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RESUMO

CLEMENTE, Andressa Alves. Teores de antocianinas, carotenoides e clorofilas em
germoplasma de alface roxa e verde a partir de imagens obtidas com aeronave remotamente
pilotada. 2021. 71p. Dissertacdo (Mestrado em Agricultura e Informagdes Geoespaciais) —
Universidade Federal de Uberlandia, Monte Carmelo. Disponivel em:
http://doi.org/10.14393/ufu.di.2021.118.!

Dietas desequilibradas, causam a deficiéncia de micronutrientes (fome oculta) e sd3o o principal
fator mundial de risco de mortes. Diante disso, alimentos funcionais, ricos nutricionalmente, com
efeitos benéficos a saide humana e longevidade sdo buscados por consumidores, cientistas,
nutricionistas e horticultores. A alface ¢ um desses alimentos, podendo ainda ser biofortificada com
compostos bioativos como antocianinas, carotenoides e clorofilas. No entanto, os custos e tempo
necessario para analise desses pigmentos vegetais sao obstaculos a este processo. Esta dissertacao
foi dividida em dois artigos, sendo o primeiro artigo para validagdo da fenotipagem de alto
desempenho com aeronave remotamente pilotada (ARP) em germoplasma de alface roxa,
utilizando indices de vegetacdo nos canais do vermelho, verde e infravermelho préximo. O
segundo, para validacdo da fenotipagem de alto desempenho com ARP em germoplasma de alface
roxa e verde, utilizando indices de vegetacdo nos canais do visivel. Os experimentos foram
realizados em 2019 na Estagdo Experimental de Hortaligas da Universidade Federal de Uberlandia
- Campus Monte Carmelo. Nos dois experimentos, método tradicional e fenotipagem de alto
desempenho aérea usando ARP Phantom 4 foram usados para avaliar niveis de antocianinas,
carotenoides e clorofilas de cada tratamento. Os resultados mostraram diversidade genética dentro
dos bancos de germoplasma. Além disso, a fenotipagem de alto desempenho foi correlacionada
com a metodologia tradicional nos dois estudos. No primeiro artigo, os indices CIG, CVIe GNDVI
apresentaram maior potencial para uso visando avaliar o conteudo de pigmentos foliares em alface
roxa, especialmente antocianina. No segundo, o indice GLI obteve maiores correlagdes e
coeficientes de determinagdo na previsdo dos pigmentos foliares em alface roxa e verde. Portanto,
ARPs e indices de vegetacao podem ser usados para identificar niveis de antocianinas, carotenoides
e clorofilas dentro de um banco de germoplasma ou em cultivos de larga escala.

Palavras-Chave: biofortificacdo; indice de vegetagdo; fitopigmentos; Lactuca sativa L.; nutrigdo.

'Orientador: Gabriel Mascarenhas Maciel — UFU
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ABSTRACT

CLEMENTE, Andressa Alves. Anthocyanins, carotenoids and chlorophyll contents in
germplasm of red and green lettuce from images obtained with unmanned aerial vehicle.
2021. 71p. Dissertation (Master's Degree in Agriculture and Geospatial Information) - Federal
University of  Uberlandia, Uberlandia, Minas  Gerais, Brazil. = Available in:
http://doi.org/10.14393/ufu.di.2021.118.!

Imbalanced diets cause micronutrient deficiency (hidden hunger) are the main worldwide risk
factor for death. Therefore, functional foods, nutritionally rich, with beneficial effects on human
health and longevity are sought by consumers, scientists, nutritionists and horticulturists. Lettuce
is one of those foods, and it can also be biofortified with bioactive compounds such as
anthocyanins, carotenoids and chlorophylls. However, the costs and time required to analyze these
plant pigments are obstacles to this process. This paper was divided into two articles, the first for
the validation of high-throughput phenotyping with unmanned aerial vehicle (UAV) in red lettuce
germplasm, using vegetation indexes in the red, green and near infrared channels. The second, for
validating high-throughput phenotyping with UAV in red and green lettuce germplasm, using
vegetation indexes in the visible channels. The experiments were carried out in 2019 at the
Experimental Vegetable Station of the Federal University of Uberlandia - Monte Carmelo Campus.
In both experiments, traditional method and aerial high-throughput phenotyping using UAV
Phantom 4 were used to evaluate the levels of anthocyanins, carotenoids and chlorophylls on each
treatment. The results showed genetic diversity within the germplasm banks. In addition, high-
performance phenotyping was correlated with the traditional methodology in both studies. In the
first article, the CIG, CVI and GNDVI indexes showed greater potential for use in order to evaluate
the content of leaf pigments in red lettuce, especially anthocyanin. In the second, the GLI index
obtained greater correlations and determination coefficients in the prediction of leaf pigments in
red and green lettuce. Therefore, UAVs and vegetation indexes can be used to identify levels of
anthocyanins, carotenoids and chlorophylls within a germplasm bank or on a large scale in crops.

Keywords: biofortification; Lactuca sativa L.; phytopigments, vegetation index; nutrition.

'Orientador: Gabriel Mascarenhas Maciel — UFU
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INTRODUCAO GERAL

A desnutri¢ao ¢ alta em todo o mundo e consiste em tripla ameaga a saude humana:
subnutricdo, fome oculta (deficiéncias de micronutrientes) e supernutricao (Cuenca et al., 2020;
Murray et al., 2021). A subnutricdo contribui para 45% das mortes em criangas menores de cinco
anos. Ja a supernutricdo, causadora da obesidade, estd contribuindo para 4 milhdes de mortes em
todo o mundo, além de aumentar o risco de morbidade para pessoas em todas as faixas etérias
(FAO etal., 2019). Entretanto, a fome oculta, causada por dietas desequilibradas, ¢ o principal fator
mundial de risco de mortes (FAO et al., 2019). Diante disso, consumidores, cientistas,
nutricionistas e horticultores buscam alimentos funcionais com efeitos benéficos a saude humana
e longevidade (Giordano et al., 2019).

A alface (Lactuca sativa L.) ¢ a hortaliga folhosa mais importante mundialmente, sendo
muito apreciada por suas propriedades organolépticas e percepcao popular como alimento saudavel
(Camejo et al., 2020). S6 no Brasil, foram produzidas 671,5 milhdes de quilogramas de alface em
2017, em mais de 108 mil estabelecimentos agropecuarios (IBGE, 2017).

As propriedades benéficas da alface estdo associadas ao seu alto teor de fibras, vitaminas,
composi¢ao mineral e compostos bioativos. Dentre os compostos bioativos estdo antocianinas,
carotenoides e clorofilas. Esses trés compostos sdo pigmentos vegetais envolvidos na fotossintese.
Eles apresentam forte acao antioxidante e sdo associados a prevencao de doengas cronicas como
cancer e doencas cardiovasculares, além de potencializar a resposta imunoldgica e promover o
bem-estar mental (Braga et al., 2018; Bendokas et al., 2019, Ocean, Howley e Ensor, 2019).

A alface, devido a sua popularidade e propriedades, apresenta alto potencial para
biofortificagdo. Com a biofortificacdo € possivel enriquecer nutricionalmente partes comestiveis
das plantas, obter alimentos funcionais e assim combater a fome oculta (Finkelstein et al., 2017).
Ela pode ser alcangada por meio da fertilizagdo mineral, melhoramento genético ou abordagens
biotecnoldgicas (Giordano et al., 2019). No entanto, independente da solucdo adotada para
biofortificacdo, para validacdo € necessario avaliar os componentes vegetais, o que tem limitado
estudos nessa linha, devido ao alto custo e demanda de tempo de andlises laboratoriais de
componentes vegetais (Maciel et al., 2019a).

Diante desse cendrio, a estimativa de antocianinas, carotenoides e clorofilas por imagens

podem auxiliar estudos de biofortificacdo. Estudos demonstram o potencial de imagens obtidas



com aeronave remotamente pilotada (ARP) para monitoramento precisos da vegetacdo devido altas
resolugdes espaciais e temporais (Su et al., 2018; Guo et al., 2020). indices de vegetagdo baseados
em refletancia, calculados a partir de imagens, t€m sido amplamente usados para avaliar parametros
fotossintéticos em culturas (Yadav, Ibaraki, Gupta, 2010; Riccardi et al., 2014; Guo et al., 2020).
Entretanto, trabalhos que avaliam antocianinas, carotenoides e clorofilas por sensoriamento remoto
em alface sdo escassos.

Diante disso, o trabalho foi realizado com o objetivo geral de validar técnica de

fenotipagem de alto desempenho para antocianina, clorofila e carotenoides em alface.



