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RESUMO

DURAES, Tania Marta. Linhagens de alface tropicalizadas com vantagens agronémicas e
nutricionais. 2024. 44 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) — Instituto de Ciéncias
Agrérias, Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG. 2024.

A alface é uma das hortalicas folhosas mais importantes e cultivadas no mundo. O estresse por
altas temperaturas e falta de 4gua tem influéncias negativas nas caracteristicas morfologicas,
fisiolGgicas e bioquimicas das plantas, gerando importantes impactos na producéo agricola e no
desenvolvimento econdmico. A presenca de alimentos ricos em carotenoides e clorofilas é
fundamental para prevenir sérios problemas de saude. Esfor¢os sdo necessarios para que novos
genotipos de alface possam ser caracterizados, permitindo o seu cultivo em condicfes adversas
de forma sustentavel. O objetivo deste trabalho foi caracterizar linhagens de alface
tropicalizadas quanto suas vantagens agrondmicas e nutricionais. Foram avaliadas 18 linhagens
de alface e duas cultivares comerciais como testemunhas (cv. Belissima e Grand Rapids)
quanto aos teores de clorofilas e carotenoides, parametros agrondmicos, trocas gasosas,
fluorescéncia da clorofila a, dano oxidativo e atividade de enzimas antioxidantes. O
delineamento experimental foi em blocos casualizados com 20 tratamentos e quatro repeticdes.
Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F (p < 0.05). As médias foram
comparadas pelo teste de Scott-Knott (p < 0.05) e submetidos a analise multivariada
representada pelo dendrograma obtido pelo método hierarquico Unweighted Pair-Group
Method Using Arithmetic Averages (UPGMA). Foi gerado um mapa auto-organizavel de
Kohonen (SOM) para a comparacdo dos genotipos em funcdo das variaveis analisadas. Foram
encontradas linhagens com elevados teores de clorofilas, carotenoides, pendoamento tardio,
potencial agronémico, reducdo da taxa de transpiracdo, melhor controle estomatico, eficiéncia
intrinseca do uso da agua, eficiéncia do aparato fotossintético e reduzido estresse oxidativo. Foi
possivel a caracterizacdo de alfaces biofortificadas verdes e roxas com potencial genético para
expressao de caracteristicas bioquimicas e fisioldgicas que pemitem sua adaptacdo a ambientes

tropicais.

Palavras-chave: Lactuca sativa L., biofortificagdo, seguranga alimentar, agricultura

sustentavel, ambientes tropicais.



ABSTRACT

DURAES, Tania Marta. Tropicalized lettuce lines with agronomic and nutritional advantages.
2024. 43 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) — Instituto Ciéncias Agrarias, Universidade
Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG. 2024.

Lettuce is one of the most important leafy vegetables cultivated worldwide. Stress due to high
temperatures and lack of water has negative influences on the morphological, physiological
and biochemical characteristics of plants, generating significant impacts on agricultural
production and economic development. The presence of foods rich in carotenoids and
chlorophylls is essential to prevent serious health problems. Efforts are needed to characterize
new lettuce genotypes, allowing their cultivation under adverse conditions in a sustainable
manner. The objective of this study was to characterize tropicalized lettuce lines regarding
their agronomic and nutritional advantages. Eighteen lettuce lines and two commercial
cultivars as controls (cv. Belissima and Grand Rapids) were evaluated for chlorophyll and
carotenoid contents, agronomic parameters, gas exchange, chlorophyll a fluorescence,
oxidative damage and antioxidant enzyme activity. The experimental design was randomized
blocks with 20 treatments and four replicates. The data were subjected to analysis of variance
using the F test (p < 0.05). The means were compared using the Scott-Knott test (p < 0.05)
and submitted to multivariate analysis represented by the dendrogram obtained by the
hierarchical method Unweighted Pair-Group Method Using Arithmetic Averages (UPGMA).
A self-organizing Kohonen map (SOM) was generated to compare the genotypes according to
the variations observed. Lines with high levels of chlorophylls, carotenoids, late tasseling,
agronomic potential, reduced transpiration rate, better stomatal control, intrinsic water use
efficiency, photosynthetic apparatus efficiency and reduced oxidative stress were found. It
was possible to characterize green and purple biofortified lettuces with genetic potential for
expression of biochemical and physiological characteristics that allow their adaptation to

tropical environments.

