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RESUMO

DUARTE, JESSYCA GONCALVES. Fenotipagem de alto desempenho para pigmentos
foliares em genotipos de alface verde. 2021. 38p. Dissertagdo (Mestrado em Meio Ambiente
e Qualidade Ambiental) — Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia.

O cultivo de alface possui grande importancia socioeconémica no Brasil. Por se tratar de uma
hortalica presente na alimentacdo, melhoristas de alface tém buscado desenvolver novas
cultivares biofortificadas. Um dos entraves tem sido o alto custo das anélises realizadas em
laboratério aliado a demanda de tempo no campo. Objetivou-se com este trabalho a validacéo
de técnicas por imagem a partir de Veiculo Aéreo Nao Tripulado (VANT) para selecdo de
gendtipos de alface biofortificadas. O experimento foi realizado em casa de vegetacdo na
Universidade Federal de Uberlandia no delineamento de blocos casualizados com 25
tratamentos e 4 repeticGes. Foram avaliados quatro diferentes indices de vegetacdo (NDVI,
CVI, GNDVI e CIG), pigmentos foliares (clorofila a, b e total, carotenoide, luteina) e o indice
Soil Plant Analysis Development (SPAD). Os dados foram submetidos a analise de variancia
pelo teste F (p < 0,05). As médias foram comparadas pelo teste Scott-Knott (p < 0,05). A
dissimilaridade genética foi representada por dendrograma obtido pelo método hierarquico
Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic Avarage (UPGMA). Foi avaliada a
correlacdo entre os indices de vegetacao versus pigmentos, sendo que os diferentes indices de
vegetacdo foram capazes de mensurar de forma indireta pigmentos foliares em germoplasma
de alface verde. A correlagdo entre os pigmentos, SPAD e o indice NDVI foi confirmada.
Germoplasma de alface com ampla variabilidade genética pode interferir nos valores de
correlacdo. Diante disso, sugere-se que os diferentes indices de vegetacdo sejam analisados
individualmente para cada genétipo (per se).

Palavras Chaves: Lactuca sativa L., Fendbmica, Vitamina A, Luteina
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ABSTRACT

DUARTE, JESSYCA GONCALVES. High-performance phenotyping for leaf pigments in
lettuce genotypes. 2021. 38p. Dissertacao (Mestrado em Qualidade Ambiental) - Universidade
Federal de Uberlandia, Uberlandia — MG

Lettuce cultivation has great socioeconomic importance in Brazil. As it is a vegetable present
in the diet, lettuce breeders have sought to develop new biofortified cultivars. One of the
obstacles has been the high cost of the analyzes carried out in the laboratory, combined with
the demand for time in the field. The objective of this study was the validation of imaging
techniques using an Unmanned Aerial Vehicle (UAV) for the selection of biofortified lettuce
genotypes. The experiment was carried out in a greenhouse at the Federal University of
Uberlandia without a randomized block design with 25 treatments and 4 replications. Four
different vegetation indices (NDVI, CVI, GNDVI and CIG), leaf pigments (chlorophyll a, b
and total, carotenoid, lutein) and the Soil Plant Analysis Development (SPAD) index were
evaluated. Data were prepared by analysis of variance using the F test (p < 0.05). Means were
compared using the Scott-Knott test (p < 0.05). The genetic dissimilarity was represented by a
dendrogram described by the hierarchical method of Unweighted Pairs-Groups Method Using
the Arithmetic Mean (UPGMA\). A correlation between vegetation indices versus pigments was
evaluated, and the different vegetation indices were able to indirectly measure leaf pigments in
green-faced germplasm. The correlation between pigments, SPAD and NDVI index was
confirmed. Lettuce germplasm with wide genetic variability may interfere with correlation
values. Therefore, it is suggested that the different vegetation indices be analyzed individually
for each genotype (per se).

Keywords: Lactuca sativa L., Phenomics, Vitamin A, Lutein



12

1. INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.) € uma hortalica folhosa da familia Asteraceae de grande
importancia econémica no Brasil. Em 2019, seu cultivo no pais ocupou aproximadamente
35.000 hectares (OLIVEIRA et al., 2019). Apesar da ampla distribuicao nacional e por se tratar
da folhosa mais consumida, a alface ndo é considerada um alimento nutritivo, devido ao seu
alto teor de agua (cerca de 95%) (KIM et al., 2016). No entanto, por meio de métodos de
melhoramento classico € possivel obter plantas biofortificadas, ricas em diversos nutrientes
(MACIEL et al., 2019; CAMEJO et al., 2020). Sendo assim, a alface biofortificada pode ser
considerada uma importante fonte de carotenoides na alimentacao.