1. FENOTIPAGEM DE ALTO DESEMPENHO PARA DETECTAR ANTOCIANINAS,
CAROTENOIDES E CLOROFILAS EM GERMOPLASMA DE ALFACE ROXA

RESUMO

Pigmentos vegetais como antocianina, clorofila e carotenoides tem forte a¢do antioxidante e
demonstram efeitos benéficos a saude humana, atuando na prevencgao de doengas e infec¢des. Para
favorecer o consumo destes compostos ¢ desejavel o desenvolvimento de cultivares de alface
biofortificadas, devido ao baixo custo e popularidade desta folhosa. No presente estudo, foi
avaliado o conteudo de antocianina, carotenoides, clorofila a, clorofila b e clorofila total em trinta
genoétipos de alface roxa, além de indice SPAD e indices de vegetagdao (CIG, CVI, GNDVI e
NDVI), objetivando a validacdo da fenotipagem por alto desempenho. Os indices de vegetacao
foram calculados usando imagens da copa das plantas obtidas com aeronave remotamente pilotada
acoplada com uma camera nos canais vermelho, verde e infravermelho préximo. Quando as plantas
atingiram o ponto comercial foi mensurado o indice SPAD e os pigmentos foliares por meio de
metodologias laboratoriais tradicionais, que s3o onerosas ¢ demoradas. A variabilidade genética
entre os genotipos para pigmentos foliares foi confirmada pelo teste de Scott-Knott (p<0.05) e pelo
dendrograma UPGMA com base na matriz de distancia Euclidiana. A antocianina foi o pigmento
que mais contribuiu para a diversidade genética e apresentou altas correlacdes com CIG, CVI e
GNDVI. Estes trés indices também apresentaram correlagdes moderadas com clorofilas e
carotenoides. Gendtipos com maior conteudo de pigmentos, especialmente de antocianina,
apresentaram indices CIG, CVI e GNDVI mais intensos. Portanto, a técnica de fenotipagem de alto
desempenho foi correlacionada com metodologia tradicional e pode fornecer uma alternativa para
selecdo indireta de plantas com altos teores de pigmentos foliares, principalmente antocianina, em
alface roxa.

Palavras-chave: alimentos biofortificados, fenotipagem por imagem; Lactuca sativa L.;
melhoramento genético; método indireto; nutrigado.



High-throughput phenotyping to detect anthocyanins, chlorophylls, and carotenoids in
RED lettuce germplasm

ABSTRACT

Vegetable pigments such as anthocyanin, chlorophyll and carotenoids have a strong antioxidant
action and demonstrate beneficial effects on human health, acting in the prevention of diseases and
infections. To favor the consumption of these compounds, the development of biofortified lettuce
cultivars is desirable, due to the low cost and popularity of this hardwood.. In the present study, the
content of anthocyanin, carotenoids, chlorophyll a, chlorophyll b and total chlorophyll was
evaluated in thirty genotypes of purple lettuce, in addition to the SPAD index and vegetation
indexes (CIG, CVI, GNDVI and NDVI), aiming the validation of phenotyping for high
performance. The vegetation indexes were calculated using images of the canopy of the plants
obtained with a remotely piloted aircraft coupled with a camera in the red, green and near infrared
channels. When the plants reached the commercial point, the SPAD index and leaf pigments were
measured using traditional laboratory methodologies, which are costly and time-consuming. The
genetic variability between the genotypes for leaf pigments was confirmed by the Scott-Knott test
(p <0.05) and by the UPGMA dendrogram based on the Euclidean distance matrix. The
anthocyanin was the pigment that most contributed to genetic diversity and showed high
correlations with CIG, CVI and GNDVI. These three indexes also showed moderate correlations
with chlorophylls and carotenoids. Genotypes with higher pigment content, especially anthocyanin,
showed more intense CIG, CVI and GNDVI indexes. Therefore, the high performance phenotyping
technique was correlated with traditional methodology and can provide an alternative for indirect
selection of plants with high levels of leaf pigments, mainly anthocyanin, in purple lettuce.

Keywords: biofortified foods; image-based phenotyping; indirect method; Lactuca sativa L.;
nutrition; plant breeding.



1.1. INTRODUCAO

Antocianinas, carotenoides e clorofilas sdo pigmentos vegetais com forte acdo
antioxidante e estdo relacionados ao status fisioldgico das plantas (Lopes et al., 2017). Além da
importancia agrondmica, esses compostos apresentam diversos beneficios ao organismo humano
(Yoo et al., 2020).

O consumo de alimentos com altas concentragdes de antocianinas, carotenoides e
clorofilas contribui para a protecao das células contra o estresse oxidativo, prevenindo algumas
doengas degenerativas, cardiovasculares e infec¢des (Braga et al., 2018; Bendokas et al., 2019).

Visto a importancia desses compostos para a saide humana, o desenvolvimento de
cultivares vegetais biofortificados ¢ desejavel. Para favorecer o consumo e suprir a necessidade da
populagdo, a espécie a ser biofortificada deve ter alta popularidade e custo acessivel. Assim, a
alface (Lactuca sativa L.) se destaca, sendo a folhosa mais consumida no Brasil (IBGE, 2017) e
no mundo (Shatilov, Razin e Ivanova, 2019). Dentre as variedades de alface, as roxas tém maior
potencial para a biofortificacdo, pois, naturalmente, ja apresentam grande concentra¢do de
pigmentos, principalmente antocianina, o que lhes confere maior atividade antioxidante (Llorach
et al., 2008).

Apesar do potencial e beneficios, poucos estudos tém buscado obter cultivares de alface
com alta concentracdo de pigmentos foliares. Um dos entraves nessa linha de estudos estd
relacionado ao alto custo e demanda de tempo de andlises laboratoriais de componentes foliares
(Maciel et al., 2019a). Em laboratorio, a concentracdo de pigmentos ¢ comumente determinada
fotometricamente apos extragdo usando solventes organicos, como acetona, dimetil formamide e
acido cloridrico. Embora estes métodos sejam bem estabelecidos e precisos, ¢ necessario muito
tempo, mao de obra qualificada e requer o uso de reagentes quimicos de alto valor comercial de
alta toxicidade e/ou inflaméveis (Arnon, 1949; Francis et al., 1982; Porra et al., 1989; Cassetari et
al., 2015). Adicionalmente, vale ressaltar que sao métodos destrutiveis, impedindo que o melhorista
realize a colheita das sementes a posteriori.

Como alternativa a onerosa quantificacao laboratorial de pigmentos, tem sido utilizados
equipamentos portateis ndo destrutivos como Minolta SPAD-502 e Minolta CR-400 (Hawkins et
al., 2009; Cassetari et al., 2015; Donnelly et al., 2020). Entretanto, quando hé necessidade de muitas
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leituras, como acontece nos programas de melhoramento genético de alface, o método se torna
demorado e o erro ¢ aumentado devido as variacoes de radiagdo solar e radiacdo
fotossinteticamente ativa ao longo do dia (Padilla et al., 2019).

Comparado as medi¢des manuais tradicionais de campo e de laboratorio, o sensoriamento
remoto por imagem demonstra alto potencial por coletar, de maneira rapida e econdmica, diversas
informacdes da vegetacdo sobre uma grande area, sem a necessidade de destruir a planta (Coops et
al., 2004; Belluco et al., 2006; Ling et al., 2019; Beloti et al., 2020). A fenotipagem de alto
desempenho voltada a ARP (aeronave remotamente pilotada) com automagdo do processo de
obtencdo das imagens, permite reduzir o tempo e o custo de avaliacdo do teor de carotenoides.
Adicionalmente, foi verificado, alta correlagcdo do pigmento com a banda verde em alface roxa
(Maciel et al., 2019a). Entretanto, ha relatos que a vegetacdo pode ser melhor avaliada através de
expressoes matematicas que combinam diferentes faixas espectrais (Atzberger, 2013). Essas
combinagdes sdo denominadas de indices de vegetacdo e utilizam principalmente as faixas do
visivel (RGB) e infravermelho proximo (NIR) (Zang and Covacs, 2012; Chaparro et al., 2019).
Esses indices capturam caracteristicas essenciais dos espectros que variam com o conteudo de
classes especificas de pigmentos (antocianinas, carotenoides e clorofilas) e reduzem um grande
volume de dados para um valor Unico e viavel para facilitar a plotagem, andlises estatisticas e
reprodutibilidade (Hallik et al., 2017). Apesar dos indices de vegetacdo ja viabilizarem estudos
comparativos e selecdo fenotipica em larga-escala em culturas como milho, soja, trigo (Shi et al.,
2016; Silva Junior et al., 2018; Naser et al., 2020), isso ainda ndo ¢ uma realidade para alface.
Diante disso, o trabalho foi realizado com o objetivo de validar a fenotipagem de alto desempenho
para teores de antocianina, clorofila e carotenoides em germoplasma de alface roxa.

1.2.MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Area Experimental de Hortalias da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU), no municipio de Monte Carmelo (873 m de altitude), Minas Gerais,
Brasil, de junho a setembro de 2019 (Figura 1). O clima da regido ¢ do tipo Aw-tropical,
caracterizado por verdo quente e umido e inverno frio e seco, segundo classificagdo de K&ppen

(1948).



[ Brasil

[ Minas Gerais

[T Monte Carmelo

@ Estacio Experimental de Hortalicas

2364600 236470.0
P T T

7929184.0

7929180.0
T929180.0

2m

7929176.0
79291760

| —
Sistema de coordenadas: UTM 235
. Datum: WGS 84

FIGURA 1. Localizagdo do experimento e distribuicdo dos gendtipos de alface roxa em campo.
1: UFU-199#2#2#1; 2: UFU-7#2#1#1; 3: UFU-117#1#3#1; 4. UFU-86#1#2#1; 5: UFU-75#1#1#1;
6: UFU BIOFORT199E7; 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 BIOFORT7E27; 17: UFU-75#2#2#1; 18: UFU-
T5#3#1#1; 19: UFU-190#1#2#1; 20: UFU BIOFORT75E33; 21: UFU-189#2#2#1; 22: UFU-
189#2#1#1; 23: UFU BIOFORT199E38; 24: UFU BIOFORT199E40; 25: UFU-206#1#6#1; 26:
UFU-206#1#3#1; 27: UFU-117#1#1#1; 28: UFU-184#2#1; 29: UFU BIOFORT199E50; 30: Pira
72.