Keywords: Lactuca sativa L., biofortification, food security, sustainable agriculture, tropical

environments.
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1 INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.) € uma das hortalicas mais importantes, sendo
produzida e consumida em todo o mundo (Das; Bhattacharjee, 2020; Hassan et al.,
2021), e juntamente o almeirdo (Cichorium intybus L.), representa em torno de 27
milhdes de toneladas produzidas em 1,23 milhdes de hectares (FAOSTAT, 2024).
Apresenta alto conteddo de agua de 94-95% e baixo teor calorico (Viacava et al.,
2017). Seu valor nutricional se deve a compostos bioativos que geram beneficios a
salde, resultando em alta demanda e consumo global (Das; Bhattacharjee, 2020).
Além disso, possui baixo custo de producdo e comercializacdo, 0 que atorna
acessivel a toda populacdo (Augusto et al, 2022).

As variedades de alface produzidas com potencial agrondmico, incluindo mini
alfaces, vém aumentando nos Uultimos anos para atender as demandas dos
consumidores modernos por alta qualidade e cobrir nichos de mercado (Subbarao et
al., 2017; Hassan et al., 2021; Diaz-Pérez et al., 2024). Essas variedades de alface
apresentam quantidades distintas de clorofila e antocianina, resultando em cores
diferentes que variam do verde ao vermelho/roxo escuro (Guo et al., 2022).

As temperaturas adequadas para a producdo de alface no campo variam entre 15
a 20 °C, enquanto que em um ambiente com temperatura média diaria maior que 25
°C, ela tende a pendoar prematuramente do centro da roseta e causar amargor,
alongamento do caule e queimaduras nas pontas sob altas temperaturas e dias longos,
resultando em menor rendimento e qualidade nutricional (Al-Said et al., 2018, Hao et
al., 2022).

A alta temperatura ocasiona um dos principais estresses abidticos que
influencia negativamente nas caracteristicas morfologicas, fisiologicas e bioquimicas
das plantas (Al-Said et al., 2018; Mathur et al., 2018). Em adicdo, a falta de &gua é
uma das catastrofes mais devastadoras e de longo alcance com impactos na producao
agricola, no desenvolvimento econémico e nos meios de subsisténcia humana (Wu et
al., 2021; FAO, 2024). O estresse da alta temperatura e falta de 4gua tem ocasionado
distarbios fisioldgicos graves nas plantas, especialmente para vegetais de estacéo fria,
como a alface. Pesquisas tém buscado disponibilizar novas ferramentas para propiciar
a tolerancia da alface a altas temperaturas durante o cultivo (Yan et al., 2021). No

entanto, € necessario incrementar os estudos para a selecdo de genotipos de alface
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adaptados a esta condicao.

Assim, o grande desafio da alfacicultura sempre foi a producdo em clima
tropical, principalmente no periodo do verdo. O melhoramento genético proporcionou
grandes avangos, como 0 desenvolvimento de cultivares de alface adaptadas as
condicdes tropicais (Sala; Costa, 2012), objetivando pendoamento lento, caracteristica
fundamental para o cultivo de verdo ou em areas com temperaturas elevadas.