O alfa e betacaroteno (provitamina A), atua na expressdo génica, no crescimento e
desenvolvimento fisico, na manutencdo da integridade das células epiteliais e no sistema
imunolodgico de humanos (SALES; PEDRAZA, 2013). A deficiéncia de vitamina A se destaca
entre os principais problemas nutricionais em grande parte da populacdo de paises em
desenvolvimento (JULICRISTIE, OLIVEIRA, BERGAMASCHI, 2009) e os principais grupos
de risco sdo criancas em idade pré-escolar, gestantes e lactantes (LIRA, 2011). A falta desse
nutriente pode acarretar sintomas como secura da pele, olhos e membranas mucosas,
desenvolvimento atrasado e crescimento reduzido em criancas, além de cegueira noturna
(NELSON; COX, 2011).

A luteina € um dos principais carotenoides existentes, sendo o segundo em maior
prevaléncia no corpo humano (UENOJO et al., 2007). E um pigmento natural lipofilico da
classe dos carotenoides que possui propriedades antioxidantes (SOBRAL et al., 2014). Atua
principalmente na reducdo do risco de desenvolvimento da degeneracdo macular induzida pelo
envelhecimento (DMIE) (DA CUNHA et al., 2020).

Uma alternativa viavel para a suplementacdo de carotenoides € a implementacdo do
consumo de alfaces biofortificadas obtidas por meio de métodos de melhoramento genético
classico. O uso destes alimentos auxilia nas deficiéncias de nutrientes, as quais atingem grande
parte da populagédo mundial e vem adversar a chamada fome oculta (MANOS; WILKINSON,
2016).

Apesar da facilidade e simplicidade das técnicas tradicionais de fenotipagem, estas se
tornam onerosas gastando tempo, recurso financeiro e podem levar a erros experimentais. A
fim de aumentar a preciséo, acuracia e rapidez das mensuracdes fenotipicas, praticas com base

em analise e processamentos de imagens digitais tém sido utilizadas como alternativa as
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avaliagdes convencionais, por proporcionar maior confiabilidade dos resultados obtidos
(CORTES et al., 2017).

A fenotipagem de larga escala conhecida como fendémica, vem permitindo a geracéao de
grande quantidade de dados em um periodo relativamente menor quando comparado a métodos
convencionais (SOUSA et al.,, 2015). Possibilita determinar os valores qualitativos ou
quantitativos das caracteristicas em estudo e relaciona-las ao desempenho de um gendétipo em
determinado ambiente (DHONDT et al., 2013). As novas técnicas de fenotipagem tém
avancado em escala, precisdo, reprodutibilidade e complexidade em relagdo as técnicas
tradicionais, principalmente pelo uso de imagens geradas em plataformas automatizadas (DE
SOUSA et al., 2015).

Por intermédio de drones equipados com cameras que apresentam sensores RGB e
infravermelho, com o auxilio de ferramentas computacionais, tém-se os indices de vegetacéo.
Os indices sdo equacGes matematicas desenvolvidas para diferentes finalidades que auxiliam
na avaliacdo e selecdo de plantas superiores. Desse modo, em imagens contendo faixas
especificas do espectro visivel, em que os pigmentos foliares absorvem fortemente a radiacéo,
é possivel avaliar os teores dos principais pigmentos que estdo ligados diretamente a
fotossintese, como as clorofilas e os carotenoides (SOUSA, 2014).

Neste contexto, objetivou-se com este trabalho a validacdo de técnicas por imagem a
partir de Veiculo Aéreo Nao Tripulado (VANT) para selecdo de genotipos de alface

biofortificadas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Alface

A alface pertence a familia Asteraceae e tem como centro de origem a regido Asiatica.
Ao redor do ano 4.500 a.C. ja era conhecida no antigo Egito e chegou ao Brasil no século XVI,
por meio dos portugueses. Essa hortalica originaria do Leste do Mediterraneo foi muito popular
na Roma antiga na época do Imperador Domitien e, posteriormente, dispersa em toda Europa
(DAVIS et al., 1997). No continente americano foi introduzida por volta do seculo XV e desde
1647 é cultivada no Brasil (RYDER; WHITAKER, 1976).

Suas folhas possuem cores verdes até cores mais arroxeadas, estando presas a um
pequeno caule. Suas raizes sdo do tipo pivotante com extrema ramificacdo, o que permite a
exploracdo intensa na proximidade da insercdo ao meio de cultivo (FILGUEIRA, 2013).

A producdo de hortalicas é a atividade que mais se adapta aos produtores rurais
familiares, em virtude de ndo exigir grandes areas e maquinarios modernos. Esse vegetal possui
diferentes canais de mercado para comercializagdo (SEBRAE, 2011).

A alface é a hortalica mais popular entre as folhosas, sendo conhecida mundialmente. O
seu consumo ocorre principalmente na forma in natura. Esse vegetal tem sua origem no clima
temperado. A sua adaptacdo em regides com temperaturas elevadas tem gerado obstaculos ao
seu crescimento e desenvolvimento, impedindo que a cultura expresse todo o seu potencial
genético (ALMEIDA et al., 2011).