Antes da instalacao do experimento, foi realizada amostragem de solo na profundidade de
0 a 20 cm, seguida de andlise quimica e fisica do solo. O solo apresentou os seguintes
caracteristicas: textura argilosa; pH em CaCI2 = 4.9; MO = 3.9 dag kg-1; Pmeh = 79.1 mg dm-3;
K =0.29 cmol dm-3; Ca = 3.3 cmoldm-3; Mg = 1.3 cmol dm-3; H + Al = 4.9 cmol dm-3; SB =

7



4.90 cmol dm-3; T = 9.80 cmol dm-3; e V% = 50. Dada a analise de solo, foi realizado o manejo
conforme preconizado para o cultivo de alface (Filgueira, 2013).

Foram avaliadas vinte e trés linhagens e seis cultivares de alface do Programa de
Melhoramento Genético de Alface Biofortificada da UFU, cadastradas no Software BG a
BIOFORT INPI BR512019002403-6 (Maciel et al., 2019b). Os gendtipos avaliados foram obtidos
apos hibridagdo entre as cultivares Pira 72 versus Uberlandia 10000, rica em carotenoide (Sousa et
al., 2007) seguido de sete sucessivas autofecundacdes realizadas entre 2013 a 2018.
Adicionalmente, foi utilizado como testemunha comercial, cultivar Pira 72, totalizando 30
tratamentos no experimento (Figura 1).

As etapas metodologicas para a aquisi¢ao e processamento das imagens, quantificagao dos

pigmentos foliares e analise dos dados estdo descritas no fluxograma da Figura 2.

30 Gendtipos de Semeadura Transplantio Plantas no Ip{:nto
alface roxa comercial

r ¥

e " '
[ Segmentacio da | ?Dqsuf;ii?sdjolmza:'i [ Avaliaco de Coleta de ]
/ do/ Ortomosaico . indice SPAD folhas
rerzzgﬁe;ajzc;;ln infravermelho I
- g priximo com UAV ) -
Extracio de

pigmentos foliares em
| laboratario )

Validacao de fenotipagem de alto
indices de vegetacio desempenho em alface roxa
das parcelas

Analise de variancia e
teste de média

Correlacéo - 1
Analise da

diversidade genética

FIGURA 2. Fluxograma das etapas de aquisi¢do e processamento das imagens, quantificagao dos
pigmentos foliares e analise dos dados em germoplasma de alface roxa.

A semeadura foi realizada em 29 de junho de 2019 em bandejas de poliestireno expandido
com 200 células preenchidas com substrato comercial a base de fibra de coco. Apds semeadura, as
bandejas permaneceram em casa de vegetagcdo do tipo arco, com dimensdes de 5 x 6 m e pé direito

de 3,5 metros coberta com filme de polietileno transparente de 150 micra, aditivado contra raios
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ultravioleta, e cortinas laterais de tela branco anti-afideos. Trinta e sete dias ap6s a semeadura
(DAS), foi realizado o transplantio para o campo. O espacamento adotado foi 0,25 x 0,25 m.
Utilizou-se o delineamento experimental de blocos casualizados, com trés repeticdoes de vinte
plantas, no total de 90 parcelas (Figura 1)

Decorridos dezoito dias apds o transplantio no campo, foi realizado o voo para obtengao
das imagens. 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. As imagens coletadas foram processadas no software
Pix4Dmapper para geracao da ortoimagem. A calculadora raster do software Quantum GIS 3.10.0
(QGIS Development Team, Open Source Geospatial Foundation) foi utilizada para calcular os
indices de vegetacao (Tabela 1). Para o calculo do indice médio de cada parcela, as imagens foram
segmentadas, removendo os valores dos pixels referentes ao solo no software ImagelJ ©. Os indices
de vegetacao testados (Tabela 1) derivaram de imagens capturadas por uma camera de canais RGN
(vermelho + verde + infravermelho proximo) (Survey3 MAPIR) acoplada a um drone DJI Phantom

4 Advanced.

TABELA 1. Indices de vegetagio testados para fenotipagem em alface roxa.

Indice de vegetacio Equagao’ Referéncia
Chlorophyll Index Green (CIG) N/G-1 Gitelson et al. (2003)
Chlorophyll vegetation index (CVI) N*R/G? Vincini et al. (2008)

Green Normalized Difference Vegetation Index (N-G)/(N+QG) Gitelson et al. (1996)
(GNDVI)
Normalized Difference Vegetation Index (NDVI) (N-R)/(N+R) Rouse et al. (1974)

'R= vermelho; G= verde; N= infravermelho préximo.

Trinta e sete dias apos o transplantio foi avaliado o Indice Soil Plant Analysis Development
(SPAD), no periodo da manha. Foram realizadas trés leituras por planta nas quatro plantas centrais
da parcela, obtendo-se assim a média da parcela. O equipamento utilizado foi o medidor de clorofila
modelo Minolta SPAD-502 CFL1030. O dispositivo portatil € composto por dois diodos emissores
de luz e um receptor de fotodiodo de silicio, que mede a transmitancia das folhas em vermelho

(650 nm, comprimento de onda absorvido pela clorofila) e infravermelho (940 nm; comprimento



de onda praticamente ndo absorvido pela clorofila, usado de referéncia para ajustar diferengas nao
especificas entre amostras) do espectro eletromagnético (Minolta, 1989).

Para a avaliagdo do conteudo dos pigmentos antocianina (AT), carotenoides (CN),
clorofila a (CA), clorofila b (CB) e clorofila total (CT) foram utilizadas sistematicamente as
mesmas plantas utilizadas para leitura SPAD da etapa antecedente. Este cuidado foi importante por
se tratar de um método destrutivel. Foram coletadas trés folhas do ter¢co médio de quatro plantas
centrais de cada parcela e encaminhadas ao laboratério. As folhas ainda frescas foram lavadas e
trituradas apds remogao da nervura central. Para AT, foi adicionada ao tecido vegetal uma solugdo
composta por etanol 95% e acido cloridrico (85:15). Ja para CN, CA, CB e CT, foi adicionada uma
solugdo de éter de petroleo e acetona (1:1). Apds 24 horas de reagdo em auséncia de luz, foi
realizada a leitura da absorbancia do extrato sobrenadante em espectrofotometro digital modelo
UV-5100. Os comprimentos de onda empregados foram: 535nm para AT; 645, 652 e 663nm para
CA CB, CT e 470 nm para carotenoide. A partir das absorbancias, foram calculados os teores de
pigmentos foliares (ug.g™!' de tecido fresco), conforme Francis (1982) e Cassetari et al. (2015).

Os dados obtidos foram avaliados por meio da andlise 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 baseadas na distancia
Euclidiana. A dissimilaridade genética foi representada por dendrograma obtido pelo método
hierarquico pelo método da ligacdo média entre grupos nao ponderado (Unweighted Pair-Group
Method Using Arithmetic Averages — UPGMA). O coeficiente de correlagdo cofenética (CCC) foi
calculado para testar a eficiéncia do agrupamento UPGMA e a importancia relativa das variaveis
foi analisada pelo método de Singh (1981).

Foi calculada a matriz de correlagdo de Pearson entre os parametros dos ensaios
laboratoriais, os valores inferidos pelo sensor SPAD-502 e os indices de vegetacdo derivados de
registros de reflectancia com sensor embarcado em aeronave remotamente pilotada (ARP), a 5%
de significancia. Correlagdo com coeficiente r menor que 0,30 foi considerada fraca, 0,30 a 0,59
moderada, 0,60 a 0,89 forte ¢ 0,90 a 1,00 muito forte.

Os dados obtidos foram analisados utilizando-se o software R 3.6 (RStudio Team, 2020)
nos pacotes ExpDesp.pt (Ferreira et al., 2013), hclust (Murtagh, 2012) e NbClust (Charrad et al.,
2014).
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1.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a conducdao do experimento (junho a setembro), foram observadas altas
temperaturas, em média 29 °C e maxima de 36 °C (Figura 3). Esses valores estdo acima da faixa
ideal para o desenvolvimento da cultura da alface que esta entre 15,5 °C a 18,3 °C, apesar de
tolerarem faixas entre 26,6 °C a 29,4 °C, por alguns dias, desde que as temperaturas noturnas sejam
baixas (Radin et al., 2004, Resende et al., 2017). A amplitude térmica didria foi em média 14°C, o
que favoreceu o desenvolvimento da cultura. A umidade relativa do ar (UR) foi baixa, chegando
ao extremo de 17%, mas em média esteve em 61%. Embora ndo sejam os mais adequados, esses
valores de UR corroboram para uma boa sanidade das plantas. Ndo houve ocorréncia de

precipita¢do e a demanda hidrica foi atendida via irrigacao.

100 — UR (%)

. — T(°C)
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Dias ap6s a semeadura

FIGURA 3. Umidade relativa do ar (UR) méaxima e minima, temperatura do ar (T) méxima e
minima e precipitagdo (P) diarias durante a condug@o do experimento.

1.3.1. Caracteriza¢do do germoplasma e confirmagdo da diversidade genética para pigmentos

foliares

Com base na ANOVA, houve diferencas significativas pelo teste F (p < 0,05) entre as linhagens

para todos os pigmentos foliares (Figura 4).
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FIGURA 4. Médias referentes a concentracao de antocianina, clorofila a, clorofila b e clorofila
em trinta gendtipos de alface roxa.

