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RESUMO

A alface consiste na hortaliga folhosa mais consumida no Brasil. A cultura se destaca pela
importancia socioecondmica, por fornecer beneficios nutricionais a saude humana.
Apesar da alta relevancia dos alimentos biofortificados, ha poucas pesquisas visando o
desenvolvimento de cultivares de alfaces ricas nesses compostos bioativos. Diante disso,
0 objetivo do trabalho foi avaliar a dissimilaridade genética para compostos bioativos em
hibridos de alfaces biofortificadas. Foram avaliados 34 hibridos e duas linhagens como
testemunhas (Rubin e Uberlandia 10000) quanto ao teor de clorofila A (CA), clorofila B
(CB), clorofila total (CT), antocianina (AT) e carotenoides (CN). O experimento foi
realizado em delineamento em blocos casualizados com trés repetigfes. A
dissimilaridade genética foi representada pelo dendrograma obtido pelo método de
agrupamento UPGMA e pelo método de otimizacdo Tocher. Os hibridos de alface
avaliados nesse trabalho, ricos em compostos bioativos, apresentaram dissimilaridade

genética, possibilitando fomentar futuros programas de melhoramento.

Palavras-Chave: Lactuca sativa L.; variabilidade, clorofila, carotenoides, antocianina.



1 INTRODUCAO

Dentre as hortalicas folhosas, a alface (Lactuca sativa L.) é considerada a mais
consumida e cultivada no Brasil (DE SOUZA, 2008). Consiste em uma planta anual,
originaria de clima temperado, pertencente a familia Asteracea. E uma espécie de alta
perecibilidade e pouca resisténcia, e por isso, é cultivada préximo dos centros urbanos e
de distribuicdes. Os tipos de alface que estdo disponiveis no mercado nacional para
consumo séo Crespa, Americana, Lisa, Mimosa, Roxa, Romana e Mini ( ABCSEM,
2015). No Brasil, as alfaces mais conhecidas e consumidas sdo as crespas e as lisas
(EMBRAPA, 2009).

A importancia da alface na alimentacdo e na satde humana se destaca por ser uma
rica fonte de vitaminas, sais minerais e carotenoides (MARTINEZ, 2016). No entanto, é
possivel enriquecer o valor nutricional desta hortalica e, consequentemente, da
alimentacdo com compostos bioativos comocarotenoides, clorofila e antocianina. A
biofortificacdo pode ser obtida por técnicas de biotecnologia ou por meio de programas
de melhoramento genético.

Dentre os beneficios dos carotenoides como compostos bioativos para a salde,
pode-se citar suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias, protecdo contra danos
oxidativos a componentes celulares, prevencdo de doencgas cardiovasculares e do cancer
(VOLP, 2011). Em adicdo, as antocianinas e clorofilas apresentam forte acédo
antioxidante. As cultivares presentes no mercado apresentam baixo teor de carotenoides,
que desempenham alguns papéis fundamentais na saide humana, como a diminuicdo de
riscos a varias doencas. Estudos feitos por Olson (1999) mostraram que esses compostos
atuam removendo os radicais peroxidos, seccionando o metabolismo carcinogénico,
inibindo a proliferacédo celular, estimulando a comunicacéo entre as células e aumentando
arespostaimune (SOUZA, 2018).

Apesar da alta relevancia dos alimentos biofortificados, ha poucas pesquisas
visando o desenvolvimento de cultivares de alfaces ricas em compostos bioativos no
mundo. A extracdo dos compostos bioativos nas folhas gera um alto custo e grande
demanda laboratoriais, 0 que se torna um obstaculo para programas de melhoramento que
visam obter genoétipos de alfaces biofortificadas. Assim, a dissimilaridade genética é um
ponto de partida para o sucesso dos programas de melhoramento genético, sendo
maximizada pelo intercruzamento dos genotipos mais divergentes, associados as
caracteristicas agrondmicas de interesse para aselecdo (ERTIRO et al., 2013).

