
participa na composi¢do dos pigmentos maculares, que sdo responsaveis pela cor amarela e sdo
protetores dos olhos (MESQUITA; TORQUILHO, 2016). Outro beneficio ¢ a reducdo da
chance de ocorréncia de doengas oculares como a catarata, que causa opacifica¢ao da regido do
cristalino, fazendo com que a visdo se torne cada vez menos nitida (STRINGHETA, 2006).

Os carotenoides, juntamente com as vitaminas, apresentam caracteristicas
antioxidantes. Esses sdo responsaveis pelo poder curativo e preventivo de algumas doencas
como distirbios de fotossensibilidade (eritema, erupg¢do polimorfa a luz, protoporfiria
eritopoiética), doengas cardiovasculares, diabetes, cancer (colon, esofagico, bucal, faringe e
laringe), distarbios neuroldgicos, dentre outros. (SKIBSTED, 2012; MESQUITA; TEIXEIRA;
SERVULO, 2017).

Pesquisas demonstram que hé possibilidade de obtengdao de gendtipos de alface ricos
em carotenoides por meio de programas de melhoramento genético (SILVA et al., 2007,
CASSETARI etal., 2015). Tal processo justifica-se pelo fato de que a folhosa apresenta elevado
consumo e prego acessivel, tornando vidvel o consumo e a produgdo deste alimento
enriquecido. Além disso, esses programas possibilitam que a popula¢do tenha acesso a
alimentos biofortificados sem exigir mudangas de seus habitos alimentares (SALA, 2011,
LOUREIRO et al., 2018), pois a melhoria nutricional ¢ realizada no alimento habitualmente
consumido na regido.

A determinacdo do teor de carotenoides em programas de melhoramento genético
apresenta dificuldades, visto que os mesmos podem sofrer processos de isomerizagdo e
oxidacdo durante a andlise destrutiva ou durante a estocagem da amostra, para a posterior
analise (RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA; AMAYA-FARFAN, 2008). Além disso, ha um
alto custo para a analise do constituinte de interesse nas folhas (EMBRAPA, 2015).
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A biofortificagdo da alface ¢ viabilizada devido ao fato de que o controle genético dos
betacarotenos em alface possui alta herdabilidade (84%) e, portanto, pode ser potencializado
via melhoramento genético (CASSETARI et al., 2015). Estes mesmos autores observaram uma
alta correlagdo entre os teores de carotenoides e os teores de clorofila, possibilitando a
mensurac¢ao de forma indireta dos teores de carotenoides pelo indice SPAD. Porém, geralmente
em programas de melhoramento genético, trabalha-se com uma grande quantidade de gendtipos
em extensas areas, o que implica em demorada coleta de resultados, inviabilizando o

operacional para esta técnica (MACIEL et al., 2019).

3.3 FENOTIPAGEM POR IMAGEM

Atualmente existe a necessidade de desenvolvimento e implementacdo de novas
tecnologias que aumentem a acuracia e a rapidez em quantificagdes e mensuragdes fenotipicas
em programas de melhoramento genético. Pesquisas demonstram que havera aumento
significativo em rela¢do a demanda mundial por alimentos no periodo de 2005 a 2050, gerado
pelo aumento da densidade populacional e melhorias na qualidade da alimentacdo da
populagdo, principalmente em paises desenvolvidos (TILMAN et al. (2011).

Os programas de melhoramento genético de plantas, para acompanharem a demanda
crescente de producdo de alimentos, necessitam ampliar suas bases genéticas de prospecgao e
obter novas técnicas para uma maior rapidez em mensuragdes de caracteristicas fenotipicas de
interesse agricola e econdmico, de forma a agregar tais caracteristicas em gendtipos superiores.
Formas tradicionais de prospeccdo de novos gendtipos de interesse, como andlise de
diversidade genética entre individuos em um grupo, sdo utilizadas para a sele¢do de materiais
de interesse (LIU et al., 2013, CORTES et al., 2017).

Técnicas tradicionais de fenotipagem estdo se tornando onerosas, visto que para a
obteng¢do de novas cultivares, trabalha-se com elevado niumero de individuos e ha complexidade
em relacdo as caracteristicas avaliadas e mensuradas, dificultando a caracterizagdo dos
individuos de uma populagdo. Tal fato baseia-se na informacao de que as técnicas tradicionais
de fenotipagem utilizam-se de mensuracdes individuais das caracteristicas das plantas, como
peso de frutos e caracteristicas morfologicas (SOUSA et al., 2015).

Os programas de melhoramento genético na atualidade estdo buscando a utilizagdo de

novas metodologias e técnicas que possibilitem o aumento da acurdcia e rapidez das
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mensuracdes fenotipicas. Isso permite ampla caracterizagdo de materiais com base no fendtipo
de um organismo tornando possivel a sele¢do de genotipos superiores em menor tempo
(SANTOS; YASSITEPE, 2014).

Como exemplo destas tecnologias existe a fenotipagem por imagem de plantas em larga
escala e de alta precisdo. Essa técnica também ¢ chamada de fendmica. Tal ciéncia utiliza
técnicas de aquisicdo de imagens de determinados fenétipos em larga escala e dimensao,
reduzindo o tempo gasto nos procedimentos para a obtengdo das informagdes e conferindo a
possibilidade de ampla analise de genotipos de interesse.
Esse método gera grande quantidade de dados em menor intervalo de tempo em comparagdo
com o uso de técnicas tradicionais de fenotipagem. (FIORANI; SCHURR, 2013, SOUSA et al.,
2015). Conjuntamente, hd a possibilidade de determinacdo de valores qualitativos e/ou
quantitativos das caracteristicas em estudo, sem a necessidade do uso de analises destrutivas de
caracteristicas vegetais, podendo correlaciona-las ao desempenho do gendtipo em determinado
ambiente (FURBANK; TESTER, 2011; DHONDT et al., 2013; FIORANI; SCHURR, 2013;
WALTER et al., 2015).