Genotipos: 1 = UFU-199#2#2#1; 2 = UFU-7T#2#1#1; 3 = UFU-117#1#3#1; 4 = UFU-86#1#2#1;
5 =UFU-75#1#1#1;, 6 = UFU BIOFORT199E7; 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 BIOFORT7E27; 17 =
UFU-75#2#2#1; 18 = UFU-75#3#1#1; 19 = UFU-190#1#2#1; 20 = UFU BIOFORT75E33; 21 =
UFU-189#2#2#1;, 22 = UFU-189#2#1#1;, 23 = UFU BIOFORTI199E38; 24 = UFU
BIOFORT199E40; 25 = UFU-206#1#6#1,; 26 = UFU-206#1#3#1; 27 = UFU-117#1#1#1; 28 =
UFU-184#2#1; 29 = UFU BIOFORT199E50; 30 = Pira 72. Letras distintas diferem entre si pelo
teste scott-knott a 0,05 de significancia.

Em relagdo ao teor de antocianina (AT), os gendtipos UFU-75#2#2#1 e UFU-206#1#3#1

se destacaram, diferenciando significativamente dos demais, inclusive da testemunha comercial cv.
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Pira 72 (Figura 4), a qual foi 3,3 vezes menor. Os resultados desses gen6tipos foram superiores aos
encontrados por Islam et al. (2019) em ambiente de baixa temperatura e limitacao de fésforo e por
Park et al. (2012) com alta concentragdo de CO»>, ambientes que favoreceram o actimulo de
antocianina nas folhas de alface roxa, indicativo que neste trabalho ha gendtipos de alface roxa
biofortificadas para teores elevados de antocianina.

Todos os genotipos no presente estudo e especialmente UFU-206#1#3#1 ¢ UFU-

75#2#2#1 foram superiores em relagdo a cv. Pira 72 para o teor de carotenoides (Scott-knott, p <
0,05) (Figura 4). Resultados semelhantes foram encontrados por Souza et al. (2019) para a cultivar
Crocantela em cultivo hidropdnico em solo em Santa Catarina, Brasil e Song et al. (2020) ao avaliar
a cultivar Italy em diferentes intensidades de luz e niveis de concentragdo da solugdo de nutrientes
no sul da China.
Os gendtipos UFU-199#2#2#1, UFU-7#2#1#1, UFU BIOFORT199E7, UFU-206#3#2#1, UFU-
199#2#3#1, UFU-184#2#5#1, UFU-107#1#2#1, UFU-86#2#1#1, UFU BIOFORT7E27, UFU-
75#2#2#1, UFU-190#1#2#1, UFU BIOFORT75E33, UFU-189#2#2#1, UFU-189#2#1#1, UFU
BIOFORT199E38, UFU BIOFORT199E40, UFU-206#1#6#1, UFU-206#1#3#1, UFU-184#2#1
se destacaram quanto ao teor de clorofila a (CA) se diferenciando significativamente da cv. Pira 72
(Scott-knott, p < 0.05) (Figura 4). Adicionalmente, os genotipos UFU-75#2#2#1, UFU-206#1#3#1
e UFU-189#2#2#1, também se destacaram dos demais e apresentaram teores de clorofila b (CB)
3,5, 3,2 e 2,9 vezes, respectivamente, superiores em relacao a testemunha cv. Pira 72 (Figura 4).
Valores similares para CA e CB foram encontrados por Caldwell e Britz, 2006.

Para o teor de clorofila total, dezoito gendtipos provenientes do programa de
melhoramento de alface da UFU se destacaram em relacdo a testemunha. Em magnitude, as
diferencas entre os valores médios para teor de clorofila total variaram de um minimo de 58,5 ug.
gl de tecido fresco, para a cv. Pira 72 até um maximo de 136,1 ug. g’!, para a UFU-75#2#2#1
(Figura 4). Resultados semelhantes foram encontrados por Xue, Hartikainen e Piironen (2001) e
Park et al. (2012).

As clorofilas sao moléculas de porfirina, tendo como atomo central o magnésio (Borah e
Bhuyan, 2017). A clorofila a ¢ o principal componente responsavel pela coloracdo verde das plantas
e pela realizagdo da fotossintese. Ja a clorofila b ¢ uma molécula de porfirina contendo Mg e nao

possui um papel tdo essencial no processo de fotossintese quanto a clorofila a, sua func¢ao na planta
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consiste na ampliacao da faixa de luz utilizada pela fotossintese e regulacdo da antena fotossintética
(Tanaka e Tanaka, 2000; Kume, Akitsu e Nasahara, 2018). De modo geral, maiores teores de
clorofila total potencializam a atividade fotossintética podendo levar a incrementos relacionados a
caracteristicas agrondmicas (Pane et al., 2014; Liu et al., 2019). Devido suas propriedades
bioativas, as clorofilas tem sido muito usadas na industria alimenticia e farmacéutica (Queiroz et
al., 2017). Cultivares de alface naturalmente ricos em clorofilas sdo desejados.

Para validar de forma eficiente o uso da fenotipagem de alto desempenho, faz-se
necessario avaliar muitos gendtipos e comprovar a existéncia de variabilidade genética no
germoplasma (Maciel et al., 2019a). Na presente pesquisa foi confirmada ampla variabilidade
genética para pigmentos foliares no germoplasma de alface roxa avaliado. As distancias variaram
de 0,29 (UFU-86#2#1#1 e UFU BIOFORT75E33) a 9,63 (UFU-75#2#2#1 e Pira 72), indicativo
de forte dissimilaridade genética. Os grupos formados no dendrograma UPGMA (Figura 4)
apresentaram coeficiente de correlagdo cofenética de 0,858 (teste t, p <0,01). Assim, o
dendrograma reflete satisfatoriamente os dados da matriz e os agrupamentos subsequentes. Os
grupos foram estabelecidos conforme indicado pela maioria dos indices do estudo de Milligan e

Cooper (1985).
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FIGURA 5. Dendrograma da diversidade genética entre trinta genotipos de alface roxa, obtido
pelo método de agrupamento ligagdo média entre grupo - UPGMA.

O grupo I foi composto por 18 genotipos, grupo II- por 7 gendtipos, grupo I1I- 2 genodtipos,
grupo IV- 1 gendtipo, grupo V- 1 gendtipo e grupo VI- cultivar comercial Pira 72.

A distancia Euclidiana também permitiu quantificar as contribuigdes relativas de cada um
dos pigmentos na diversidade genética dos gendtipos de alface de coloragdo roxa ao partir do
critério proposto por Singh (1981). Antocianina foi o composto de maior contribui¢do para a
dissimilaridade genética no germoplasma de alface roxa (37,5%), seguido pela clorofila b (20,0%),
carotenoide (14,8%) e clorofila total (14,6%). A clorofila a apresentou a menor contribuicao
(13,1%).

1.3.2. Validagdo da fenotipagem de alto desempenho para alface roxa

A Fenotipagem de alto desempenho, além de preservar as plantas do estudo, o que pode
ser fundamental para o programa de melhoramento, reduziu o tempo e mao-de-obra de avaliagao.
Além disso, com a técnica € possivel obter dados de todas as plantas da parcela ou individualiza-

las, o que seria inviavel nas outras metodologias testadas, sendo, portanto, ainda mais eficiente.
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Neste contexto, a fenotipagem de alto desempenho pode ser uma excelente alternativa para
determinar a quantidade de pigmentos foliares, visando obter resultados de forma rapida, acreditada
e com custo extremamente baixo.

A quantificagdo do teor de antocianina, carotenoide, clorofila a, clorofila b, clorofila total
pelo método laboratorial padrdo foi demorada, laboriosa e consumiu um grande volume de
reagentes quimicos de alto custo e toxidade (3,51 | para trinta tratamentos com trés repeticdes).
Para o procedimento de coleta, extracao e quantificagdo dos compostos foram necessarias vinte e
sete horas de trabalho com cinco pessoas envolvidas. Ja para a estimativa do teor dos pigmentos
foliares com o medidor de clorofila SPAD-502, foi necessario um sexto desse tempo (4,5 horas) e
apenas duas pessoas. Enquanto isso, para a fenotipagem de alto desempenho, uma tnica pessoa,
em duas horas, fez do planejamento ao voo ao calculo dos indices de vegetacdo, o que equivale a
7,4% do tempo do procedimento padrao e 44,4% da estimativa indireta pelo indice SPAD.

Em trabalhos de melhoramento, altas correlagdes entre caracteristicas de interesse
permitem sele¢do indireta utilizando a caracteristica mais simples ¢ de menor custo a ser avaliada
(Reis et al., 2017; Nascimento-Junior et al., 2018). Assim, para verificar a possibilidade de
selecionar genotipos de alface roxa ricos em pigmentos foliares a partir de indices de vegetacao,

foi calculado a matriz de correlagdo entre os caracteres (Figura 5).
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FIGURA 6. Matriz de correlagdo (r de pearson) para teor de antocianina (AT), carotenoide (CN),
clorofila a (CA), clorofila b (CB), clorofila total (CT), indice spad e indices de vegetagao (CIG;
CVI; GNDVI; NDVI). Correlagdes positivas sdo exibidas em tons de azul e as insignificantes pelo
teste de pearson a 5% sdo riscadas.