Para estimar a divergéncia genética entre individuos ou populacées séo utilizados
modelos biométricos analisados por métodos estatisticos multivariados, com informacdes

multiplas de cada acesso, expressas em medidas de dissimilaridade.



No processo de melhoramento sdo avaliados varios individuos, buscando gendtipos
superiores e variabilidade para as caractersticas de interesse. Esses sdo destinados a
recombinacdo, que levam a producdo de novas cultivares. Os métodos de melhoramento
sdo utilizados para identificacdo da diversidade genética entre os individuos analisados
que obtém grupos com caracteristicas semelhantes entre si. Os métodos UPGMA e

otimizacdo de Tocher sdo os mais utilizados (SILVA, 2016).

2 OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a dissimilaridade genética para

compostos bioativos em hibridos de alfaces biofortificadas.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A cultura da Alface

Originada da regido do Mediterraneo, a alface € uma das hortalicas folhosas mais
importantes e consumidas no mundo. Possui caracteristica herbacea, com caule diminuto,
ndo ramificado e raiz pivotante com extrema ramificacéo, o que permite a exploracao

intensa na proximidade da insercdo ao meio de cultivo (DA SILVA, 2020).

No Brasil, apresenta alta importancia econdmica e social (SALA & COSTA,
2012). Por conter vitaminas e sais minerais, rica em folato e com uma quantidade Gtil de
betacaroteno, vitamina C, potassio e certos fitoquimicos, como osflavondides e lactucina.
Além da qualidade nutritiva, se detaca pela facilidade de aquisicéo, produ¢do durante o
ano todo e baixo custo (BARBOSA et al., 2016; KIM et al., 2016). Os programas de
melhoramento genético em alface visam desenvolver cultivares produtivas, adaptadas
aos ambientes, sendo tolerantes e resistentes a pragas e doencas, eprincipalmente com

alto contetdo nutricional.

3.2 Compostos bioativos



3.2.1 Carotenoides

Os carotenoides consistem em um grande grupo de pigmentos presentes na
natureza, com mais de 600 estruturas caracterizadas, identificados em organismos
fotossintetizantes e ndo fotossintetizantes. As plantas sdo a maior fonte de carotenoides,
0s quais sdo responsaveis por conferir as cores caracteristicas (UENOJO et al., 2007). O
corpo humano ndo é capaz de produzi-los, sendo assim, depende da alimentacdo para
adquiri-los (SOUZA, 2018).

Podem desempenhar alguns papéis fundamentais na saide humana, apresentando
efeitos benéficos contra canceres, doencas de coracdo e degeneracdo macular. Séo
reconhecidos como antioxidantes e reguladores de resposta do sistema imune, e sdo

importantes precursores de vitamina A (UENOJO et al., 2007).

3.2.2 Clorofilas

As clorofilas consistem em pigmentos naturais abundantes nas plantas,
localizadas nos cloroplastos das folhas e em outros tecidos vegetais (DIAS, 2020). Além
de captarem luz na fotossintese, as clorofilas exercem importantes fungdes (SILVA et al.,
2007). Existem duas formas predominantes, as clorofilas ‘a’ e ‘b’, que diferem ente si
pela estrutura. Consistem em estruturas hidrofébicas e sua principal funcao € a conversédo
de energia luminosa em energia quimica, processo que ocorre nos cloroplastos (ESKIN,
1990; STREIT et al., 2005).

A clorofila a consiste na mais abundante e a mais importante dessa familia,
correspondendo a aproximadamente 75% dos pigmentos verdes encontrados na maioria
dos vegetais. A clorofila b se diferencia da clorofila a por uma pequena variagdo na
substituicdo no anel pirrélico 11 (VOLP, 2009).