Segundo Araus et al. (2015), as técnicas de fenotipagem por imagem em grande escala
requerem um carater de conhecimento multidisciplinar, para que seja possivel a obtencdo de
melhores resultados. Tecnologias nas areas de robotica, sistemas para captura e processamento
de imagens e a disseminacdo das Aeronaves Remotamente Pilotadas (ARP) permitem a
intercomunicdo entre estas diversas areas englobadas pela fenotipagem da nova geragdo

(FURBANK; TESTER, 2011; SANTOS; YASSITEPE, 2014; SOUSA et al., 2015).

3.4 AERONAVES REMOTAMENTE PILOTADAS (ARP’s)

A modernizacdo da agricultura contribuiu para o surgimento de tecnologias
automatizadas, capazes de realizar inferéncias de informacdes acerca das culturas sem a
necessidade de contato direto com as mesmas. Além disso, a captura remota das informagdes
permite diminui¢do no tempo da aquisicdo de dados e redugdo no emprego de técnicas de
carater destrutivo das plantas (ANSELMI, 2012; LAJUS, 2018).

O surgimento das Aeronaves Remotamente Pilotadas (ARP’s) possibilitou a aquisi¢ao
de imagens de extensas 4reas com maior rapidez em relagdo as técnicas convencionais

(PRIMICERIO, 2012). O uso das ARP’s se fortaleceu pelos avangos na tecnologia da
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computagdo e desenvolvimento de sistemas globais de navegacdo e geoprocessamento, além
do embarque de sensores e recursos de imagem eficientes e precisos, permitindo a captura de
imagens para o posterior processamento e aferimento de informacodes de interesse (ANDRADE,
2016).

Dentre algumas vantagens apresentadas pelos ARP’s, pode-se citar a flexibilidade de
uso em frente a diversas situacdes e a capacidade do sobrevoo mais proximo a superficie
terrestre. Essa caracteristica permite maior detalhamento dos alvos de interesse e maior
seguranca do operador. Esta seguranca deve-se ao fato de que o mesmo consegue realizar a
pilotagem da aeronave remotamente (JORGE et al., 2011; EID et al., 2013; SILVA etal., 2015;
ANAC, 2017).

As aeronaves podem embarcar diversos tipos de camaras com sensores que capturam
desde o espectro eletromagnético visivel até o espectro do infravermelho, possibilitando
diversas analises das caracteristicas vegetais (SOUSA et al., 2015). A combinagao entre a alta
resolugdo espacial e temporal é um dos principais atrativos para o emprego dessa tecnologia na

fenotipagem de alfaces.

4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado 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). Os genotipos caracterizados fazem parte do Programa de Melhoramento Genético de
Alface Biofortificada da UFU.

Foram avaliadas 22 linhagens de alface provenientes da hibridacdo entre as cultivares
Pira 72 versus Uberlandia 10000, rica em carotenoides (SOUZA et al., 2007), seguido de seis
sucessivas autofecundacdes realizadas entre 2013 a 2017. O método de melhoramento utilizado
para a obtencdo das linhagens foi o genealdgico. Foram utilizadas como testemunhas as
cultivares: cv. Grand Rapids, UFU-Biofort e Uberlandia 10000 (SOUZA et al., 2007)
totalizando 25 tratamentos.

A semeadura foi realizada em 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 vegetagao do tipo arco, com

dimensdes de 5 m x 6 m e pé direito de 3,5 metros coberta com filme de polietileno transparente
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de 150 micra, aditivado contra raios ultravioleta, e cortinas laterais de tela branco anti-afideos.
Aos 30 dias ap6és a semeadura, as mudas foram transplantadas para canteiros definitivos em
campo. Os canteiros foram formados, utilizando rotoencanteirador, com 1,30 m de largura. Os
tratos culturais foram realizados conforme preconizado para o cultivo de alface (FILGUEIRA,
2013).

Cada parcela do experimento foi composta por 16 plantas, separadas em quatro fileiras
por canteiro em espagamento de 0,25 m x 0,25 m, sendo avaliadas as oitro plantas centrais. A

colheita ocorreu aos 35 dias ap6s o transplantio e as plantas foram levadas para o laboratério.

4.1 VARIAVEIS ANALISADAS

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

O teor de antocianinas totais foi determinado pelo método descrito por Francis (1982).
Foram coletadas folhas do terco médio de quatro plantas da parte central de cada parcela e as
mesmas foram processadas. Posteriormente, pesou-se 0,5 g de amostra triturada e
homogeneizada, transferiu-se para um baldo volumétrico de 25 ml e adicionou-se uma solugdo
extratora de etanol 95% e 4acido cloridrico 1,5 N na propor¢do 85:15. A amostra foi
homogeneizada e os baldes foram envolvidos com papel aluminio e posteriormente colocados
numa incubadora B.O.D (Biochemical Oxygen Demand) Limatec a temperatura constante de
25 °C por 24 horas. Na sequéncia, foi feita a leitura da absorbancia no comprimento de onda de
535 nm. A concentragdo de pigmentos antocidnicos foi realizada baseada na absorbancia,
segundo a equacdo: At = (Ab * f)/E. Em que At: antocianinas, mg de cianidina-3-glicosideo
100g! de massa fresca; Ab: absorbancia; f: fator de dilui¢do (0,02); €: coeficiente de
absortividade molar da cianidina (98,2). Os resultados foram expressos em mg de cianidina-3-