A antocianina, pigmento que mais contribuiu para o desempenho fenotipico dos
genoétipos, apresentou alta correlagdo com os indices CIG, CVI e GNDVI. As antocianinas
absorvem a radiag@o na regido espectral verde (com um pico de absor¢do em torno de 540-560
nm), por isso os indices de vegetagdo que usam o canal verde em sua formulagao tendem a exibir
maior sensibilidade a sua presencga (Vifia e Gitelson, 2011). Plantas com presenga de antocianina
relativamente alta tendem a exibir reflectancia reduzida de verde (Falcioni et al., 2020). Isso explica

o fato dos indices CIG, CVI e GNDVI tenderem a aumentar com o incremento do teor de AT.
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Apesar de haver estudos que correlacionam o teor de clorofila com todos os indices
testados em diferentes espécies vegetais (Jones et al., 2007; Hatfield et al., 2008; Su et. al, 2018;
Liu et al., 2018), a clorofila total se correlacionou apenas com o CIG e o CVI (Figura 5). Isso
acontece porque a relagdo dos indices de vegetacao com o teor de clorofila varia de acordo com as
espécies de vegetacgdo, tipo de folha e nivel de observagdo (ou seja, folha ou dossel) e por isso ¢
importante estudos para cada situacdo (Croft e Chen, 2017). A clorofila a, apresentou correlagao
significativa moderada com os indices CIG, CVI e GNDVI. J4 a clorofila b, ndo apresentou
correlagdo significativa com os indices testados. O contetido de clorofilas A, B e total foi
proporcional aos valores medidos por transmitancia com o clorofildmetro Minolta SPAD-502, o
que estd de acordo com o observado em diversos trabalhos (Loh et al., 2002; Jifon et al., 2005;
Lion et al., 2007; Coste et al., 2010; Cassetari et al., 2015; Mendoza-Tafolla et al., 2019).

E importante ressaltar, que o contetido foliar de antocianina apresentado nos 30 gendtipos
de alface roxa ndo esta diretamente relacionado a quantidade de conteudo de clorofila total (Figura
5). Portanto, o conteudo de ambos os pigmentos deve ser avaliado independente.

O teor de carotenoides foi significativamente correlacionado com os indices CIG e CVI
(p < 0.05). Cassetari et al. (2015) também encontraram fortes correlagdes entre carotenoides e
SPAD para alface verde.

O NDVI ¢ amplamente usado na agricultura para avaliar o conteudo de pigmentos,
sanidade e estresses por reflectancia em diversas espécies vegetais (Skakun et al., 2017).
Entretanto, nos gendtipos de alface roxa esse indice ndo se correlacionou com os pigmentos
avaliados. Isso pode ter acontecido devido ao fato de que esse indice ¢ significativamente afetado
pelas antocianinas acumuladas nas folhas com teor relativamente alto (Hlavinka, Naus e Spundova,
2013).

Para avaliar a aplicabilidade da fenotipagem de alto desempenho a partir do uso de indices
de vegetagdo, primeiramente foram demonstradas a existéncia de variabilidade entre os pigmentos
foliares (Figura 4) e de variabilidade genética dentro do banco de germoplasma (Figura 5). A
variagdo dos pigmentos foliares € notavel, especialmente antocianina, variando de um minimo de
170 ug.g! de tecido fresco por UFU-206#3#2#1 a um maximo de 1356 ug.g™' por UFU-75#2#2#1.
A antocianina também foi o pigmento que mais contribuiu para o teor total de pigmentos e para a

dissimilaridade dos gendtipos. A possibilidade de selecdo indireta por indices de vegetagao foi
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demonstrada pelas correlagdes significativas com os pigmentos foliares (Figura 6). O comparativo
da imagem no visivel (RGB) com a imagem contendo os canais do vermelho, verde e infravermelho
proximo (RGN) que originou os indices de vegetacdo e os proprios indices para as parcelas que
apresentaram teores menores, intermediarios e maiores de pigmentos foliares foram obtidos

(Figura 7).Figura 7
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FIGURA 7. Imagem RGB, RGN e dos indices de vegetacdo CIG, CVI, GNDVI e NDVI das
parcelas com teores menores (UFU-117#1#3#1), intermedidrios (UFU-189#2#3#1) e maiores
(UFU#206#1#3#1) de pigmentos foliares (ug.g”! de tecido fresco).

AT = antocianina, CN = carotenoide, CA = clorofila a, CB = clorofila b, CT = clorofila total.
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Ficou evidente que as parcelas cujo genotipo apresentou maior conteido de pigmentos,
especialmente de antocianina, demonstraram indices CGM, CVI e GNDVI mais intensos (Figura
7).

Os valores dos pigmentos foliares, indice SPAD e indices de vegetagdo, padronizados e

centralizados na média foram comparados para cada genotipo (Figura 8).
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FIGURA 8. Mapa de calor para teor de antocianina (AT), carotenoide (CN), clorofila a (CA),
clorofila B (CB), clorofila total (CT), indice SPAD e indices de vegetacao (CIG; CVI;
GNDVI; NDVI) de 30 genoétipos de alface roxa.
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Os gendtipos que se destacaram para antocianina e clorofila a, UFU-75#2#2#1 e UFU-
206#1#3#1, também apresentaram indices CIG, GNDVI e CVI acima da média (Figura 8).
Antocianina foi agrupada com os indices SPAD, CIG, GNDVI e CVI, confirmando eficiéncia em
discriminar genétipos com altos teores desse pigmento. Assim, o teor de pigmentos foliares,
especialmente antocianina, pode ser avaliado a partir dos indices de vegetacao CIG, CVIe GNDVI.

Diversos estudos demonstram que o aumento no conteido de antocianina estd fortemente
correlacionado com maior atividade antioxidante (Prior et al., 1998; Alasalvar et al., 2001; Yoo et
al., 2020). Assim, a selecao em alface roxa amparada por estes indices pode resultar em plantas
que proporcionam maiores beneficios a saude.

Sugere-se que a técnica de fenotipagem de alto desempenho permitiu 0 monitoramento
dos aspectos nutricionais da alface. Além disso, viabiliza selecionar plantas biofortificadas em
programas de melhoramento genético de alface por se tratar de um método rapido, acreditado e
econdmico.

1.4. CONCLUSOES

O uso da fenotipagem de alto desempenho, utilizando indices espectrais, visando sele¢do
de plantas biofortificadas foi eficiente para selecdo indireta de plantas com altos teores de
pigmentos.

Os indices de vegetacdo CIG, CVI e GNDVI apresentaram maior potencial para uso

visando avaliar o contetido de pigmentos foliares em alface roxa, especialmente antocianina.
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2. FENOTIPAGEM DE ALTO DESEMPENHO PARA DETECTAR ANTOCIANINAS,
CAROTENOIDES E CLOROFILAS EM GERMOPLASMA DE ALFACE ROXA E
VERDE

RESUMO

A fome oculta (deficiéncia de micronutrientes) ¢ um grande problema de satide publica em todo o
mundo. Visando superar esse problema, a busca por alimentos funcionais e ricos nutricionalmente
tem aumentado. A alface estd entre esses alimentos saudaveis, tendo em sua composi¢ao compostos
bioativos como os pigmentos antocianinas, carotenoides e clorofilas, os quais tem forte acdo
antioxidante e trazem muitos beneficios ao organismo humano. Para favorecer o consumo destes
compostos ¢ desejavel a obtencdo de plantas biofortificadas. Entretanto, alto custo e a demora das
analises laboratoriais da composi¢do vegetal tem limitado trabalhos nesta linha. No presente
estudo, foi avaliado o conteudo de antocianina, carotenoides, clorofila a, clorofila b e clorofila total
em quinze genoétipos de alface roxa e verde além de indice SPAD e indices de vegetacdo em
imagem nos canais do visivel (RGB) para fenotipagem de alto desempenho. Foi confirmada a
variabilidade para teores de pigmentos foliares entre os tratamentos pelo teste de Scott-Knott
(p<0.05) e pelo dendrograma UPGMA com base na matriz de distancia Euclidiana. Os indices de
vegetacdo, principalmente o GLI, foram correlacionados com os pigmentos avaliados. Foram
geradas regressoes lineares entre o GLI (indice de folha verde) e os pigmentos foliares. O GLI foi
um bom preditor para estimar o teor de antocianina(r = -0,83; r> = 0,75), carotenoide (r = -0,59; r?
=0,43), clorofila a (r =-0,69; r>= 0,48), clorofila b (r = -0,62; r>= 0,39) e clorofila total (r =-0,77;
> =0,65) em alface roxa e verde. Portanto, a técnica de fenotipagem de alto desempenho pode ser
empregada para avaliar pigmentos foliares em programas de melhoramento, bem como em cultivos
para o monitoramento de niveis de biofortificagao.

Palavras-chave: alimentos biofortificados, imagem RGB; Lactuca sativa L.; melhoramento
genético; método indireto; nutri¢ao.
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High-throughput phenotyping to detect anthocyanins, chlorophylls, and carotenoids in red

and green lettuce germplasm

ABSTRACT

Hidden hunger (micronutrient deficiency) is a major public health problem worldwide. In order to
overcome this problem, the search for functional and nutritionally rich foods has increased. Lettuce
is among these healthy foods, having in its composition bioactive compounds such as anthocyanin
pigments, carotenoids and chlorophylls, which have a strong antioxidant action and bring many
benefits to the human body. To favor the consumption of these compounds, it is desirable to obtain
biofortified plants. However, high cost and the delay in laboratory analysis of plant composition
has limited work in this line. In the present study, the content of anthocyanin, carotenoids,
chlorophyll a, chlorophyll b and total chlorophyll was evaluated in fifteen genotypes of red and
green lettuce in addition to the SPAD index and vegetation indexes in the image in the visible
channels (RGB) for high-throughput phenotyping technique. The variability for leaf pigment
content between treatments was confirmed by the Scott-Knott test (p <0.05) and by the UPGMA
dendrogram based on the Euclidean distance matrix. The vegetation indexes, mainly the GLI, were
correlated with the pigments evaluated. Linear regressions were generated between GLI (green leaf
index) and leaf pigments. The GLI was a good predictor to estimate the content of anthocyanin (r
=-0.83; r=0.75), carotenoid (r = -0.59; r* = 0.43), chlorophyll a (r=-0, 69; r> = 0.48), chlorophyll
b (r=-0.62; = 0.39) and total chlorophyll (r =-0.77; > = 0.65) in red and green lettuce. Therefore,
the high-throughput phenotyping technique can be used to evaluate leaf pigments in breeding
programs, as well as in crops for monitoring biofortification levels in red and green lettuce.