Como duas classes de pigmentos em plantas superiores, as clorofilas e os
carotenoides sdo responsaveis pela absor¢do de luz que impulsiona a fotossintese
(Yamori, 2016). O fotossistema | (PSl), o fotossistema Il (PSIl) e a assimilacdo de
CO, das plantas sdo afetados negativamente pelo estresse da alta temperatura,
resultando em menor atividade de transporte de elétrons fotossintéticos e diminuicdo
da evolucdo de oxigénio (Mathur; Jajoo, 2014). Assim, as informacbes sobre a
fotossintese sdo valiosas para avaliar o desempenho das plantas sob mudancas de
temperatura para o melhoramento e desenvolvimento de culturas resilientes (Mishra et
al., 2023; Chen et al., 2024) e ainda s&o escassas em alface.

A busca por alimentos nutritivos para uma vida ativa e saudavel tem
despertado a atencdo no mundo (FAO, 2022). A presenca de alimentos ricos em
carotenoides pode ser fundamental para prevenir sérios problemas de salde. A
metabolizagdo do B-caroteno proveniente de alimentos vegetais é a principal fonte de
vitamina A (Lucini et al., 2012) e sua deficiéncia pode causar comprometimento visual
e aumenta o risco de doencas graves, podendo levar a morte por infecgdes comuns na
infancia, como diarreia e sarampo (FAO, 2022).

Dessa forma, aliar alimentos que podem ser ricos em carotenoides, adaptados
as condicdes tropicais e sabidamente acessiveis para a maior parte da populacdo é
fundamental. Diversas pesquisas tém apresentado importantes resultados quanto a
possibilidade de aumentar os teores de carotenoides em alfaces via melhoramento
genetico mendeliano (Maciel et al., 2019a; Maciel et al., 2020; Clemente et al., 2021;
Clemente et al., 2023; Ribeiro et al., 2023). No entanto, ainda é possivel alcancar
maiores incrementos (Oliveira et al.,, 2021), aliando na selecdo o0s aspectos
relacionados a eficiéncia de troca gasosa e fotossintese na busca de cultivares
adaptadas a regides tropicais.

O BG a BIOFORT ¢ um importante germoplasma de alfaces biofortificadas e
encontra-se cadastrado em um software (Maciel et al., 2019b). Apesar do potencial


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304423821000406#bib0130
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desse germoplasma, ainda sdo escassos estudos que busquem aliar a biofortificacao
nutricional com caracteristicas agrondmicas, melhor aproveitamento de agua e
eficiéncia do aparato fotossintético.

Esforcos sdo necessarios para que novos gendtipos de alface possam ser
carcaterizados e permitir o seu cultivo em condicfes de estresse hidrico e de elevadas
temperaturas de forma sustentavel. Aliada a selecdo de gendtipos resilientes estad o
cultivo de plantas com alto valor nutricional para atender a crescente demanda da
populagéo. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi caracterizar linhagens de alface

tropicalizadas quanto as suas vantagens agronémicas e nutricionais.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local de realizacao dos experimentos e genotipos avaliados

O experimento foi conduzido na Estacdo Experimental de Hortalicas da
Universidade Federal de Uberlandia-UFU, campus Monte Carmelo, MG,
(18°42°43,19” S; 47°29'55,8” O; 873 m de altitude).

Os genotipos utilizados fazem parte do Programa de Melhoramento Genético
de Alfaces Biofortificadas da UFU, cadastradas no Software BG oo BIOFORT registro
no INPI n°® BR512019002403-6 (Maciel et al., 2019b). As linhagens foram obtidas
apo6s hibridacédo entre as cultivares Pira 72 (Belissima) versus Uberlandia 10.000 (rica
em carotenoides (Souza et al., 2007), seqguido de oito sucessivas autofecundagdes
realizadas entre 2013 a 2020, utilizando o método genealdgico (Maciel et al., 2019a;
Maciel et al., 2020; Clemente et al., 2021; Clemente et al., 2023; Ribeiro et al., 2023).
Foram avaliadas 18 linhagens de alface cadastradas no BG o BIOFORT (Tabela 1) e

duas cultivares comerciais como testemunhas (Belissima e Grand Rapids).