glicosideo 100" massa fresca.
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O indice SPAD/carotenoides (CASSETARI et al., 2015) foi obtido pelo valor médio
apos coletar os dados das quatro plantas centrais de cada parcela. Para tal procedimento, foi
utilizado o equipamento clorofildmetro modelo Minolta SPAD-502 CFL1030. Também foi

realizada a contagem dos dias para pendoamento apos semeadura (DPS).

4.2 ANALISE ESTATISTICA

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). Em seguida, foram realizadas analises
multivariadas de dissimilaridade genética entre os gendtipos pela distadncia generalizada de
Mahalanobis (D?/). A divergéncia genética foi representada por um dendrograma obtido pelo
método hierarquico Unweighted Pair-Group Method Using Arithmetic Averages (UPGMA) e
pelo método de otimizagdo Tocher. 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 utilizando-se o sofiware Genes (CRUZ,
2016).

Além de realizar a metodologia convencional para determinar o teor de carotenoides
proposta por Cassetari et al. (2015) a partir do indice SPAD/carotenoides, foi realizado a
fenotipagem por imagem dos mesmos genotipos com a utilizagdo de imagens aéreas. Essas
imagens foram coletadas por uma Aeronave Remotamente Pilotada (ARP), modelo Phantom 4
Advanced, com uma camara de 20 megapixels. Os pardmetros utilizados no voo foram: altura
de 20 m, 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.

Em cada parcela foi realizada a segmentacdo manual das alfaces e separado o canal
verde com o software Imagel v. 1.52. Dessa segmentacao, foi calculada a média dos valores de
intensidade do canal verde (G) e realizada a correlagdo com os valores de SPAD utilizando o

software SIGMA PLOT, ao nivel de significancia de 5%.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1 AVALIACOES AGRONOMICAS

Conforme pode ser observado na Tabela 1, por meio do teste F (p < 0,05), verificou-se
diferenca significativa para as variaveis respostas analisadas, exceto para temperatura foliar e
teor de antocianina.

Tabela 1. Médias referentes a massa fresca (MF), didmetro de caule (DC), nimero de
folhas (NF), diametro de planta (DP), temperatura foliar (TF), teor de antocianina (TAC),
dias para pendoamento apds semeadura (DPS) e indice SPAD/carotenoides (SPAD), em
linhagens de alface do tipo crespa.

. . DC DP TF DPS SR?
Linhagens MF (g) (cm) NF (em) (°C) TAC (dias) SPAD (%)

UFU-206#1#6#1  220,1b 2,0b 18,0c 254c 20,0a 19,la 68,7¢ 228 ¢ 30,87
UFU-189#3#1#1  180,8c 2,3a 251a 244c 19,5a 22,1a 880D 26,6 b 52,29
UFU-197#3#1#1  1442c¢ 23a 169c 24,6¢c 184a 20,la 81,7b 228 ¢ 30,76

UFU-125#1#1#1  1962¢ 2,5a 22,1b 249c 19,9a 145a 82,7b 17,0 £ -2,52

UFU-7#1#2#1 196,4c 19b 244b 242c 203a 16,8a 94,7a 234c¢ 34,19
UFU-155#1#1#1  2777a 2,5a 26,0a 30,5a 193a 16,6a 64,0d 16,8 f -4,01
UFU-120#1#1#1  165.6¢ 22b 173¢ 252¢ 19,1a 123a 71,0¢c 15,0 f -14,15

UFU-189#1#2#1  139,0c 2,1b 263a 23,6¢ 18,5a 13,1a 87,0b 26,8 b 53,26
UFU-197#2#1#1  1348¢ 2,3a 232b 242c 198a 194a 1040a 232¢ 32,93
UFU-199#3#1#1  1273¢ 19b 205¢ 22,7¢ 20,6a 192a 873b 23,1¢ 32,30
UFU-206#1#1#1  1722¢ 2,0b 184c¢ 23,1c 194a 169a 80,0b 21,3d 21,76
UFU-206#3#1#1  220,7b 2,5a 27,7a 243c 209a 124a 770¢ 29,7 a 69,93

UFU-197#1#1 1482¢c 23a 254a 233¢c 209a 13,7a 94,7a 26,6 b 52,06
UFU-197#2#2#1  1553¢ 2,5a 22,0b 24,1c 203a 202a 96,0a 24,1 ¢ 37,86
UFU-155#1#2#1  2440b 2,5a 19,8c 262b 209a 17,0a 89,3b 16,1 f -8,08
UFU-189#3#4#1  1729c¢ 2,5a 243b 23,7c 18,1a 21,0a 85,7b 26,1b 49,54
UFU-206#1#4#1  186,9¢ 24a 159c¢ 232c¢ 199a 157a 783c¢ 20,5d 17,30
UFU-125#2#2#1  1433¢ 2,0b 23,7b 222c¢ 20,6a 147a 89,7b 22,5¢ 28,75
UFU-206#1#2#1  164.9¢ 2,0b 149¢ 21,5¢ 195a 17,5a 74,0c 21,4d 22,62
UFU-189#3#2#1  1856¢c 2,3a 25,1a 259b 212a 17,5a 90,7b 24,1 ¢ 37,86
UFU-206#1#5#1  2398b 2,6a 17,2¢ 23,7¢ 194a 200a 720c 25.4b 45,70