Keywords: biofortified foods; genetical enhancement; indirect method; Lactuca sativa L.;
nutrition; RGB image.
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2.1.INTRODUCAO

A fome oculta (deficiéncia de micronutrientes) ¢ um sério problema em todo o mundo
(Cuenca et al., 2020; Murray et al.,, 2021) e sua principal causa sdo dietas desequilibradas.
Atualmente, esse ¢ o principal fator mundial de risco de mortes (FAO et al., 2019). Esse problema
tem estimulado a populacdo a buscar alimentos ricos nutricionalmente e com efeitos benéficos a
saide humana e longevidade (Giordano et al., 2019). A biofortificacdo ¢ um dos meios para
enriquecer nutricionalmente partes comestiveis das plantas e obter alimentos funcionais
(Finkelstein et al., 2017). A Alface (Lactuca sativa L.) ¢ uma cultura promissora para
biofortificacdo devido sua popularidade em todo o mundo (Camejo et al., 2020).

A maioria das variedades de alface cultivadas possuem coloragdo verde, mas um pequeno
grupo apresenta coloracdo roxa devido ao alto acimulo de antocianinas (Zhang et al., 2016).
Antocianinas e outros pigmentos vegetais como as clorofilas e carotenoides apresentam forte acao
antioxidante e sdo essenciais na fisiologia das plantas (Lopes et al., 2017).

Pesquisas anteriores revelaram que antocianinas, carotenoides e clorofilas podem prevenir
o aparecimento de doengas cronicas como cancer ou doencas cardiovasculares, além de aumentar
a resposta imunoldgica (Braga et al., 2018; Bendokas et al., 2019). Além da relacdo com o bem-
estar fisico, esses pigmentos vegetais promovem o bem-estar mental quando fazem parte de uma
dieta saudavel regular (Ocean, Howley e Ensor, 2019). Desde a divulgagdao dessas pesquisas,
verduras e frutas coloridas ganharam maior atengao.

Entretanto, cultivares de alface tém caracteristicas genéticas, fenotipicas e comerciais
significativamente diferentes e a qualidade nutricional é uma das caracteristicas com grande
variabilidade (Yang et al., 2018). O conhecimento sobre a composi¢ao de cada cultivar ¢ muito
limitado. Entre os fatores que limitam a caracteriza¢do nutricional de cultivares de alface e
trabalhos de biofortificagdao estdo o alto custo e a demora das analises laboratoriais (Maciel et al.,
2019a).

Diversos estudos demonstram o potencial de indices de vegetacao calculados a partir de
imagens no espectro do visivel (RGB) para avaliar parametros fotossintéticos em culturas (Yadav,
Ibaraki, Gupta, 2010; Riccardi et al., 2014; Guo et al., 2020). Entretanto, trabalhos que avaliam
antocianinas, carotenoides e clorofilas por sensoriamento remoto em germoplasma de alface com

diversidade de cores sao escassos.
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Diante disso, o objetivo do trabalho foi validar a estimativa de antocianina, clorofila e

carotenoides em germoplasma de alface roxa e verde a partir de imagens RGB.

2.2.MATERIAL E METODOS
O experimento foi conduzido na Estagdo Experimental de Hortaligas da Universidade
Federal de Uberlandia (Figura 9), no municipio de Monte Carmelo (873 m de altitude), Minas
Gerais, Brasil, de junho a setembro de 2019. O clima da regido ¢ do tipo Aw-tropical, caracterizado

por verdo quente e umido e inverno frio e seco, segundo classificacdo de Kdppen (1948).
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FIGURA 9. Localizacao do experimento e distribui¢do dos genoétipos de alface roxa e verde em
campo. 1: Purpurita; 2: UFU-215#2#2; 3: UFU-215#3#2;4: UFU-104#1#1; 5: UFU-215#6#5; 6:
UFU-215#1#2; 7: UFU-215#7#3; 8: UFU MC MINIBIOFORT2; 9: UFU-215#10#2; 10: UFU-
215#13#1; 11: UFU-66#4#2; 12: UFU-66#3#1; 13: UFU-66#8#1; 14: UFU-66#7; 15: Vitoria.

Foram avaliados treze genotipos de minialface do Programa de Melhoramento Genético
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de Alface Biofortificada da UFU, cadastradas no Software BG o BIOFORT INPI
BR512019002403-6 (Maciel et al., 2019b). Os genotipos avaliados foram obtidos ap6s hibridagao
entre as cultivares Pira 72 versus Uberlandia 10000, biofortificada (Sousa et al., 2007) seguido de
sete sucessivas autofecundacoes realizadas entre 2013 a 2018. Adicionalmente, foram utilizadas
como testemunhas comerciais, as cultivares Purpurita e Vitoria, totalizando 15 tratamentos no
experimento (Figura 9).

A semeadura foi realizada em junho de 2019 em bandejas de poliestireno expandido com
200 células preenchidas com substrato comercial a base de fibra de coco. Apds semeadura, as
bandejas permaneceram em casa de vegetacao do tipo arco, com dimensdes de 5 x 6 m e pé direito
de 3,5 metros coberta com filme de polietileno transparente de 150 micra, aditivado contra raios
ultravioleta, e cortinas laterais de tela branco anti-afideos. Trinta ¢ sete dias apos a semeadura
(DAS), foi realizado o transplantio para o campo. O espacamento adotado foi 0,25 x 0,25 m.
Utilizou-se o delineamento experimental de blocos casualizados, com trés repeti¢des de vinte
plantas, no total de 45 parcelas (Figura 9).

As etapas metodologicas para a quantificagdo dos pigmentos foliares, processamento das

imagens e andlise dos dados estdo apresentadas no fluxograma da Figura 10.
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FIGURA 10. Fluxograma das etapas de aquisi¢cao e processamento das imagens, quantificacao dos
pigmentos foliares e anélise dos dados em germoplasma de alface roxa e verde.
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Decorridos trinta e dois dias ap6s o transplantio no campo, foi realizado o voo para
obtenc¢do das imagens. Os parametros utilizados no voo foram: altura de 20 metros, sobreposi¢ao
longitudinal de 80% e sobreposicao lateral de 75%. O voo foi realizado de modo automatico com
o software proprietario DroneDeploy. As imagens coletadas foram processadas e ortorretificadas
no software Pix4Dmapper para gera¢ao do ortomosaico.

Dois dias ap0s a coleta das imagens foi avaliado o contetudo foliar de antocianinas (AT),
carotenoides totais (CR), clorofila a (CA), clorofila b (CB) e clorofila total (CT). Foram coletadas
trés folhas do ter¢o médio de quatro plantas centrais de cada parcela e encaminhadas ao laboratoério.
As folhas ainda frescas foram lavadas e trituradas apds remocao da nervura central. Para AT, foi
adicionada ao tecido vegetal uma solu¢ao composta por etanol 95% e acido cloridrico (85:15). Ja
para CN, CA, CB e CT, foi adicionada uma solugdo de éter de petrdleo e acetona (1:1). Apos 24
horas de reag¢do em auséncia de luz, foi realizada a leitura da absorbancia do extrato sobrenadante
em espectrofotometro digital modelo UV-5100. Os comprimentos de onda empregados foram:
535nm para AT; 645, 652 ¢ 663nm para CA CB, CT e 470 nm para CN. A partir das absorbancias,
foram calculados os teores de pigmentos foliares (ug.g-! de tecido fresco), conforme Francis (1982)
e Cassetari (2012).

O Indice Soil Plant Analysis Development (SPAD) foi avaliado na manhi seguinte a
extragdo de pigmentos foliares em laboratorio. Foram realizadas trés leituras por planta nas quatro
plantas centrais da parcela, obtendo-se assim a média da parcela. Foi utilizado o medidor de
clorofila modelo Minolta SPAD-502 CFL1030, que mede a transmitdncia das folhas nos
comprimentos de onda do vermelho e infravermelho (Minolta, 1989).

No processamento de imagem foram testados indices de vegetacao (Tabela 2) nas quarenta
e cinco parcelas para criacao de camada mascara e segmentagao da vegetacao. O principal resultado
do processo de segmentagdo ¢ uma imagem binaria (camada mascara), onde a vegetagao ¢ separada
dos demais objetos (Hassanein, Lari e El-Sheimy, 2018). Este procedimento objetivou a remogao
dos pixels referentes ao fundo da imagem (solo) para melhor estudo do comportamento da

vegetacao (Figura 11).
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TABELA 2. Indices de vegetagio testados para fenotipagem em alfaces roxas e verdes.

indice de Vegetacio Equacao’ Referéncias
Richardson and Wiegand
Brightness Index (BI) V(R*+G2+B?)/3)
(1977)
Blue Green Pigment Index (BGI) B/G Zarco-Tejada et al. (2005)
Louhaichi, Borman e
Green Leaf Index (GLI) (2G-R-B)/(2G+R+B)
Johnson (2001)
Primary Colors Hue Index (HI) (2*R-G-B)/(G-B) Escadafal et al. (1994)
Overall Hue Index (HUE) atan(2*(B-G-R)/30,5*%(G-R))  Escadafal et al. (1994)
Normalized Green Red Difference
(G-R)(G*R) Tucker (1979)
Index (NGRDI)
Soil Color Index (SCI) (R-G)/(R+G) Mathieu et al. (1998)
Spectral Slope Saturation Index (SI) (R-B)/(R+B) Escadafal et al. (1994)
Visible Atmospherically Resistant .
(G-R)/(G+R-B) Gitelson et al. (2002)
Index (VARI)
! R=banda do vermelho; G=banda do verde; B= banda do azul.
Parcela Camada mascara Imagem segmentada
¢ G G 48 W
1,0 ¥ = =¥ o
0,8 = Rt u 1:;.,. m\_ .
06 i,;-&.‘ b _ri -f.‘: ="j"
0.4 oo e i jokh, f;
0,2 o= 8 L C
0.0 = o ik &5
oW W W

FIGURA 11. Processo de segmentagao da vegetacdo. Na camada madscara, valores 0 referem-se a
vegetacdo e 1 ao solo.