Tabela 1. Linhagens de alfaces avaliadas e caracterizagdo quanto ao segmento, a

coloracdo das folhas e o porte.

ID Linhagem Segmento Cor das folhas Porte
1 UFU-189#3#1#1 Lisa Verde Normal
2 UFU-155#1#1#1 Crespa Verde Normal

3 UFU-120#1#1#1 Crespa Verde Normal
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4 UFU-189#1#2#1 Lisa Verde Normal
5 UFU-7T#1#1#1 Lisa Roxa Normal
6 UFU-206#3#1#1 Lisa Verde Normal
7 UFU-75#1#3#1 Lisa Roxa Normal
8 UFU-197#1#1 Lisa Verde Normal
9 UFU-199#2#1#1 Crespa Roxa Normal
10 UFU-155#1#2#1 Crespa Verde Normal
11 UFU-189#3#4#1 Lisa Verde Normal
12 UFU-189#3#2#1 Lisa Verde Normal
13 UFU-199#1#1#1 Crespa Roxa Normal
14 UFU-Biofort Crespa Verde Normal
15  UFU-215#3#2 Lisa Roxa Mini

16  UFU-215#1#2 Lisa Roxa Mini

17 UFU MiniBioFort-2015#1 Lisa Roxa Mini

18  UFU-66#7 Lisa Verde Mini

19  Belissima cv. comercial Crespa Roxa Normal
20  Grand Rapids cv. comercial Crespa Verde Normal

A semeadura dos 20 genétipos de alface foi realizada em 06 de abril de 2023,
em bandejas de poliestireno expandido com 200 células preenchidas com substrato
comercial a base de fibra de coco. Ap6s semeadura, as bandejas permaneceram em
casa de vegetacdo do tipo arco, com dimensfes de 5 x 6 metros e pé direito de 3,5
metros coberta com filme de polietileno transparente de 150 micra, aditivado contra
raios ultravioletas.

Quarenta e um dias apo6s a semeadura (DAS) foi realizado o transplantio das
mudas para o campo. O solo foi previamente preparado com gradagem e subsolador.
Em seguida foram obtidos canteiros de 1,3 metros a partir de um rotoencanteirador. O
solo apresentava as seguintes caracteristicas fisicas e quimicas: textura argilosa 86 (>
50%); pH em CaCl, = 4,9; Ca = 3,3 cmolc dm™; Mg = 1,3 cmolc dm™; H + Al = 4,9
87 cmolc. dm™; CS = 4,90 cmolc dm™; MOS = 3,9 dag kg™; P(rem) = 79,1 mg dm™;
K = 0,29 cmolc 88 dm™, CTC = 9,80 cmolc dm™; e BS = 50%. As temperaturas
méaximas e minimas, pluviosidade e a umidade relativa do ar (UR) foram registradas

durante o periodo de desenvolvimento do estudo (Figura 1).
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Figura 1. Climograma referente ao periodo de realizacdo do experimento na cidade de
Monte Carmelo, MG, Brasil. Fonte: (SISMET, 2023).

Cada parcela do experimento foi composta por doze plantas arranjadas em duas
linhas centrais por canteiro. O espacamento utilizado foi de 0,25 x 0,25 metros.
Foram avaliadas as quatro plantas centrais. O delineamento experimental realizado
foi em blocos casualizados com quatro repeticdes e 80 parcelas. O cultivo foi

realizado conforme recomendado para a cultura da alface (Filgueira, 2013).
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Figura 2. Localizacdo do experimento (A). Municipio de Monte Carmelo (B) na
Estacdo Experimental de Hortalicas da Universidade Federal de Uberlandia (C). Cada
parcela do experimento foi composta por doze plantas arranjadas em duas linhas
centrais por canteiro, totalizando 80 parcelas experimentais (D).