A alface apresenta baixo teor calérico (18 Kcal) (OHSE et al., 2001), e uma composicao
nutricional média a cada 100g de: 94% agua; 1,3 g proteinas; 3,5 g carboidratos totais; 0,7 g
fibra; 68 mg calcio; 27 mg fésforo; 1,4 mg ferro; 264 mg potassio; 0,05 mg tiamina; 0,08 mg
riboflavina; 0,4 mg niacina; 18,0 mg vitamina C. Entretanto, os teores acumulados nas folhas
ainda s&o baixos, se comparados ao de outras hortalicas, sendo assim, 0 incremento na sintese
e acumulo desses metabdlitos tem sido foco de estudos envolvendo a biofortificacdo da alface
(HAWRYLAK-NOWAK, 2013)

De acordo com Henz e Suinaga (2009), as cultivares mais consumidas no pais sao
divididas em cinco grandes grupos por tipos morfoldgicos: Repolhuda Lisa, representada por
folhas lisas, delicadas e macias, com nervuras pouco salientes e de aspecto oleoso, formando
uma cabeca compacta; Repolhuda Crespa ou Americana, com folhas crespas, consistentes e

crocantes, cabeca grande e bem compacta; Solta Lisa, folhas lisas e soltas, delicadas, sem
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formagéo de cabeca compacta; Solta Crespa: folhas grandes e crespas, textura macia e
consistente, sem formacéo de cabeca, cor verde ou roxa; e Tipo Romana: folhas alongadas e

duras, com nervuras claras, uma cabeca fofa e alongada.

2.2 Biofortificacao

Os déficits nutricionais constituem um sério problema de saude publica, afetando mais
de metade da populacdo mundial, particularmente aquelas dos paises em desenvolvimento
(WHO, 2018). O estado de caréncia de determinados nutrientes no organismo é definido pela
Organizacdo Mundial da Satide (OMS) como fome oculta (WHO, 2014). Orgéos como OMS,
Organizacdo das Nacdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO) e Fundo das NacOes
Unidas para a Infancia (Unicef) sugerem que para o combate a fome oculta é necessario a
implementacdo de programas de intervencdo direcionados para a fortificacdo de alimento
(MARZULLO, 2021).

A deficiéncia de micronutrientes especificos como zinco, vitamina A e ferro pode
resultar na reducdo da capacidade de trabalho, distarbios no sistema imunoldgico e doencas
como a anemia (NUTTI, 2021; LOUREIRO et al., 2018).

Em 1993 foram iniciados estudos voltados para a biofortificacdo de alimentos buscando
melhorias na qualidade nutricional por meio de procedimentos como o0 melhoramento genético,
emprego de técnicas agrondmicas e da biotecnologia (LONG, BANZIGER, SMITH., 2004;
WELCH, GRAHAM., 2005; WHITE, BROADLEY ., 2005).

Uma técnica considerada importante no combate a fome oculta é a biofortificacdo dos
alimentos por métodos de melhoramento genético convencional, ou seja, sele¢do e cruzamento
entre plantas da mesma espécie, gerando cultivares mais nutritivas. Programas de
melhoramento genético de alimentos basicos como arroz, feijéo, feijao-caupi, mandioca, batata-
doce, milho, ab6bora e trigo vém sendo desenvolvidos no Brasil (EMBRAPA, 2020).

Na perspectiva de producao de alimentos biofortificados com propriedades nutricionais
e funcionais, dois grupos fitoquimicos séo os mais visados: carotenoides e compostos fendlicos
(MUZHINGI et al., 2017). No caso de carotenoides, 0s principais avangos foram na prospec¢ao
de novos gendtipos (IORIZZO et al., 2016; MUTHUSAMY et al., 2016) e no melhoramento
genético convencional (YE et al., 2000; FARRE et al., 2011; DA SILVA SOUZA et al., 2020).

A introducdo de cultivos biofortificados com gendtipos que apresentam maiores

conteudos de minerais e vitaminas podera complementar as intervengfes em nutrigdo existentes
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e proporcionar uma maneira sustentdvel e de baixo custo no combate & desnutri¢do
(CARVALHO; NUTTI, 2012). No entanto, para validacao é necessario avaliar os componentes
vegetais, 0 que tem limitado estudos nessa linha, devido ao alto custo e demanda de tempo de

analises laboratoriais de componentes vegetais (MACIEL et al., 2019).

2.3 Fenotipagem por imagem

As técnicas tradicionais de fenotipagem de plantas sdo baseadas em caracteristicas
facilmente mensuraveis, como exemplo o peso, a altura e o tamanho das plantas. Medidas como
estas podem ser realizadas em qualquer horario, sem protocolo, preparacao prévia da amostra
ou conhecimentos profundos para a obtencao e interpretacdo dos dados (SOUSA et al., 2015).
Entretanto, estas analises sdo demoradas e onerosas, com alto indice de erro operacional,
tornando-se necessarias técnicas modernas e mais rapidas (TSCHIEDEL, 2002).