UFU-040#5#5#1  176,3¢ 23a 18,5¢ 27,5b 19,0a 152a 53,0¢ 189 ¢ 8,02
UFU-Biofort 2672a 2,0b 16,1¢c 27.7b 21,2a 198a 81,0b 28,6 a 63,46
cv. Grand Rapids ~ 3134a 2,6a 17,5¢ 29.8a 199a 230a 64,0d 17,5 f 0,00
cv. Uberlandia 10000 2754a 22a 285a 269b 202a 182a 83,0b 19,0 e 8,53
Média geral 1939 23 214 249 199 174 815 22,4 30,87

CV(%) 18,86 12,27 9,77 7,98 838 2884 6,76 6,27

Ks 020 0,06 020 020 020 020 0,01 0,20

F 0,03 0,02 001 001 002 001 0,00 0,00

E” 0,02 0,09 08 093 0,12 0,07 0,49 0,25
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'Médias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 0,05
de significancia. 2(SR) Superioridade relativa das linhagens em relagdo a testemunha cv.
Grand Rapids 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¢cdo normal, varidncias homogéneas e efeitos aditivos.

Em relagdo a variavel massa fresca, observou-se que a linhagem UFU-155#1#1#1
(277,7 g) se destacou em relagdo as demais, assemelhando-se as testemunhas UFU-Biofort
(267,2 g), cv. Grand Rapids (313,4 g) e cv. Uberlandia 10000 (275,4 g). Adicionalmente, as
linhagens UFU-206#1#6#1 (220,1 g), UFU-206#3#1#1 (220,7 g), UFU-155#1#2#1 (244,0 g) e
UFU-206#1#5#1 (239,8 g) apresentaram valores medianos em relagdo as demais linhagens que
apresentaram os menores valores de massa fresca (Tabela 1). Estes resultados foram superiores
aos encontrados por Mogor & Camara (2007) e Santos et al. (2009) e similares a diversas
pesquisas ja realizadas (Blat et al., 2011; Diamante et al., 2013; Suinaga et al., 2013; Ziech et
al., 2014; Brzezinski et al., 2017). Esse resultado ¢ indicativo de que as linhagens apresentam
padrdo comercial. Porém, no trabalho realizado por Sousa et al. (2018), foram encontrados
valores superiores em relagio ao atual trabalho (350,3; 354,0; 370,3 g planta™' de massa fresca,
respectivamente, para as cultivares Isabela, Thais e Vanda). Essas varia¢des podem ser reflexo
de formas diferentes de expressdo do potencial genético em fun¢do de condigdes ambientais
presentes nas areas em que os trabalhos foram realizados (NESPOLI et al., 2009; QUEIROZ et
al., 2014) ou devido a época de cultivo adotada (
etal., 2016).

Para o didmetro de caule, as linhagens UFU-189#3#1#1 (2,3 cm), UFU-197#3#1#1 (2,3
cm), UFU-125#1#1#1 (2,5 cm), UFU-155#1#1#1 (2,5 cm), UFU-197#2#1#1 (2,3 cm), UFU-
206#3#1#1 (2,5 cm), UFU-197#1#1 (2,3 cm), UFU-197#2#2#1 (2,5 cm), UFU-155#1#2#1 (2,5
cm), UFU-189#3#4#1 (2,5 cm), UFU-206#1#4#1 (2,4 cm), UFU-189#3#2#1 (2,3 cm), UFU-
206#1#5#1 (2,6 cm), UFU-040#5#5#1 (2,3 cm), juntamente com as testemunhas cv. Grand
Rapids (2,6 cm) e cv. Uberlandia 10000 (2,2 cm) apresentaram os maiores didmetros em relacao
as demais. A testemunha UFU-Biofort (2,0 cm) apresentou o menor diametro de caule,
assemelhando-se as demais linhagens que nao foram citadas anteriormente (Tabela 1).

Valores médios de diametro de caule (2,4 cm e 2,5 cm) semelhantes aos obtidos neste
estudo foram observados no trabalho desenvolvido por Brzezinski et al. (2017). J4 Sousa et al.
(2018), avaliaram cultivares onde foi observado que o didmetro médio das mesmas foi em torno
de 2,7 cm. Adicionalmente, Lima et al. (2016) verificaram que os didmetros das cultivares Brida

e Cristal na regido de Jatai — GO, assumiram valores de 2,9 e 3,0 cm, respectivamente. O fato
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de ocorrer diferencas em relagdo ao diametro do caule esta relacionado as variagoes das
condi¢cdes genéticas e ambientais, como em relagdo a temperatura ou disponibilidade hidrica,
que influenciam nesta variavel e também em outros caracteres como massa fresca, nimero de
folhas e diametro de plantas e também potencial e expressao genética (NESPOLI et al., 2009;
QUEIROZ et al., 2014; SOUSA et al., 2018).