As etapas metodologicas adotadas no estudo estdo apresentadas no fluxograma
experimental (Figura 3) e buscaram a quantificagdo dos teores de clorofilas e
carotenoides, avaliacdo dos parametros agrondmicos, trocas gasosas, fluorescéncia da

clorofila a atividade das enzimas antioxidantes e avaliacdo do estresse oxidativo.

[
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Figura 3. Fluxograma das etapas de avaliacdo das linhagens de alface verdes e roxas.

Para as avaliacdes de trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a, atividade das
enzimas antioxidantes e avaliagdo do estresse oxidativo, que caracterizam o
comportamento bioquimico e fisiolégico da planta, buscou-se utilizar representantes de
todos os segmentos (Tabela 1) incluindo aquelas registradas no Registro Nacional de
Cultivares (RNC), sendo: duas alfaces verdes e crespas (UFU-155#1#1#1 e UFU-
Biofort), uma alface verde e lisa (UFU-206#3#1#1), uma alface roxa e crespa (UFU-
199#1#1#1), uma alface roxa e lisa (UFU-215#3#2), duas alfaces roxas, lisas e de porte
mini (UFU-215#1#2 e UFU MiniBioFort-2015#1) e duas cv. comerciais como

testemunha (Belissima e Grand Rapids), totalizando nove cultivares.
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2.2 Quantificacao dos teores de clorofilas e carotenoides

Decorridos 40 dias apds o transplantio, as quatro plantas centrais de cada
parcela foram utilizadas para a quantificacdo dos teores de Clorofila a (CloA),
Clorofila b (CloB), Clorofila Total (CloT) e carotenoides (Carot). Para a extracdo dos
bioativos foi adicionado a 0,5 g de tecido vegetal uma solu¢do composta por éter de
petroleo e acetona (1:1). Ap6s 24 horas de incubagdo em auséncia de luz foi realizada
a leitura da absorbancia do sobrenadante em espectrofotobmetro UV-190 nos
comprimentos de 645, 652 e 663nm para CloA, CloB e CloTotal; e 470 nm para
Carot. A partir das absorbancias foram calculados os teores de pigmentos foliares
(mg.100g™ de tecido fresco), conforme Lichtenthaler; Wellburn (1983) e Witham et
al. (1971).

2.3 Avaliacdes dos parametros agronémicos

As mesmas plantas utilizadas para a extracdo dos bioativos descritos
anteriormente foram utilizadas para as avaliacfes dos parametros agronémicos: peso
da planta (PP), obtida por meio da pesagem da parte aérea da planta; diametro do
caule (DC) e comprimento do caule (CC), avaliados com auxilio de um paquimetro;
namero de folhas (NF), a partir da contagem de folhas superiores a cinco centimetros;
comprimento das folhas (CF) e diametro de planta (DP), avaliados com auxilio de
uma régua; temperatura foliar (TF) obtida a partir do posicionamento de um
termometro infravermelho (modelo 4000.4GL, Everest Interscience, Tucson, AZ,
USA) nas folhas superiores e indice SPAD obtido pelo valor médio apds coleta dos
dados das quatro plantas centrais de cada parcela utilizando o equipamento
clorofildémetro modelo Minolta SPAD-502 CFL1030.

2.4 Trocas gasosas das linhagens de alface

As trocas gasosas das plantas foram avaliadas para registrar taxas

2 s e de transpiracdo (E, mmol H,O m? s,

fotossintéticas (A, umol CO, m
condutancia estomatica (gs, mol m? s?), e a relacdo entre a concentracdo interna e

externa de CO, (Ci/Ca, pmol CO; m™ s™). A eficiéncia instantanea do uso da 4gua
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(WUE) foi obtida pela formula WUE = A/E (umol CO, mmol H,0™?), a eficiéncia
intrinseca do uso da agua por meio da razdo A/gs, e a eficiéncia de carboxilacéo foi
calculada por meio de A/Ci. Essas avaliagbes foram realizadas em um medidor
portatil de troca gasosa LI1-6800 XT (Li-Cor Inc., Nebraska, EUA), entre 9h e 11h,
com temperatura de bloco de 26 °C e densidade de fluxo de fotons fotossintéticos de
1.000 pmol m? s,