A fenotipagem em larga-escala, denominada como fendmica, tem como objetivo
empregar ferramentas computacionais derivadas da agricultura de precisdo aliadas ao
melhoramento de plantas (TSCHIEDEL; FERREIRA, 2002). E grande aliada a programas de
melhoramento genético de plantas, especialmente aqueles voltados para a selecdo, descoberta
e validacdo de genes ou, ainda, para a selecdo de genotipos com caracteristicas desejaveis
(SOUSA et al., 2015).

O uso da fenotipagem por imagem tem sido cada vez mais utilizado em programas de
melhoramento genético vegetal (BRISSON et al., 2010; SOUSA et. al., 2015). Técnicas de
fenotipagem por imagem buscam determinar valores qualitativos e/ou quantitativos das
caracteristicas em estudo e correlaciona-las ao desempenho de um genétipo em determinado
ambiente (DHONDT et al., 2013).

As novas técnicas de fenotipagem tém avancado muito em plataformas, metodologias,
automacao, georreferenciamento, controle de condicgdes de realizagdo dos ensaios, volume de
dados coletados, softwares, precisdo e acuracia, reprodutibilidade e complexidade (CANTERI
et al, 2015).

E possivel empregar ferramentas do sensoriamento remoto para identificar quantidades
de pigmentos vegetais. Nessa técnica sdo utilizados sensores remotos proximais de reflectancia
visando estimar, por exemplo, o Normalized Difference Vegetation Index (NDVI) os quais
permitem o acompanhamento e monitoramento de varia¢fes ao longo do desenvolvimento da

cultura (JESUS et al., 2014). O NDVI, sendo o primeiro indice a ser descrito na literatura por
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Rousse et al. (1973), se tornou com o tempo o indice mais conhecido e utilizado em aplicacbes
na agricultura. Sua composicdo leva em conta a reflectancia da planta nos comprimentos de
onda do vermelho e do infravermelho e relaciona-se com o teor de biomassa, area foliar, estresse
entre outros fatores (MAGALHAES, 2019).

Outros indices foram sendo propostos com a utilizacdo de diferentes bandas de cores.
Um exemplo, foi o Green Normalized Difference Vegetation (GNDVI) proposto por Gitelson
et al. (1996). E um indice adaptado do NDV!I e que utiliza a banda do verde em substituico ao
vermelho.

Em 1988, Huete propds o Vegetation Index Soil-Adjusted (SAVI), também adaptado do
NDVI. E um indice que pondera efeitos do solo exposto em imagens de sensores remotos, para
ajuste do NDVI quando da néo ocorréncia de completa cobertura da superficie pela vegetacgéo.

Para a obtencdo desses indices € necessario a captura de imagens aéreas com cameras
dotadas de sensores como os digitais para captura de imagens RGB; sensores no visivel para a
captura de imagens de pigmentos; sensores no infravermelho proximo para a captura de
imagens relacionadas aos indices de agua; sensores no infravermelho longo para a captura de
imagens térmicas e sensores para a captura de fluorescéncia, especialmente de clorofilas. O uso
desses sensores permite o estudo de diversas caracteristicas bioldgicas da planta como: analise
do crescimento; determinacdo de pigmentos, como clorofilas e carotenoides; avaliacdo do
aparato fotoquimico; temperatura da copa, para identificacdo de estresse hidrico e salino
(SOUSA, 2014).
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3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no periodo de junho a setembro de 2019, na Estacdo
Experimental de Hortalicas da Universidade Federal de Uberlandia, campus Monte Carmelo
(18°42°43,19’S; 47°29'55,8”; 873 m de altitude).

Foram avaliadas 23 linhagens de alface tipo crespa e lisa com folhas verdes pertencentes
ao Programa de Melhoramento Genético de alface Biofortificada e Tropicalizada da UFU. As
linhagens séo provenientes da hibridagéo entre as cultivares belissima versus Uberlandia 10000,
rica em carotenoide (SOUZA et al.,, 2008) seguido de sete sucessivas autofecundacdes
realizadas entre 2013 a 2018. O método de melhoramento utilizado foi o genealdgico. Foi
utilizada como testemunha a cv. Grand Rapids (tipo crespa com folhas verdes) totalizando 25
tratamentos e quatro repeticdes em delineamento de blocos casualizados.

A semeadura foi realizada em 29 de junho de 2019. As mudas foram produzidas em
bandejas de poliestireno expandido com 200 células preenchidas com substrato comercial a
base de fibra de coco. Apos a semeadura as bandejas permaneceram em casa de vegetacdo do
tipo arco, com dimensbes de 5 m 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.