Pesquisas sobre as propriedades antioxidante e quimiopreventiva da clorofila
tiveram inicio a partir da década de 80 (LANFER-MARQUEZ, 2003). Até entdo eram
escassos 0 conhecimento do seu efeito biolégico quando presente na dieta. Era
considerada apenas como pigmentos responsavel pela coloracéo verde de algas e plantas.
O mecanismo para explicar a agdo antioxidante ainda néo foi esclarecido, mas supde-se
que a molécula da clorofila ou de seus derivados atuam como um sequestrador de radicais
livres, ou de radicais peroxila, vetando o processo de autoxidagdo de 6leos comestiveis
(ENDO et al., 1984; ENDO et al., 1985).

3.2.3 Antocianinas



Séo flavondides amplamente distribuidos na natureza e sdo responsaveis pela
maioria das cores azul, violeta e todas as tonalidades de vermelho presentes em flores e
frutos (ABE et al., 2007). Quimicamente, sdo compostos fendlicos, sollveis em &gua e
altamente instaveis em temperaturas elevadas.

Encontrada na alface roxa, fornecem inimeras propriedades de promocéo a saude
devido as suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias e anticarcinogénicas, sendo
uma importante aliada na prevencéo e retardamento de doencas cardiovasculares, do
cancer e doencas neurodegenerativas (CASTANEDA, 2009). Nas plantas apresentam
diversas funcdes, entre elas estd a atracdo de polinizadores de sementes e a protecédo
contra os danos provocados pela luz UV na folha, atuando como filtro, melhorando e

regulando a fotossintese.

4 METODOLOGIA

O experimento foi realizado na Estacdo Experimental de Hortalicas da
Universidade Federal de Uberlandia, campus Monte Carmelo (18°42°43,19” S;
47°29'55,8” O; 873 m de altitude). O clima da regido é do tipo Aw-tropical, caracterizado
por verdo quente e itmido e inverno frio e seco, segundo classificacdo de Képpen (1948).
Foram utilizados 34 hibridos de alface pertencentes ao Programa de Melhoramento
Genético de Alface Biofortificada da UFU e 2 linhagens comercias como testemunhas
(Rubin e Uberlandia 10000). Estes gendtipos foram obtidos apds hibridacdo entre as
linhagens de alface biofortificadas (Tabela 1), cadastradas no Software BG o BIOFORT
INPI BR512019002403-6 (MACIEL et al., 2019) (Tabela 2):

Tabela 1: Linhagens de alface biofortificadas utilizadas nos cruzamentos para obtencéo
dos hibridos.

Parentais Caracteristicas
UFU-189#3#4#1 verde, lisa
UFU-Biofort verde, crespa
UFU-75#2#2#1 roxa, crespa
UFU-206#1#3#1 roxa, crespa
UFU-189#2#2#1 roxa, lisa
UFU MiniBioFort - 2015#1 roxa, lisa
UFU-215#2#2 roxa, lisa
UFU-66#4#2 verde, crespa

Tabela 2: Hibridos de alfaces biofortificadas e testemunhas avaliadas.



Genotipos

Parentais

1

~N oo o AN

12
14
15
18
19
21
22
23
24
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43

UFU-206#1#3#1 x UFU-75#2#2#1
UFU-189#3#4#1 x UFU MiniBioFort - 2015#1
UFU-75#2#2#1 x UFU MiniBioFort - 2015#1
Rubin

UFU-189#3#4#1 x UFU-75#2#2#1
UFU-206#1#3#1 x UFU-189#2#2#1
UFU-75#2#2#1 x UFU-206#1#3#1

UFU MiniBioFort - 2015#1 x UFU-75#2#2#1
UFU-66#4#2 x UFU MiniBioFort - 2015#1
UFU-206#1#3#1 x UFU MiniBioFort - 2015#1
UFU-75#2#2#1 x UFU-215#2#2
UFU-215#2#2 x UFU-206#1#3#1

UFU MiniBioFort - 2015#1 x UFU-206#1#3#1
UFU-215#2#2 x UFU MiniBioFort - 2015#1
Uberlandia 10000