Apoés a segmentagdo foram calculados os indices de vegetacdo descritos na Tabela 2 e

extraido o indice médio de cada parcela para analise do teor de pigmentos foliares por imagem.
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As analises de imagem foram realizadas no software R versao 3.6.3 (R Core Team, 2020),
utilizando o pacote R FieldlmageR (Matias et al., 2020). Os dados foram analisados
estatisticamente no software R versao 3.6.3 (R Core Team, 2020). A significancia estatistica das
diferencas dos dados obtidos foi avaliada por meio da andlise de varidncia, pelo teste F (p < 0,05)
e as médias foram comparadas pelo teste Scott-Knott (p < 0,05), utilizando o pacote R ExpDesp.pt
(Ferreira et al., 2013).

As analises multivariadas de dissimilaridade genética entre os genotipos foram baseadas
na distancia Euclidiana. A dissimilaridade genética foi representada por dendrograma obtido pelo
método hierarquico pelo método da ligagdo média entre grupos nao ponderados (Unweighted Pair-
Group Method Using Arithmetic Averages — UPGMA). O coeficiente de correlagdo cofenética
(CCC) foi calculado para testar a eficiéncia do agrupamento UPGMA e a importancia relativa das
variaveis foi analisada pelo método de Singh (1981). Para essas analises foram utilizados os pacotes
R Vegan (Oksanen et al., 2019), NbClust (Charrad et al., 2014), Biotools (da Silva, Malafaia ¢
Menezes, 2017).

Foi calculada a matriz de correlagdo de Pearson a 5% de significancia entre os pigmentos
foliares avaliados em laboratorio, indice SPAD medido em campo e os indices de vegetagdo
obtidos via sensoriamento remoto. Para isso, foi utilizado o pacote R Hmisc (Harrell Jr e Dupont,
2019).

Com o indice de vegetacao que apresentou maior correlacdo com os teores de pigmentos
foliares foram calculados os modelos de estimativa de antocianina, carotenoide, clorofila a,
clorofila b e clorofila total.

2.3.RESULTADOS E DISCUSSAO
2.3.1. Caracterizagdo do germoplasma e confirmagdo da diversidade genética para pigmentos
foliares

Com base na analise de variancia (ANOVA) houve diferencas significativas pelo teste F
(p < 0,05) entre os genotipos de alface para os teores de antocianina, carotenoide, clorofila a,
clorofila b e clorofila total. As médias comparadas pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05) estdo

apresentadas na Figura 12.
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FIGURA 12. Teores de antocianina, carotenoide, clorofila a, clorofila b e clorofila total de quinze
genotipos de alface roxa e verde. 1: Purpurita; 2: UFU-215#2#2; 3: UFU-215#3#2; 4. UFU-
104#1#1; 5: UFU-215#6#5; 6: UFU-215#1#2; 7: UFU-215#7#3; 8: UFU MC MINIBIOFORT2;
9: UFU-215#10#2; 10: UFU-215#13#1; 11: UFU-66#4#2; 12: UFU-66#3#1; 13: UFU-66#8#1,
14: UFU-66#7; 15: Vitoria. Letras distintas, nas barras, diferem entre si pelo teste Scott-Knott a
0,05 de significancia.

O teor de antocianina variou entre 108,7 para UFU-66#8#1 a 937,9 a ug.g! de tecido
fresco para a UFU MC MINIBIOFORT?2, cultivar biofortificada cadastradas no Software BG a
BIOFORT (Maciel et al., 2019b). A antocianina esta fortemente correlacionada com atividade

antioxidante no organismo humano e dessa forma, o consumo da cultivar UFU MC

40



MINIBIOFORT2 pode apresentar muitos beneficios a saude (Prior et al., 1998; Alasalvar et al.,
2001; Yoo et al., 2020).

Os gendtipos de alface roxa apresentaram altas concentragdes de antocianina, exceto o
UFU-215#7#3. Esse genotipo esta classificado como roxo, entretanto, apresentou teor de
antocianina estatisticamente igual aos genotipos de coloragdo verde. O comportamento desse
genoétipo pode ser explicado pela expressdo das cores roxa e verde simultaneamente nas folhas
desse genotipo, sendo do tipo variegado (da Silveira et al., 2019). Esse resultado esta de acordo
com o esperado, pois a antocianina € o pigmento que confere a coloragdo roxa as folhas (Francis
et al., 1982; Llorach et al., 2008, Zhang et al., 2016, Bendokas et al., 2019).

Para carotenoides, a variagao entre os gendtipos foi de 45%. Os gendtipos UFU-215#2#2,
UFU-104#1#1, UFU MC MINIBIOFORT2 e UFU-66#4#2 se destacaram, chegando apresentar
6,3 ug.g! de tecido fresco. Além de ter acdo antioxidante, os carotenoides sdo formas de
provitamina A que ao serem ingeridos podem entdo ser convertidos em vitamina A (Sherwin et al.,
2012). A deficiéncia desta vitamina ¢ um importante problema de saude publica em todo o mundo,
sendo causa de distirbios como xeroftalmia e aumento do risco de doengas infecciosas (Sherwin
etal., 2012; Vijayageetha et al., 2019). Dessa forma, cultivares biofortificadas em carotenoides sao
muito desejadas.

Os genotipos UFU-215#2#2 ¢ UFU MC MINIBIOFORT?2 apresentaram as maiores
concentragdes de clorofila a, b e total avaliadas. Enquanto no genodtipo UFU-215#2#2 a
concentracdo de clorofilas chegou a 165,6 ug.g”! de tecido fresco, o genotipo UFU-66#3#1
apresentou apenas 40% desse valor (59,8 ug.g™!' de tecido fresco). Alto teor de clorofilas pode
beneficiar industria alimenticia e farmacéutica que utilizam esses compostos e agricultores devido
maior capacidade fotossintética dos vegetais (Queiroz et al., 2017). O consumo de vegetais ricos
em clorofila também pode prevenir a obesidade e melhorar a tolerancia a glicose (Li et al., 2019).

Além de comparar o teor de pigmentos dos genotipos de alface roxa e verde quantificados
em laboratorio pelo teste de Scott-Knott (Figura 12), também foi realizado agrupamento dos
genotipos utilizando medidas de dissimilaridade genética para comprovar a diversidade do
germoplasma e possibilitar o estudo de fenotipagem por imagem.

A distancia Euclidiana entre os quinze tratamentos variou de 0,67 (UFU-215#3#2 e

Vitoria) a 7,34 (UFU MC MINIBIOFORT?2 e UFU-66#3#1), indicando diversidade genética. Os
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grupos formados no dendrograma UPGMA (Figura 13) apresentaram coeficiente de correlacao
cofenética de 0,79 (teste t, p <0,01). Assim, o dendrograma reflete satisfatoriamente os dados da
matriz € os agrupamentos subsequentes. O niamero de grupo foi estabelecido conforme indicado

pela maioria dos indices testados por Milligan e Cooper (1985).
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FIGURA 13. Dendrograma da diversidade genética entre 15 gendtipos de alface dos tipos roxa e
verde, obtido pelo método de agrupamento ligagdo média entre grupo - UPGMA.

O grupo I (Figura 13) foi composto por seis genotipos, dentre eles as duas testemunhas
comerciais (Purpurita e Vitoria). O grupo Il reuniu oito genotipos, todos roxos, os quais destacaram
para altos teores de pigmentos foliares. No grupo III ficou isolado o gendtipo verde UFU-66#3#1,

caracterizado por apresentar baixo conteudo de todos os pigmentos foliares avaliados.
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A UFU MC MINIBIOFORT2, cultivar biofortificada, foi agrupada no grupo II,
confirmando que os genotipos desse grupo sao biofortificados.

A importancia relativa de caracteres a partir do critério proposto por Singh (1981) indicou
que antocianina foi o composto de maior contribui¢do para a dissimilaridade genética no
germoplasma de alface verde e roxa (27,7%), seguido por carotenoide (24,0%) e clorofila a

(20,1%). As menores contribui¢des foram da clorofila b (16,3%) e clorofila total (14,0%).

2.3.2. Segmentacgdo das plantas para imagens RGB

A aplicacdo das imagens obtidas com aeronaves remotamente pilotadas (ARPs) na
agricultura depende do processamento de imagem para extrair as informagdes adequadas para
atingir os objetivos almejados (Hassanein, Lari e El-Sheimy, 2018). Para andlise de alfaces, o
processo de segmentacdo da vegetagdo ou remocao do fundo deve ser a etapa inicial para atingir o
objetivo. Utilizando cameras multiespectrais esse processo ¢ facilmente realizado. Entretanto, o
uso de cAmeras multiespectrais para ARP tem a desvantagem do alto custo, enquanto os sensores
RGB sdo baixo custo e favorecem a adogdo da tecnologia. Assim, houve a necessidade de
desenvolver um método para realizar o processo de segmentagdo de alface roxa e verde, de forma
automatizada, utilizando imagens RGB.