Aos 37 dias apds a semeadura as mudas foram transplantadas para canteiros definitivos
em campo. Os canteiros foram formados utilizando rotoencanteirador de 1,30 m de largura.
Antes de implantar o experimento foram coletadas amostras de solo na profundidade de 0 - 20
cm e analisadas no Laboratério de Fertilidade do Solo da Universidade Federal de Uberlandia.
O resultado da analise fisico-quimica esta descrito a seguir: textura argilosa (> 50%); pH em
CaCl2 = 4,9; SOM = 3,9 dag kg'!; P(rem) = 79,1 mg dm; K = 0,29 cmol-dm™3; Ca = 3,3 cmolc
dm3; Mg = 1,3 cmolcdm™; H + Al = 4,9 cmol.cdm™; SB = 4,90 cmol.cdm™; CEC = 9,80
cmolcdm™3; BS% = 50.

Os tratos culturais foram realizados conforme preconizado para o cultivo de alface
(FILGUEIRA, 2013). A analise do solo, requisitos e as recomendacdes para a cultura de Ribeiro
et al. (1999) foram utilizados para calcular os fertilizantes necessario para o plantio, cobertura
e calagem.

O experimento foi constituido por parcelas com 20 plantas (Figura 1), separadas em
cinco fileiras por canteiro no espacamento de 0,25 m x 0,25 m, sendo avaliadas as oito plantas

centrais.
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Figura 1. Ortofoto referente ao experimento contendo 25 genétipos de alface, sendo: 4= UFU-
206#1#6#1, 8= UFU BIOFORT189ES, 9= UFU-197#3#1#1, 10= UFU-125#1#1#1, 11= UFU-
T#1#2#1, 12= UFU BIOFORT155E12, 21= UFU BIOFORT120E21, 22= UFU
BIOFORT189E22, 23= UFU-197#2#1#1, 24= UFU-199#3#1#1, 28= UFU-206#1#1#1, 32=
UFU BIOFORT206E32, 34= UFU-197#1#1, 36= UFU-197#2#2#1, 39= UFU
BIOFORT155E39, 43= UFU-189#3#4#1, 44= UFU-206#1#4#1, 45= UFU-125#2#2#1, 46=
UFU-206#1#2#1, 48= UFU BIOFORT189E48, 51= UFU-206#1#5#1, 52= UFU-040#5#5#1,
53= UFU MC BIOFORT]1, 54= Grand Rapids e 55= Uberlandia 10000.

Apo6s o décimo oitavo dia ap6s o transplantio no campo foi realizado o voo para
obtencdo das imagens. Os parametros utilizados no voo foram: altura de 20 metros,
sobreposicao longitudinal de 80% e sobreposicdo lateral de 75%. O voo foi realizado com o
auxilio autbmato do software proprietario DroneDeploy. As imagens obtidas foram processadas
no software Pix4Dmapper para geracdo 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 vegetacdo (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 ImageJ ®.
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Tabela 1. Detalhamento dos indices de vegetagdo utilizados no experimento de campo.

indice de vegetacéo Equacao! Referéncia
Chlorophyll Index Green (CIG) NIR/G-1 Gitelson et al. (2003)
Chlorophyll vegetation index (CVI) N*R/G? Vincini et al. (2008)
Green Normalized Difference (NIR-G)/(NIR+G)  Gitelson et al. (1996)
Vegetation Index (GNDVI)

Normalized Difference Vegetation (NIR-R)/(NIR+R)  Rouse et al. (1974)
Index (NDVI)

INIR= banda do infravermelho préximo; G= banda do verde; R= banda do vermelho.

Os indices de vegetacdo 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.

Decorridos 35 dias ap0s o transplantio foram coletados os valores do indice SPAD por
meio da leitura realizada nas quatro plantas centrais de cada parcela, obtendo-se o valor médio
das leituras. Foram realizadas quatro leituras por planta, evitando-se as nervuras e higienizando-
se as folhas previamente com um papel toalha limpo. Foi utilizado o equipamento
clorofildometro modelo Minolta SPAD-502 CFL1030.

A colheita foi realizada aos 35 dias ap0s o transplantio. Foram coletadas subamostras
das plantas de cada geno6tipo para quantificacdo de pigmentos.

A extracdo de carotenoides totais foi realizada de acordo com a metodologia descrita
por Lichtenthaler e Wellburn (1983) com adaptacfes em relacdo a massa e volume de reagente.
As folhas de cada planta foram lavadas e trituradas com auxilio de um mixer de modo que as
particulas atingissem em média 10 mm de tamanho. Foram pesadas 0,5 g de folhas trituradas e
adicionou-se 2,5 ml de acetona P.A. e 2,5 ml de éter de petroleo P.A. Essas amostras foram
acondicionadas em tubos de ensaio fechados por 24h na auséncia de luz. Apos este periodo
foram verificadas as absorbancias das amostras em espectrofotdmetro UV-190. Com o0s
resultados, calculou-se os teores de clorofila a clorofila b e clorofila total (WITHAM et al.,
1971), e dos carotenoides (LICHTENTHALER; WELLBURN, 1983).