2.5 Fluorescéncia da clorofila a

A fluorescéncia da clorofila a foi mensurada usando o fluordmetro portatil
FluorPen FP 100 (Photon Systems Instruments; Drasov, Republica Tcheca). Folhas
jovens, totalmente expandidas e ndo destacadas foram previamente adaptadas ao
escuro por 30 minutos para completa oxidacao do sistema fotossintético de transporte
de elétrons. A fluorescéncia minima (Fo) foi medida a 50 pus quando todos os centros
de reacdo FSII estdo abertos, sendo definida como a etapa O, seguida pela etapa J (a 2
ms), a etapa | (a 30 ms) e a fluorescéncia maxima (Fm), quando todos os centros de
reacdo PSII estdo fechados, conhecido como etapa P. As variaveis de fluorescéncia
foram utilizadas para calcular diversos indices bioenergéticos do PSII: rendimento
quantico maximo do PSII (Fv/Fm); rendimento quantico de transporte de elétrons
(PhiEo); rendimento quantico de dissipacdo de energia na forma de calor (PhiDo);
indice de desempenho fotossintético (PiABS); fluxo especifico de absorcdo de
energia luminosa (ABS/RC); taxa méaxima de captura de éxcitons do PSIl (TRo/RC);
fluxo de transporte de elétrons (além de Qa-) por centro de reacdo com t = 0
(EToRC); fluxo especifico de dissipacdo de energia na antena de nivel de clorofila
(DIo/RC).

2.6 Atividade das enzimas antioxidantes e avaliacdo do estresse oxidativo

A atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
ascorbato peroxidase (APX) foram mensuradas utilizando aproximadamente 0,2 g de
tecido foliar macerado em nitrogénio liquido e homogeneizado em solucéo tampéo de
fosfato de potéassio (pH 6,8). O extrato enzimatico foi centrifugado a 12.000 g por 15
minutos a 4 °C e o sobrenadante foi utilizado como extrato bruto (Debona et al.,
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2012). A atividade da SOD (SOD - EC 1.15.1.1) foi determinada medindo a
capacidade da enzima de reduzir fotoquimicamente o azul de nitrotetrazolio (NBT),
segundo Del Longo et al. (1993) e determinado a 560 nm em espectrofotometro
(Evolution 60S, Thermo Fisher Scientific Inc., MA, EUA). Uma unidade de SOD foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para inibir 50% da fotorreducgéo do
NBT (Beauchamp e Fridovich, 1971).

A atividade de CAT foi determinada pela taxa de degradacdo do perdéxido de
hidrogénio (H,0,) a 240 nm durante dois minutos a 25 °C (Havir e McHale, 1987).
Um coeficiente de extingdo molar de 36 M cm™ (Anderson et al., 1995) foi utilizado
para calcular a atividade enzimatica.

A atividade de APX foi mensurada pela taxa de oxidacdo do ascorbato a 290
nm durante um minuto a 25°C. O coeficiente de extingdo molar de 2,8 mM-1 cm-1
(Nakano e Asada, 1981) foi utilizado para calcular a atividade. As atividades
enzimaticas foram expressas com base na concentracdo de proteina determinada por
Bradford (1976).

O dano celular foi avaliado pela peroxidagdo lipidica via acumulo de
malondialdeido (MDA), conforme descrito por Cakmak e Horst (1991). Um meio de
reacdo de 0,5% (p/v) de é&cido tiobarbiturico (TBA) e 10% (p/v) de acido
tricloroacético (TCA) foi adicionado a 0,3 mL do sobrenadante, incubado a 90°C por
20 minutos e depois resfriado em banho de gelo e centrifugado a 10.000 g por cinco
minutos. As amostras foram lidas a 440, 532 e 600 nm em espectrofotdmetro UV-

VIS, e o contetido de MDA foi expresso como pmol MDA g™ de FW.