As linhagens UFU-189#3#1#1 (25,1), UFU-155#1#1#1 (26,0), UFU-189#1#2#1 (26,3),
UFU-206#3#1#1 (27,7), UFU-197#1#1 (25,4), UFU-189#3#2#1 (25,1) e a testemunha cv.
Uberlandia 10000 (28,5) apresentaram os maiores valores em relagdo ao numero de folhas em
comparagao as testemunhas UFU-Biofort (16,1) e cv. Grand Rapids (17,5) (Tabela 1). Cometti;
Galon; Bremenkamp (2019); Rech et al. (2019) verificaram resultados semelhantes aos obtidos
neste trabalho para o nimero de folhas em cultivares de alface avaliadas. Os primeiros autores
obtiveram valores para a cultivar Baba de Verdo (26,5 folhas), Vitoria de Santo Antdo (29,0
folhas) e Salad Bowl (25,0 folhas), enquanto os segundos observaram 30,2 folhas na cultivar
Lucy Brown.

Cada cultivar de alface apresenta seu proprio potencial de expressao para o nimero de
folhas, portanto, diferengas em relacdo a esta variavel podem ser observadas (OLIVEIRA et al.
2004). Vale destacar que a variavel ¢ importante devido ao fato de que esta é a parte de interesse
consumida e a mesma apresenta papel fundamental na produgdo de fotoassimilados, dentre
outras fungdes para a planta.

Em relagdo ao diametro de planta, foi observado que apenas a linhagem UFU-
155#1#1#1 (30,5 cm), apresentou o maior didmetro comparando-se com as demais, exceto para
a testemunha cv. Grand Rapids (29,8 cm), que estatisticamente apresentou valor semelhante
(Tabela 1). Sousa et al. (2018) avaliaram a produ¢do de alface crespa na regido de Jatai-GO,
observaram diametros médios de planta em torno de 23,9 cm. Esse valor médio obtido foi
inferior ao valor de 24,9 cm observado no presente estudo. Valores semelhantes de diametros
também foram observados por Maciel et al. (2019), porém, foi possivel verificar que o maior
diametro de planta encontrado foi de 27,2 cm referente a linhagem UFU-199#6#1#1, diferindo
do valor de 30,5 cm observado na linhagem UFU-155#1#1#1 neste estudo. O didmetro de planta
pode ser influenciado por fatores externos como a intensidade de radiag¢do solar incidida sobre
as folhas, pela temperatura e pelo espagamento de plantio (KOEFENDER et al., 2016; NEVES
et al., 2016).

A temperatura foliar aferida nas linhagens, ndo apresentou diferencas (Tabela 1), visto
que as linhagens foram cultivadas no mesmo ambiente. O cultivo de alface em regides onde

ocorrem a incidéncia de altas temperaturas e excesso de radiagcdo solar pode ocasionar estresse
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fisioldgico nas plantas, impactando no seu potencial produtivo (BEZERRA-NETO et al., 2005).
Variacdes de temperatura foliar podem ser influenciadas por niveis de exposi¢do a radiacao
solar, temperatura do ambiente, umidade do ar e velocidade do vento (KONIS, 1950; GATES,
1968). Em condigdes de cultivo em campo, ha uma variagdo de temperatura ao longo do dia. O
uso de sombreamento por meio de telas e plasticos pode reduzir essa variagdo de temperatura,
favorecendo positivamente o comportamento estomatico, resultando em uma maior eficiente
energética (GERRA; COSTA; TAVARES, 2017).

Para o teor de antocianina também nao foi identificado diferenca entre os genotipos de
alface estudados (Tabela 1). Células que apresentam uma maior quantidade deste pigmento
apresentam uma coloragdo mais arroxeada e folhas mais claras apresentam menores
quantidades de antocianina. Este pigmento estd associado a coloragdo de diversas partes das
plantas e a expressao do mesmo pode ser influenciada por diversos fatores, como pH, relagao
com o teor de clorofila e controle genético (HARBORNE; GRAYER, 1988; MARKAKIS,
1982; BROUILLARD, 1983; ZHANG et al., 2016). Cassetari et al. (2015) observaram que as
alfaces de coloragdo roxa ou avermelhada apresentaram os maiores teores de antocianinas. Ja a
coloragdo verde esta associada a uma maior presenga de clorofila, a qual confere o carater em
tom de verde. No presente trabalho, pelo fato das linhagens apresentarem coloragdo verde, a
quantificagdo de antocianina nao apresentou resultado expressivo.

Quanto ao ntiimero de dias para pendoamento apos a semeadura, as linhagens UFU-
TH1#2#1 (94,7), UFU-197#2#1#1 (104,0), UFU-197#1#1 (94,7) e UFU-197#2#2#1 (96,0)
destacaram-se por apresentarem um maior tempo até atingirem a fase de pendoamento, podendo
ser consideradas tropicalizadas. Vale destacar que a linhagem UFU-040#5#5#1 apresentou o
menor tempo para atingir tal fase (53 dias) em relacdo a testemunha cv. Grand Rapids e a
linhagem UFU-155#1#1#1, ambas tiveram pendoamento aos 64 dias. No trabalho realizado por
Morales et al. (2017), observaram que a linhagem SCS 374 Litoranea apresentou baixa
suscetibilidade ao pendoamento precoce, sendo que a mudanga para a fase reprodutiva ocorreu
em média aos 50 dias. O pendoamento precoce ndo € uma caracteristica almejada, visto que
nesta fase ocorre a produgdo de latex, que confere sabor amargo e ha perda do valor comercial
da folhosa. Além disso, parte dos fotoassimilados sdo direcionados para a formagao da estrutura
floral, influenciando na produgao de folhas.