UFU-189#2#2#1 x UFU-206#1#3#1
UFU-215#2#2 x 1

UFU-189#2#2#1 x UFU MiniBioFort - 2015#1
UFU-189#3#4#1 x UFU-206#1#3#1
UFU-66#7 x UFU MiniBioFort - 2015#1
UFU-66#4#2 x UFU-189#3#4#1

Grand Rapids

UFU-189#3#4#1 x UFU-189#2#2#1
UFU-66#4#2 x UFU-Biofort

UFU-66#7 x UFU-215#2#2

UFU MiniBioFort - 2015#1 x UFU-189#2#2#1
UFU-Biofort x UFU-75#2#2#1

UFU-66#7 x UFU-189#2#2#1

UFU MiniBioFort - 2015#1 x 2
UFU-189#2#2#1 x UFU-75#2#2#1
UFU-Biofort x UFU-206#1#3#1

UFU-Biofort x UFU-189#3#4#1
UFU-189#3#4#1 x UFU-215#2#2



44 UFU-Biofort x UFU MiniBioFort - 2015#1
45 UFU-66#7 x UFU-206#1#3#1
46 UFU-Biofort x UFU-215#2#2
47 UFU-66#4#2 x UFU-215#2#2

A semeadura foi realizada no dia 07/07/2022 em bandejas de poliestireno
expandido com 200 células preenchidas com substrato comercial a base de fibra de coco.
ApOs semeadura, as bandejas permaneceram em casa de vegetacdo do tipo arco, com
dimensdes de 5x6 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 dias apds a semeadura (DAS) foi realizado o transplantio das mudas para o
campo (Figura 1). Foram realizados além dos tratos culturais recomendados por Filgueira
(2013), o tutoramento das plantas para impedir o tombamento. Cada parcela do
experimento foi composta por 16 plantas, separadas em quatro fileiras por canteiro no
espacamento de 0,25 m x 0,25 m, adotando-se o delineamento experimental de blocos
casualizados, com trés repeticoes.

Para a avaliacdo do conteido dos pigmentos antocianina total (AT), clorofila A
(CA), clorofila B (CB), clorofila total (CT) e carotenoides (CN) foram coletadas trés
folhas do terco médio de quatro plantas centrais de cada parcela. Essas folhas foram
encaminhadas ao laboratério, ainda frescas onde foi retirada a nervura central, e
posteriormente, trituradas.

Para AT foi adicionado ao tecido vegetal uma solucdo composta por etanol 95%
e acido cloridrico (85:15). Ja para CA, CB, CT e CN foi adicionada uma solucdo de éter
de petréleo e acetona (1:1). Ap6s 24 horas de reacdo em auséncia de luz foi realizada a
leitura da absorbancia dos extratos sobrenadantes em espectrofotémetro digital modelo
UV-5100. A partir das absorbancias foram calculados os teores (mg.100g™ de tecido
fresco) de AT (FRANCIS, 1982); os teores de CA, CBe CT (WITHAM et al., 1971) e de
CN (LICHTENTHALER; WELLBURN, 1983).

Foram realizadas analises multivariadas de dissimilaridade genética entre os
gendtipos baseadas na distancia generalizada de Mahalanobis, Dii2. A dissimilaridade
genetica foi representada por dendrograma obtido pelo método hierarquico Unweighted
Pair-Group Method Using Arithmetic Averages (UPGMA) e pelo método de otimizagéo
de Tocher. Todos os dados obtidos foram analisados utilizando-se o software Genes
(CRUZ, 2013).

5 RESULTADOS



De uma forma geral, 0s genotipos de alface apresentaram dissimilaridade genética
e constituiram diferentes grupos de acordo com os métodos de agrupamento UPGMA e

método de otimizagdo Tocher (Figura 2 e Tabela 3, respectivamente).