Ap6s o calculo dos indices de vegetacao descritos na Tabela 2 foi analisada a distribuicao

dos valores de cada indice nos pixels por meio de histogramas (Figura 14).
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FIGURA 14. Histogramas de distribuicdo e frequéncia de pixels encontrados para os canais do
visivel e para indices de vegetagdao em quinze genoétipos de alface roxa e verde.

O HUE foi o indice que melhor discriminou o solo das alfaces verdes e roxas (Figura 14).
No histograma HUE pode ser observado dois extremos na distribui¢do dos valores de niimero
digital dos pixels. O primeiro extremo ¢ referente as plantas e o ultimo, com maior nimero de
pixels, referente ao solo, confirmando a necessidade da segmentagdo. Beniaich et al. (2019) em
experimento com diferentes tipos de cobertura vegetal, também observaram que o HUE contrastou
a vegetacdo dos elementos ndo vegetais na imagem.

Para criacao da camada mascara foi determinado o valor de corte de 1,52 no indice HUE.
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Pixels com indice HUE acima do valor de corte foram contabilizados para a camada mascara
referente ao solo. Esse valor de corte no indice HUE propiciou excelente segmentacdo da
vegetacao.

O procedimento de remogao do fundo da imagem (solo) foi importante para reduzir ruidos

na andlise dos pigmentos foliares e melhorar a reprodutibilidade da analise por imagem.

2.3.3. Validagao da fenotipagem de alto desempenho para alface roxa e verde

Dos indices de vegetacao descritos na Tabela 2 e analisados para segmentacao (Figura 14)
foram selecionados os cinco com maior desvio padrdo apds a remocao dos pixels da imagem
referentes ao solo. Os indices selecionados foram: Indice de Brilho (BI), indice de Folha Verde
(GLI), Indice de Diferenga Normalizado Verde Vermelho (NGRDI), indice de cor do solo (SCI) e
indice de saturagio de inclinagio espectral (SI).

Para quantificar antocianina, carotenoide, clorofila a, clorofila b, clorofila total nos quinze
tratamentos de alface roxa e verde foram demandados dezoito horas de uma equipe com quatro
pessoas (72 horas de trabalho). Foi necessario o consumo de 1,8 litros de reagentes de alto custo e
periculosidade. Enquanto isso, a mensuragao do Indice SPAD com o clorofildmetro SPAD-502 foi
realizada em 2,5 horas por duas pessoas, reduzindo o tempo de avaliacdo em 93%. Ja para
fenotipagem de alto desempenho, uma Unica pessoa realizou todos os processos em apenas uma
hora de trabalho, o que equivale a economia de tempo para avaliagdo dos pigmentos foliares em
98,6% e 77,8% em relagdo a quantificagdo pelo método padrdo e por indice SPAD,
respectivamente. Assim, o método de fenotipagem de alto desempenho reduziu drasticamente o
tempo e o custo de analise de antocianina, carotenoide e clorofilas.

Caracteristicas fortemente correlacionadas possibilitam sele¢@o indireta utilizando aquela
de mais simples mensuragdo (Reis et al., 2017; Nascimento-Jinior et al., 2018). Assim, para
verificar a possibilidade de selecionar gendtipos de alface roxa e verde ricos em pigmentos foliares
a partir de indices de vegetacdo calculados em imagens de ARP, foi calculado a matriz de

correlacdo entre os caracteres (Figura 15).
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de cor do solo; SI = indice de saturacao de inclinacdo espectral.

Os pigmentos foliares em alfaces roxas e verdes foram correlacionados com todos os
indices avaliados (p < 0,05). Isso indica que antocianinas, carotenoides e clorofilas podem ser
avaliados indiretamente por indices de vegetacdo obtidos via sensoriamento remoto.

As correlagcdes mostram que, a medida que os indices BI, GLI, NGRDI e SI aumentam, o
teor de pigmentos foliares diminui (Figura 15). Entretanto, era esperado aumento dos indices de

vegetacdo com incrementos no conteudo de clorofilas, os pigmentos responsaveis pela coloragdo
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verde. Entretanto, Maciel et al. (2019a) também observaram reducao da resposta espectral na banda
verde com teores crescentes de carotenoides em germoplasma alface roxa. Falcione et al. (2020),
em experimento com diversas espécies vegetais, concluiram que plantas que apresentam altas
concentragdes de antocianina a reflectancia de verde ¢ reduzida. Portanto, os genotipos de alface
roxa podem ter influenciado os resultados. Mesmo assim, foram observadas altas correlacdes entre
esses indices e os pigmentos em alfaces verdes e roxas, o que indica que os modelos gerados nesse
trabalho poderao ser aplicados para diferentes tipos de alface.

Antocianina, pigmento que mais contribuiu para a diversidade genética, foi altamente
correlacionada com os indices de vegetacdo avaliados, principalmente BI, GLI (ambos -83%). O
indice GLI também se destacou com altas correlagdes com carotenoides (-62%), clorofila a (-69%),
clorofila b (-62%) e clorofila total (-77%).

Também foram observadas altas correlagdes entre os pigmentos foliares e o indice SPAD.
Viérios trabalhos confirmam que SPAD expressa indiretamente o conteido de clorofila e
carotenoide na folha (Leon et al., 2007; Hlavinka, Naus ¢ Spundové, 2013; Cassetari et al., 2015).
Entretanto, mesmo as medidas com clorofilometro sendo um avango para avaliar pigmentos
foliares, este método ainda ¢ demorado e esté sujeito a diversos problemas técnicos nas avaliagdes
em campo.

Vale ressaltar que antocianinas, carotenoides e clorofilas apresentaram entre si correlagdes
positivas significativas. Isso indica que em alface roxa e verde a analise desses pigmentos foliares
podem ser conjunta.

Na Figura 16 ¢ demonstrado o comportamento de cada pigmento foliar quantificado em

laboratorio e o teor de pigmentos foliares predito pelo uso direto do indice GLI.
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FIGURA 16. Mapas dos teores de antocianinas (AT), carotenoides (CN), clorofila a (CA),
clorofila b (CB) e clorofila total (CT) quantificados em laboratorio e teor de pigmentos foliares a
partir do indice de vegetagao GLI.

A Figura 16 evidencia a semelhanga entre o comportamento dos pigmentos quantificados
pelo método tradicional e o estimado pelo método de fenotipagem de alto desempenho.

A fenotipagem de alto desempenho possibilitou a avaliagio de cada planta
individualmente com reducao de tempo e custo, enquanto no método tradicional foi obtido apenas

o teor médio de cada pigmento para a parcela. Além disso, a técnica que utiliza imagens ARP
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preserva as plantas avaliadas, o que ¢ importante para avango de geracdo em programas de
melhoramento genético e para a comercializagcdo em cultivos de alface.

Diversos estudos demonstram influéncias das condi¢des ambientais, como temperatura,
fertilidade, umidade do solo e principalmente pela luz, além dos fatores genéticos no acimulo de
fitopigmentos (Mol et al., 1996; Hichri et al., 2011; Dong et al., 2019; Islam et al., 2019; O’Cornell,
2021). Assim, uma cultivar de alface pode apresentar diferentes concentragdes desses compostos
dependendo do ambiente em que ela ¢ cultivada. Visto isso e a eficiéncia da fenotipagem de alto
desempenho em discriminar niveis de teores de pigmentos foliares, propde-se o uso desta técnica
também em cultivos em larga escala. Portanto, a ferramenta pode ser util para as melhoristas em
programas de melhoramento, visando a biofortificagdo, mas também para horticultores e setor
publico a fim de monitorar os niveis de antocianinas, carotenoides e clorofilas em cultivos usando
ARPs.

Para possibilitar a quantificacdo de pigmentos foliares por imagem foram gerados
modelos de predicdo (Tabela 3). As equagdes de regressdo linear foram ajustadas a variavel

resposta média do indice de vegetagdo GLI.

TABELA 3. Modelos de regressdo para estimativa de pigmentos foliares em alface roxa e verde a
partir do indice de vegetagcdo GLI.

Pigmento foliar (ug.g™!) Modelo R? p-value RMSE
Antocianina Y =-1205,23GLI + 360,68 0,75 oo 134,4
Carotenoide Y =-2,888GLI + 5,3251 0,43 otk 0,6
Clorofila a Y =-52,282GLI + 62,67 0,48 okx 26,4
Clorofila b Y =-50,072GLI + 37,959 0,39 otk 10,6
Clorofila total Y =-143,23GLI + 116,666 0,65 ko 27,0

*E% p <0,001. R? = Coeficiente de determinacdo; RMSE = Raiz do Erro Quadratico Médio.

O indice de vegetacdo GLI baseado em ARP foi um bom preditor para estimar o teor de
pigmentos foliares em alface roxa e verde. A analise de regressao indicou que o teor carotenoides
e de clorofila total pode ser previsto usando GLI baseado em ARP com apenas £11% e 16% de
diferenca de acordo com a raiz do erro quadratico médio, respectivamente. Ja para antocianina e

clorofila b, essa diferenca é de £34% e 41%.
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2.4. CONCLUSOES

A fenotipagem de alto desempenho utilizando imagem RBG de aeronave remotamente
pilotada pode ser utilizada para estimar o teor de antocianinas, carotenoides e clorofilas em alface
roxa e verde dentro de um banco de germoplasma ou em larga escala em cultivos.

O indice de vegetacdo GLI ¢ um bom preditor dos teores de pigmentos foliares em alface
roxa e verde.
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