A linhagem UFU-206#3#1#1 (29,7) apresentou o maior valor para o indice
SPAD/carotenoides, juntamente com a testemunha UFU-Biofort (28,6), em relagdo aos demais
gendtipos analisados. Além disso, a linhagem UFU-206#3#1#1 apresentou superioridade

relativa de 69,93% quando comparada a testemunha cv. Grand Rapids (17,5) para o indice
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SPAD/carotenoides. Adicionalmente, vale ressaltar que 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) também apresentaram superioridades quanto ao indice SPAD/carotenoides (52,29%;
53,26%; 52,06%; 49,54% e 45,70%, respectivamente) em relacdo a cv. Grand Rapids,
evidenciando o carater das mesmas em relagdo a biofortificagdo quando comparadas a
testemunha comercial.

Segundo Cassetari et al. (2015), ¢ possivel inferir a concentragdo de carotenoides em
cultivares de alface por meio do indice SPAD. Maciel et al. (2019), Sousa et al. (2019) e Maciel
et al. (2020a) utilizaram tal referéncia em seus trabalhos, sendo possivel a selecdo de gendtipos
com altos teores de carotenoides. Portanto, verificou-se que os maiores valores para o indice
SPAD caracterizados nas linhagens do presente trabalho, implicam em maiores concentragdes

de carotenoides.

52 ANALISE DA DIVERGENCIA GENETICA ENTRE OS GENOTIPOS
ANALISADOS

Além da comparagdo de desempenho individual das linhagens, verifica-se que ¢
importante o uso de medidas de dissimilaridade genética. Essas auxiliam 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 (Dizir) entre os 25 tratamentos variaram entre 2,5 (UFU-189#3#1#1) a 227,3 (UFU-
197#1#1), indicando ampla diversidade genética. O dendrograma (Figura 1) formado pelo
método UPGMA apresentou coeficiente de correlagdo cofenético de 0,83, sendo significativo
ao teste t (p < 0,01). Portanto, € correto afirmar que o dendrograma reproduziu de forma
satisfatoria a informacao contida na matriz e consequentemente na formagao dos grupos.

Para a defini¢do do ponto de corte no dendrograma em 30%, utilizou-se o principio da
ocorréncia de mudancas abruptas nas ramificac¢des, conforme proposto por Cruz et al. (2012).
Com este corte, houve a formagdo de sete grupos distintos entre si, demonstrando que ha
diversidade genética entre os gendtipos analisados. Observou-se que o primeiro grupo foi
composto por 40% das linhagens, o segundo e o terceiro por 4% cada, o quarto por 24%, o
quinto e o sexto por 12% cada um e o ultimo grupo foi composto pela testemunha cv. Grand

Rapids.
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medida de dissimilaridade. Monte Carmelo, UFU. 2020.
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Outro método de analise multivariada utilizado no trabalho foi o de otimizagdo de
Tocher, o qual permitiu a formagao de oito grupos distintos entre si (Tabela 2), comprovando
novamente a variabilidade genética entre os genétipos. Entretanto, ndo houve coeréncia entre

este método e o método UPGMA em relagdo a composig¢ao dos grupos.

Tabela 2. Representacao do agrupamento gerado pelo método de Otimizacao de Tocher com
base na distancia de Mahalanobis, estimada a partir de oito caracteristicas agronomicas.

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
11 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
\Y UFU-155#1#1#1, cv. Grand Rapids
VI cv. UFU-Biofort
vl UFU-206#3#1#1
VIII UFU-189#1#2#1
Total 25

Adicionalmente, foi calculada a contribui¢do relativa de cada variavel na diversidade
genética entre os genotipos existentes no banco de germoplasma (Tabela 3). Pode-se observar
que a variavel que mais contribuiu para esta diversidade foi o indice SPAD/carotenoides,
correspondendo a 35,84%. Na Tabela 1, pdde-se observar que o valor para o indice
SPAD/carotenoides oscilou na faixa de 15,0 a 29,7, demonstrando a variabilidade existente
entre os genotipos para essa caracteristica. O niumero de folhas apresentou valor de 23,81%,
sendo a segunda variavel de maior contribui¢do na divergéncia genética. A varidvel referente
ao numero de dias para pendoamento também apresentou porcentagem consideravel em relagao
a variabilidade (22,26%). As variaveis massa fresca, didmetro de caule, diametro de planta,
temperatura foliar e teor de antocianina apresentaram as menores porcentagens de contribuigao
(11,39%, 1,76%, 1,83%, 1,77% e 1,30%, respectivamente), sendo que o teor de antocianina foi

0 que apresentou a menor contribuicao.
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Tabela 3. Contribuigdo relativa de oito caracteres agronomicos na divergéncia genética de 25
linhagens de alface de coloracao verde, segundo critério de Singh (1981). Monte Carmelo,
UFU, 2020.

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
SPAD/carotenoides 6864,18 35,84
TAC 249,56 1,30

DPS 4264,71 22,26

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

Para verificar a importancia destas variaveis caracterizadas no trabalho, foi realizada
uma analise por meio de rede de correlacdo (Figura 2). Foi possivel observar nesta analise que
a variavel massa fresca e didmetro de planta apresentaram correlacdo genotipica positiva igual
a 0,77. Esta correlagdao foi a que apresentou maior valor em médulo quando comparada as
demais. Correlagdo positiva também foi observada no trabalho desenvolvido por Uzzo (2002),
em que o peso ¢ o comprimento de plantas mostraram-se relacionados com altura e didmetro

de planta.