L] 10 20 30 40 50 60 70 a0 90 100
o 5 1.01 1.52 203 2.54 3.05 3.56 4.07 4.58 5.09

Figura 2: Dendrograma da dissimilaridade genética entre os 34 hibridos de alface
biofortificada e 2 linhagens utilizadas como testemunhas (Rubin e Uberlandia 10000),
obtido pelo Método Hierarquico de ligacdo média (UPGMA) como medida de
dissimilaridade.

Tabela 3: Agrupamento formado por 34 hibridos de alface biofortificada e 2 linhagens
utilizadas como testemunhas (Rubin e Uberlandia 10000) obtido pelo método de

otimizacdo Tocher.

Grupo Genotipos

I 172029256131822195122116 2623
I 311

i 24 27 15

v 14

\% 18

VI 7

VIl 10

Vil 4




A anélise do dendrograma permite que o pesquisador analise o grau de similaridade
existente entre os gendtipos. A definicdo dos grupos é realizada de forma subjetiva,
estabelecendo um corte onde ocorre mudangas abruptas de niveis no dendrograma e pelo
conhecimento que o pesquisador possui dos gendtipos analisados (RESENDE et al.,
2015; RIBEIRO, 2019). Pelo método de agrupamento hierarquico UPGMA houve a
formacéo de 13 grupos distintos, com o ponto de corte em 21% (Figura2).

O grupo | foi formado pelos genodtipos 17, 20, 2, 9 e 19. Ja o grupo I, pelos
gendtipos 13, 25 e 6. O grupo 11 foi formado apenas pelos gendtipos 5 e 21. O grupo IV
pelos gendtipos 23, 26 e 16. O grupo V, pelos genotipos 1, 8 e 14. O grupo VI foi formado
apenas pelo gendtipo 7. O grupo VII foi formado apenas pelo gen6tipo 4. O grupo VIII
pelo gendtipo 22, o grupo IX pelos gendtipos 12, 24 e 27, o grupo X apenas pelo gendtipo
15, assim como o grupo XI, com apenas o genotipo 10. O grupo XIlI, pelos genotipos 3
e 11. E por fim, o grupo XIIl, com apenas o gendtipo 18.

Houve a formacdo 13 grupos pelo método UPGMA, apresentando um coeficiente
de correlacdo cofenética (CCC) de 0,68. Diferente do método de Tocher, no qual houve
a formacao de apenas 8 grupos. Essa divergéncia de grupos entre os dois métodos também
foi observada em Silveira (2018). O ideal é que o melhorista compare os diferentes
métodos de analise multivariada em busca da diversidade genética entre 0s genotipos
(CRUZ et al., 2014).

Pelo método de Tocher, o grupo | foi formado pela maioria dos gendtipos, sendo
eles 17,20, 2,9, 25, 6, 13,1, 8, 22,19, 5, 12, 21, 16, 26, e 2. J4 0 grupo |1, pelos gendtipos
3 e 11. O grupo IlI, pelos genodtipos 24, 27 e 15. O grupo 1V, apenas pelo gendtipo 14, o
grupo V, apenas pelo gendtipo 18 e o grupo VI, pelo gendtipo 7. Ja o grupo VII foi
formadoapenas pelo gendtipo 10. E por fim, o grupo VIII com apenas o genotipo 4.

Os resultados obtidos nesse estudo demonstram que o método de agrupamento
UPGMA foi mais eficiente devido a maior diversidade de grupos formados. O sucesso de
um programa de melhoramento genético depende, entre outros fatores, da disponibilidade
de populagBes que apresentem alta variabilidade genética para as caracteristicas sob
selecdo, ou seja, dissimilaridade genética entre elas, assim como obtido nesse estudo.
Estas populagdes, para culturas em avancados estagios de melhoramento, como no caso
da alface, geralmente séo obtidas a partir do intercruzamento de alguns genitores
(AZEVEDO, 2013).



6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstraram que houve dissimilaridade genética para

compostos bioativos nos hibridos de alfaces biofortificadas avaliados.
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