2.7 Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a verificacdo dos pressupostos de normalidade dos
residuos (Kolmogorov-Smirnov), homogeneidade de variancias (Levene) e
aditividade de blocos (Teste de ndo aditividade de Tukey). Posteriormente foram
submetidos a analise de variancia por meio do teste F (p < 0,05). As médias foram
comparadas pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).

Os dados também foram submetidos a analise multivariada com o objetivo de
caracterizar a dissimilaridade entre tratamentos e variaveis a partir de dendrograma

de mapa de calor. A matriz de dissimilaridade foi obtida pela distancia de
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Mahalanobis, sendo a dissimilaridade genética representada pelo dendrograma obtido
pelo método hierdrquico Unweighted Pair-Group Method Using Arithmetic Averages
(UPGMA). O agrupamento de UPGMA foi validado pelo coeficiente de correlagéo
cofenético (CCC) calculado pelo teste de Mantel (1967).

Foi gerado um mapa auto-organizavel de Kohonen (SOM) para a comparagédo
dos genotipos em funcdo das variaveis analisadas, utilizando arranjo de neurdnios
3x3, 2000 interacOes para 0 processo de aprendizagem, raio igual a dois e topologia
hexagonal.

As anélises foram realizadas no software GENES software v. 1990.2021.131,
integrado ao software Matlab v. R2016a (Cruz, 2016) e o software R v. 4.2.1 (R Core
Team, 2024).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Teores de bioativos nas linhagens de alface

Com base na ANOVA, as linhagens de alface diferiram entre si pelo teste F (p <
0,05) para todos os bioativos avaliados: CloA, CloB, CloTotal e Carot (Figura 4).
Houve destaque para o gendtipo UFU-189#3#2#1, uma alface verde e crespa, que
apresentou concentracdes para CloA, CloB e CloTotal 2,74, 3,19 e 3,37 vezes,
respectivamente, superiores em relacdo a testemunha cv. Grand Rapids, também do

segmento de alfaces crespas e verdes.



Grand Ragios

22

Grardfapes [T G0 %

Datvnre TTEES Seissen G
urseser [IEERE Firo0eT
UFU MiniBoF ont 201 8001 UFU Mol o205 [N
e — = w2 e
WU 2eseser SRR wrunGee) R
UFBiolot SR~ UFU Bofont
U seee e TR LFU- 100818181
AL S S N e— | U T
i URU-taeeeds | g UFLL 180 4e
Al e ——— wwu e e ——
3 Rl s s — o 8 v E—
wFuaew TR UF ey
T T uru-rseiae [

UPUL 20030 181 | ——
Leu e
Ury taeeneze R

R I e —— ————— S,
wrs e E—]—
R ==

Uru-teee NS e e iatet R,
UR-1seetetet TR~ WLLiEs e e
\ = = LU 10w e -
UFU- 120830 101 e T
00 on 10 5 1] oo 0s 0 15 0 5 0 s
Clorefila A dmg 100 g) Cierchia 8 fmg 100 ')
Grand Ragios

t— ’.X ‘-
[—
|
UFU MinBoFon 2000 RIS
(VST T o o
uru-21ese: RS-
UFL Bt

Oromt Fraoaty [ —

wrL acer [ e e
UFU MinBeF ot 20150 [T
wusee: (SN ———
wru1eoe B )
wuBen e

UFJsamieiey e e UFU- 1 TRt m_,
RURRET 2 L e | ERALL L b Ll s —— y
g g i s ] = ———
Uy s e Ege———— uFy- s | — x
LIV o S — S e 5 —=
[TEVRETTIT R s i o wuasTewn E 3 —
LS [ FuTie e [ Y T —
urs2comee [ — UFU. oSt R e— -
(VR TTI s - S et [ —
UFU-taaa1aze — uru.meier R ——