(o)

>O
R A
(o)

Y

e
Figura 2: Rede de correlagdes das variaveis respostas de linhagens de alface (massa fresca
(MF), didametro de caule (DC), nimero de folhas (NF), didmetro de planta (DP), temperatura
foliar (TF), teor de antocianina (TAC), dias para pendoamento apds a semeadura (DPS) e indice
SPAD/carotenoides (SPAD). As linhas verdes representam correlagdes positivas entre as

variaveis e as vermelhas representam correlacdes negativas. A espessura de cada linha €
proporcional & magnitude da correlagao.
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A variavel nimero de dias para pendoamento apresentou correlagao negativa com peso
verde (-0,47) e diametro da planta (-0,49) (Figura 2). Esse resultado evidencia que conforme a
planta inicia a formag¢do e desenvolvimento de suas estruturas reprodutivas, ha um
direcionamento de parte dos fotoassimilados e nutrientes para o processo de reprodugdo. Com
isso, ao invés da planta investir na formagao de folhas com maiores tamanhos e densidade, a
mesma direciona este crescimento para a formagdo do penddo floral, por exemplo. Esse
alongamento do pendao floral esta intimamente relacionado com a diminui¢ao do niimero de
folhas, influenciando na parte comercial da alface, além da produ¢ao de uma substancia (latex)
que confere sabor amargo (COCK et al., 2002; FILGUEIRA, 2013).

Também houve correlagdo positiva entre o nimero de folhas e nimero de dias para
pendoamento (0,42) (Figura 2). Esse resultado sugere que a maior quantidade de folhas
existentes na planta promove incremento em dias para pendoamento. As folhas estdo
relacionadas com a area foliar e quanto maior a atividade fotossintética, maior sera a producao
de fotoassimilados que serdo utilizados no desenvolvimento da planta (ZUFFO et al., 2016).
Alfaces nao tropicalizadas podem sofrer indugdo floral precocemente em fungdo de altas
temperaturas ¢ o pendao floral atua como dreno de parte dos fotoassimilados produzidos
(CARON et al., 2004). Souza et al. (2008) verificaram correlacdo negativa (-0,0337) para estas
variaveis, indicando que, conforme ocorre a emissdao do pendado floral, ha uma redugdo no
numero de folhas.

A varidvel SPAD/carotenoides, a qual apresentou maior contribui¢do para a divergéncia
genética, apresentou correlagdo positiva em relacdo ao pendoamento (0,40), mas negativa em
relagdo ao diametro de planta (-0,40). Trabalho realizado por Moura et al. (2016) corrobora este
resultado, indicando que ocorre um aumento na concentragao de carotenoides aos 40 dias apos
o transplantio. Conforme ocorre um incremento gradual no estadio de maturagao da folha, ha
uma maior degradacdo de moléculas de clorofila ocorrendo um escurecimento da folha
(ANDRADE-JUNIOR; ANDRADE 2012). Com a maturagio da folha, ocorre um aumento de
cerca de trés a quatro vezes na concentracao de carotenoides, indicando relagdo entre o teor de
carotenoides e o pendoamento (RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA E AMAYA-FARFAN,
2008).

A relagdo entre a variavel SPAD/carotenoides e o didmetro de planta ¢ resultante da
interacdo entre as clorofilas e a atividade fotossintética (GUERRA; COSTA; TAVARES,
2017). Plantas de sol expostas em ambientes de sombra, favorecem a uma reducdo na produgao
de fotoassimilados, impactando na produgdo de éarea foliar e no didmetro das plantas (TAIZ;

ZIEGER, 2002). Quadros (2010) verificou que o acréscimo no fornecimento de nitrogénio para
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plantas de rabanete promoveu aumento linear em relagdo ao teor de clorofila. A area foliar de
ricula apresentou comportamento diferente quando comparada ao teor de clorofila presente na
folha. Nao foi observado incremento de area foliar com o aumento nas doses de nitrogénio
(SPIES et al., 2012). Tal fato sugere que o teor de clorofila, que se relaciona aos carotenoides
no processo de foto-oxidagdo (HENDRY & PRICE, 1993), ndo apresenta correlagdo positiva
com a area foliar, que estd diretamente associada ao didmetro de planta. As demais correlagdes

apresentaram correlagdes positivas ou negativas abaixo de valores de 0,40 em modulo.

5.3 IDENTIFICACAO DA VARIABILIDADE GENETICA POR MEIO DA
FENOTIPAGEM POR IMAGEM

Por meio da utilizagdo dos métodos estatisticos anteriores, foi possivel verificar que ha
uma expressiva variabilidade genética entre os gendtipos analisados. Verificou-se também que
a variavel resposta, indice SPAD/carotenoides, foi a que mais contribuiu para tal fato.
Consequentemente, tendo essas informagdes como ponto de referéncia, ¢ possivel testar a
aplicabilidade da técnica de fenotipagem por imagem na identificagdo dos materiais que
apresentaram os maiores teores de carotenoides.

Apo6s o processamento das imagens realizadas em campo, obteve-se uma ortoimagem

(Figura 3), podendo-se observar a disposi¢do de cada parcela do experimento em campo.



29

Orthoimage - data collected by remotely piloted aircraft

A Crisp-leaf lettuce

TIEAES AT

Datum: WG 5-84
GSD -1,00 cm

Figura 3 — 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-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.