Para extracdo de luteina foi seguido o protocolo de Chen et al. (2016) com adaptagdes
onde incialmente foi pesado 0,5 g de triturado de folhas frescas de alface, adicionou-se 2 mL
de Tetrahidrofurano e 1 mL de KOH a 10%. Adicionou-se 2mL de éter de petrdleo e incubou-

se a 25°C por 24h na auséncia de luz. Apoés este periodo foi adicionado Na2SO4 a 25% e em
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seguida, 2mL de &lcool etilico absoluto. O sobrenadante foi lido em um leitor de microplaca da
marca Thermo Scientific™ Multiskan™ FC e assim, obtidos as absorbancias e calculado os
teores de luteina.

Os dados obtidos no trabalho foram submetidos a analise de variancia pelo teste F
(p<0,05). As médias foram comparadas pelo teste Scott-Knott (p<0,05). Os teores de clorofila
a, b e total foram utilizadas na analise de divergéncia genética, representada por dendrograma
obtido pelo método UPGMA, a fim de apurar de caracterizar o germoplasma de alfaces da UFU.
Em adicéo, foi realizada as correlacfes de Pearson comparando os pigmentos versus indices de
vegetacdo. Todos os dados obtidos foram analisados utilizando-se o software Genes v. 2015.5.0
(CRUZ, 2013).
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Durante o periodo de avaliacdo (agosto a setembro), a temperatura maxima foi de 36°C

(média = 29°C). Valores como esses sdo considerados acima da faixa ideal para

0]

desenvolvimento da cultura da alface que estd entre 15,5 °C a 18,3 °C, apesar de tolerarem

faixas entre 26,6 °C a 29,4 °C, desde que as temperaturas noturnas sejam baixas (SANDERS,

2013). Nao houve ocorréncia de precipitacdo e a demanda hidrica foi realizada via irrigacao.
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Figura 2. Valores de temperatura média (Temp), temperatura méaxima (Temp max),
temperatura minima (Temp Min) e umidade durante o periodo de avaliacdo do experimento.

Houve diferencas significativas pelo teste F (p < 0,05) entre as linhagens para

variaveis respostas avaliadas, exceto para clorofila a e luteina (Tabela 2).

as

Tabela 2. Médias referentes a clorofila b (CloB), clorofila total (Clo tot), caroteno (carot) e

SPAD, em linhagens de alface verde do tipo crespa. Monte Carmelo, UFU, 2021

Genotipo CloB Clo tot Carot SPAD
(mg/100g)  (mg/100g9) (mg/100g)

UFU-206#1#6#1 2,38 b 8,05¢ 0,29 b 23,40 c
UFU BIOFORT189E8 2,90 a 8,96 b 0,35a 24,97 b
UFU-197#3#1#1 2,33 b 8,15¢ 0,34 a 21,61 ¢
UFU-125#1#1#1 2,07 b 7,63d 0,30 b 17,98 d
UFU-7#1#2#1 2,33 b 8,15¢ 0,35a 23,16 ¢
UFU BIOFORT155E12 1,23b 6,28 d 0,28 b 17,66 d

UFU BIOFORT120E21 1,83b 6,59 d 0,25b 17,26 d
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UFU BIOFORT189E22 2,70 a 7,97 a 0,34 a 28,18 a
UFU-197#2#1#1 151b 7,42 b 0,31b 24,40 b
UFU-199#3#1#1 2,00 b 8,40 b 0,35a 25,43 b
UFU-206#1#1#1 1,72b 6,82 c 0,28 b 20,18 ¢
UFU BIOFORT206E32 3,20a 10,22 a 0,41a 29,38 a
UFU-197#1#1 3,52 a 10,63 a 0,39a 29,68 a
UFU-197#2#2#1 2,04b 7,06 c 0,29 b 22,03¢c
UFU BIOFORT155E39 1,86 b 7,46 d 0,27b 17,33d
UFU-189#3#44#1 2,93a 9,73b 0,36 a 25,58 b
UFU-206#1#44#1 3,50 a 6,84 c 0,23 b 20,50 c
UFU-125#2#2#1 2,07b 7,83¢c 0,31b 21,58 ¢
UFU-206#14#2#1 191b 8/41c 0,33a 22,67c¢c
UFU BIOFORT189E48 1,74 b 6,35¢ 0,28 b 21,22 ¢
UFU-206#14#5#1 2,50 b 8,06 b 0,34a 24,33 b
UFU-040#5#5#1 3,49 b 7,47 ¢ 0,34 a 22,71¢c
UFU MC BIOFORT1 2,04 b 10,60 a 0,36 a 28,77 a
Grand Rapids 1,39b 5,40d 0,25b 18,85 d
Uberlandia 10000 1,94 b 8,40 d 0,30 b 19,27 d
CV(%) 36,05 20,01 16,92 11,29

Médias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 0,05
de significancia.

Seis genotipos apresentaram maiores teores de clorofila b em relacdo as testemunhas
(cv. Grand Rapids e Uberlandia 10000): UFU BIOFORT189E8, UFU BIOFORT189E22, UFU
BIOFORT206E32, UFU-197#1#1, UFU-189#3#4#1 e UFU-206#1#4#1. Para o teor de
clorofila total, quatro genétipos se destacaram: UFU BIOFORT189E22, UFU
BIOFORT206E32, UFU-197#1#1 e UFU MC BIOFORTL, diferenciando significativamente
da variedade comercial cv. Grand Rapids e o genitor Uberlandia 10000 (Scott-Knott, p <0,05).

Estudos realizados por Lee (1988) mostraram que o teor de clorofila varia muito entre
as espécies. Além disso, de acordo com Engel e Poggiani (1991), a eficiéncia fotossintética esta
ligada ao teor de clorofila das plantas, afetando o crescimento e influenciando na sua
adaptabilidade aos diversos ambientes.

Os pigmentos fotossintéticos desempenham papel fundamental na fisiologia da planta.
As clorofilas a e b estdo presentes em todos 0s organismos que realizam fotossintese, sendo
pigmentos fundamentais, com destaque para a clorofila a, na fase fotoquimica (TAIZ eZEIGER,
2013).

Os gendtipos UFU BIOFORT189E8, UFU-197#3#1#1, UFU-7#1#2#1, UFU
BIOFORT189E22, UFU-199#3#1#1, UFU BIOFORT206E32, UFU-197#1#1, UFU-
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189#3#4#1, UFU-206#1#2#1, UFU-206#1#5#1, UFU-040#5#5#1 e UFU MC BIOFORT1
apresentaram melhores teores de carotenoides (Scott-knott, p < 0,05) (Tabela 2) entre os 25
genotipos avaliados.

Os carotenoides, com funcéo de pigmentos acessorios na fotossintese, podem também
atuar como agentes antioxidantes frente a aceleracdo da producdo de etileno e da respiragédo
celular (VALKO et al., 2004), protegendo, juntamente com o incremento do teor de clorofilas,
e, consequentemente, favorecendo a manutengdo da coloracdo esverdeada da planta
(ZAICOVSKI et al., 2008).

A presenca dos carotenoides (alfa e betacaroteno), considerados como provitamina A,
na alimentacdo humana, pode favorecer o crescimento e desenvolvimento fisico, a manutencéo
da integridade das células epiteliais e do sistema imunolégico (SALES; PEDRAZA, 2013).
Entre os problemas nutricionais de grande parte da populacéo de paises em desenvolvimento,
a deficiéncia de vitamina A se destaca (JULICRISTIE, OLIVEIRA, BERGAMASCHI, 2009).

Os gendtipos UFU BIOFORT189E22, UFU BIOFORT206E32 e UFU-197#1#1
apresentaram estatisticamente as melhores meédias para clorofila b, clorofila total e
carotenoides, apresentando-se como promissores na selecdo de linhagens de alface
biofortificadas.

As linhagens UFU BIOFORT189E22, UFU BIOFORT206E32, UFU-197#1#1 e UFU
MC BIOFORT1 apresentaram os maiores valores de indice SPAD (Scott-knott, p < 0,05)
(Tabela 2). O indice SPAD esta correlacionado com a eficiéncia fotossintética que pode levar
ao incremento de produtividade agricola. Esta relacdo estd diretamente relacionada com o
aproveitamento da radiacéo disponivel por esses pigmentos (SILVA et al., 2014).

Para validar a utilizacdo da fenotipagem de alto desempenho, faz-se necessario
comprovar a existéncia de variabilidade genética entre os gendtipos caracterizados (Maciel et
al., 2019). No presente estudo, foi confirmada a variabilidade genética entre as linhagens de

alface verde (Figura 3).
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Figura 3. Dendrograma referente a dissimilaridade genética entre os 25 geno6tipos a partir do
Método Hierarquico de ligacdo média (UPGMA).

Em bancos de germoplasma, estudos de divergéncia genética sdo importantes para
possibilitar o0 monitoramento, visando sua conservacdo, manejo e/ou melhoramento (IVANI,
2010). Tais estudos sdo obtidos por meio de analises multivariadas, pois envolvem varios
caracteres, podendo ser interpretados por métodos de agrupamentos hierarquicos (FARIA et al.,
2012; OLIVEIRA et al., 2006).