Os valores do indice SPAD/carotenoides foram utilizados para a elabora¢do do mapa de
calor (Figura 4) por meio da interpolacdo dos valores pela ponderagdo IDW (Inverso da
Distancia Ponderada) usando a fungdo Kernel. O mapa de calor informa a magnitude de
diferenca das informacdes por meio de escalas diferentes de coloracao. Neste caso, as cores que
tendem ao vermelho (cores quentes) representam os maiores valores dos teores de carotenoides
e os tons mais claros (cores frias), representados por tons de azul, sdo referentes aos menores

valores.
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Crisp-leaf lettuce
Heat map with interpolated SPAD / carotenoid index values measured in lineages and cultivars
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Figura 4 — 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-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

A apresentagdo de informacao nesta disposi¢dao facilita uma répida visualiza¢do e
identificagdo, por exemplo, onde estdo localizadas as linhagens ou testemunhas que se
destacaram em quantidade de carotenoides em relagcdo aos demais. Como o mapa de calor
mantém as mesmas informacgodes de localizagao da ortoimagem, € possivel localizar visualmente
0s genotipos no campo.

A camera utilizada para obter as imagens possui a capacidade de captura de imagens
nos canais R, G e B. Neste trabalho, o canal G (green, verde), foi o que apresentou a melhor
resposta em func¢ao do indice SPAD/carotenoides. Este fato ¢ comprovado pelos trabalhos de
Sims e Gamon (2002) e Maestrin et al. (2009), o qual cita que a luz ¢ absorvida pelas plantas
em grande parte nas regides do vermelho e do azul, sendo que a coloragdo verde predominante
¢ resultante da reflectincia na regido do verde no espectro eletromagnético. Portanto, o canal G
foi o mais adequado a ser utilizado no trabalho. Dessa forma, a imagem foi submetida ao

programa ImageJ e os valores de cada parcela foram coletados visando obter o modelo de
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regressao linear entre os valores médios do canal G e o indice SPAD/carotenoides. Foi obtida
a equagdo de regressdo linear G = —0.442 X SPAD + 116.390, a qual apresentou
coeficiente de determinacdo igual a 96,9%. Na equagdo ¢ possivel observar que o maior valor
do indice SPAD implica em menor valor referente ao canal G. Logo, a resposta do indice SPAD
referente aos carotenoides apresenta comportamento inverso ao valor expresso no canal G. Esse
resultado ¢ evidenciado nos histogramas gerados em relagdo as linhagens de maior e menor
valor em relacdo ao indice SPAD/carotenoides, obtidos no programa ImageJ.

Na Figura 5, referente a linhagem UFU-206#3#1#1 que apresentou o maior valor de
carotenoides (29,7), observou-se que o maior pico de resposta no histograma ocorreu em 192,4

na escala de verde.

0 Green 255
Figura 5- Histograma para indice SPAD/carotenoides em relagdao a linhagem rica em
carotenoides, UFU-206#3#1#1.
Quando se observa o histograma referente a linhagem UFU-120#1#1#1 que apresentou
o menor valor de carotenoides (15,0) (Figura 6), nota-se que o pico de resposta no canal G
ocorreu proximo de 224,6. Logo, maiores valores de carotenoides implicam em uma menor

resposta no canal verde G quando comparado a linhagem de menor valor de carotenoides e

A

0 Green 255

vice-versa.

Figura 6 — Histograma para indice SPAD/carotenoides em relagdo a linhagem com
menor valor de carotenoides, UFU-120#1#1#1.
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No trabalho desenvolvido por Riccardi et al. (2014), os autores utilizaram a captura de
imagens nos canais R, G e B para a quantificagdo do teor de clorofila em folhas vegetais. Como
resultado, os mesmos concluiram que foi possivel quantificar de forma satisfatoria o teor de
clorofila por este método de avaliagao de forma nao destrutiva. Em outro trabalho, foi realizada
a determinagdo dos teores de clorofila com base em informagdes obtidas pela captura de
imagens nos canais RGB, a qual apresentou coeficiente de correlagdo em torno de 0,82 no canal
G (RIGON et al., 2016). Conforme ja evidenciado por Cassetari et al. (2015), h4a uma estreita
correlagdo entre o teor de clorofila quantificada pelo indice SPAD e o teor de carotenoides,
possibilitando a inferéncia destes compostos de forma indireta por meio do SPAD.

O procedimento de coleta e analise de informagdes relacionadas as moléculas de
clorofila e outras, pode ser um processo oneroso ¢ demandar um grande nimero de medigdes
para que haja representatividade. Portanto, técnicas que otimizem essas quantificagdes,
conforme a apresentada neste trabalho, pode reduzir o tempo de avaliagdo de extensas areas de
pesquisas relacionadas a cultura da alface, por exemplo. O emprego da fenotipagem por
imagem, na escala do experimento avaliado, demonstrou correlagdo entre as informacdes
obtidas em campo e as obtidas pelo sensoriamento remoto, sendo eficiente na selegao da

linhagem com maior quantidade de carotenoides.

6 CONCLUSOES

Conclui-se que os materiais genéticos pertencentes ao banco de germoplasma da UFU
apresentam consideravel variabilidade genética, permitindo o emprego da técnica de
fenotipagem por imagem.

A linhagem UFU-206#3#1#1 apresenta boas propriedades agrondmicas € 0 maior teor
de carotenoides, sendo considerada um alimento biofortificado, sendo possivel a selecdo pela
técnica de fenotipagem por imagem.

Novos estudos devem ser realizados com o uso de cameras multiespectrais, sendo
fundamental a verificagdo da eficiéncia desta técnica em grandes areas que contam com o

cultivo de alfaces ou em campos de pesquisa e desenvolvimento de cultivares.
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