O dendrograma UPGMA apresentou correlacdo frenética de 0,858 (teste t, p < 0,05).
Esse resultado indica maior confiabilidade na conformacéo de grupos identificada visto que o
dendrograma reflete satisfatoriamente os dados da matriz e os agrupamentos subsequentes. A
linha de corte foi tragada aos 10 % de dissimilaridade genética estabelecendo em pontos de
mudangas abrubta nos ramos do dendograma (Cruz et al., 2012). Observou-se a formacéo de
quatro grupos. Os grupos | e Il foram compostos por 1 linhagem em cada; o grupo Il por 21

linhagens; e o grupo 1V por 2 linhagens.
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O indice de vegetacdo NDVI apresentou as maiores correlagdes para clorofila a (52%),
clorofila total (52%) e SPAD (42%) (Tabela 3). Este indice vem sendo uma ferramenta til,
rapida e ndo destrutiva para o monitoramento do vigor vegetativo (SILVA et al., 2015a),
estimativa do indice de area foliar (IAF) (SILVA et al.,, 2015a) e para acessar 0 estado
fisiologico da planta (SILVA et al., 2015b). Os resultados obtidos indicam que o indice
espectral NDVI se mostrou eficiente como indicativo para teor de clorofila em gendétipos de

alface.

Tabela 3. CorrelacGes entre pigmentos versus indices de vegetacdo. Monte Carmelo, UFU,
2021.

CloA CloB Clototal Carot Luteina SPAD NDVI CVI GNDVI CIG

CloA 0,51 0,95 0,82 -019 043 052 -024 000 -0,10
CloB 0,63 0,30 -015 046 037 -0,11 0,07 -0,01
Clo total 0,78 -025 048 052 -021 0,03 -0,07
Carot 0,07 051 039 -007 0,16 0,05
Luteina 005 -0,07 0211 0,09 0,09
SPAD 042 004 032 019
NDVI -0,59 -0,40 -0,55
CVvi 082 091
GNDVI 0,97
CIG

Teste f significativo a 0,5%

Adicionalmente, altas correlacGes foram obtidas entre os clorofila a versus carotenoides
(82%) e clorofila total versus carotenoides (78%). Sugere-se que as altas correlagdes
encontradas estejam relacionadas a fungdo associada destes pigmentos no metabolismo vegetal
que por sua vez, esta intimamente ligado a atividade fotossintética (TAIZ, ZIEGER,2013).

Vale ressaltar que para as analises de correlacdo foram utilizados os dados obtidos dos
25 genotipos em conjunto (Tabela 3). Ao realizar o calculo da correlagdo utilizando os
genotipos individualizados, torna-se possivel maior estabilidade dos valores e correlagfes mais
acreditadas sem efeitos da variabilidade genética. Diante disso, fica evidente que pode existir

maior desempenho de um indice para um gendtipo especifico (Tabela 4).
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Tabela 4. CorrelagGes per se entre pigmentos versus indices de vegetacdo. Monte Carmelo,

UFU, 2021

UFU BIOFORT189E22

NDVI CVi GNDVI CIG
ClorofilaA 0.65 -0.75 -0.77 -0.71
ClorofilaB -0.06 -0.08 -0.12 -0.02
Clorofilatotal 0.55 -0.65 -0.68 -0.61
carotenoide 0.00 -0.13 -0.17 -0.08
Luteina -0.79 0.70 0.67 0.74
SPAD 0.35 -0.23 -0.19 -0.28

UFU BIOFORT206E32

NDVI CVi GNDVI CIG
ClorofilaA 0.40 -0.81 -0.48 -0.63
ClorofilaB 0.79 -0.99 -0.84 -0.92
Clorofilatotal 0.31 -0.75 -0.39 -0.55
carotenoide 0.60 -0.92 -0.67 -0.79
Luteina 0.99 -0.92 -1.00 -0.99
SPAD 0.98 -0.94 -0.99 -1.00

Grand Rapids

NDVI CVi GNDVI CIG
ClorofilaA 0.88 -0.49 -0.82 -0.78
ClorofilaB 0.88 -0.49 -0.82 -0.78
Clorofilatotal 0.88 -0.49 -0.82 -0.78
carotenoide 0.88 -0.49 -0.82 -0.78
Luteina -0.88 0.49 0.82 0.78
SPAD 0.56 -0.91 -0.64 -0.69

Uberlandia 10000

NDVI CVi GNDVI CIG
ClorofilaA -0.21 0.59 0.91 0.82
ClorofilaB -0.02 0.42 0.81 0.69
Clorofilatotal 0.96 -0.76 -0.34 -0.51
carotenoide -0.96 0.99 0.80 0.90
Luteina -0.98 0.97 0.74 0.85
SPAD 0.94 -1.00 -0.85 -0.93
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5 CONCLUSOES

Os diferentes indices de vegetacdo analisados foram capazes de mensurar de forma
indireta pigmentos foliares em germoplasma de alface verde. A correlacdo entre os pigmentos
foliares, SPAD e o indice NDVI foi confirmada.

Foi possivel verificar divergéncia genética no banco de germoplasma de alfaces verdes
biofortificadas e tropicalizadas da UFU.

A utilizacdo de indices de vegetacdo em germoplasma de alface verde com ampla
variabilidade genética pode interferir nos valores de correlacdo. Diante disso, sugere-se que 0s

diferentes indices de sejam analisados individualmente para cada genotipo (per se).
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