—x =
UR 1 zoeeiel [TETES—
upu-rssatenat [
URL-tE0808181 m—«

ag % i 30
Clerehila Toted f1eg 190 g")

uru e [ ———
=

el = e ——
o8

o 03 03 04
Carolensiges (g 100 g

Figura 4. Teores de Clorofila a, Clorofila b, Clorofila Total e carotenoides nas 18
linhagens e duas cultivares comerciais de alfaces roxas e verdes. Barras com letras

distintas diferem-se pelo teste Scott-Knott a 0,05 de significancia.

O contetdo de clorofila na planta € um indicador crucial da sua capacidade
fotossintética e da modelagem do ciclo do carbono (Fatichi et al., 2019; Luo et al.,
2019). Devido a relagdo da clorofila com o nitrogénio, esta molécula pode ser usada
indiretamente para indicar o estado de salde das plantas, producdo e caracterizar o
estresse induzido pela seca (Xu et al., 2021). Evidéncias confirmam que maiores teores
de clorofila total potencializam a atividade fotossintética, e consequentemente, podem
levar a incrementos relacionados a caracteristicas agrondémicas (Liu et al., 2019).

Devido suas propriedades bioativas, a clorofilas tem sido muito usada na industria
alimenticia e farmacéutica (Queiroz et al.,, 2017). Sendo um pigmento verde e
lipossollvel, constituido por um tetrapirrol quelado com magnésio no centro, a clorofila
atua como antioxidante, sequestrando espécies reativas de oxigénio (Agustina et al.,
2021), podendo atuar no combate a muitas doengas. O consumo de vegetais ricos em

0s
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clorofila também pode prevenir a obesidade e melhorar a tolerancia a glicose (Li et al.,
2019). Assim, linhagens de alface ricas em clorofilas sdo desejadas.

Em relacdo ao bioativo carotenoide, as linhagens UFU-7#1#1#1 (lisa e roxa),
UFU-75#1#3#1 (lisa e roxa), UFU-199#2#1#1 (crespa e roxa) e UFU-189#3#4#1 (lisa e
verde) apresentaram os maiores teores (0,379, 0,371, 0,412 e 0,393 mg 100 g*,
respectivamente). Quando comparadas as cultivares comerciais Belissima (crespa e
roxa) e Grand Rapids (crespa e verde) o contetdo de carotenoide mostrou-se ser 3 vezes
superior para as roxas e 2,45 vezes superior para as alfaces verdes, confirmando a
caracterizacdo destas linhagens como biofortificadas (Figura 4).

Os carotenoides, assim como as clorofilas, sdo fitoquimicos naturais essenciais
que sdo consistentemente encontrados em todos os organismos fotossintéticos, incluindo
0s vegetais folhosos. Tanto a clorofila quanto o [-caroteno sdo compostos bioativos
lipofilicos desejaveis em nossa dieta didria, compartilhando vias semelhantes para
bioacessibilidade. O p-caroteno apresenta destaque ndo apenas por suas potentes
propriedades antioxidantes, mas principamente por seu papel de precursor de vitamina
A (Hayes e Ferruzzi, 2020, Hayes et al., 2020, Pérez-Galvez et al., 2020). O consumo
de carotenoides na dieta pode ajudar a reduzir o risco de varias doencas cronicas e 0
aparecimento de doencas oculares relacionadas a idade (Milani et al., 2017).

Vale ressaltar que em plantas superiores, 0s carotenoides servem como
componentes estruturais dos fotossistemas e desempenham papéis essenciais na coleta
de luz e na fotoprotecdo. Além disso, eles estdo envolvidos em outros bioprocessos,
como atrair polinizadores e aumentar a resisténcia ao estresse (Nisar et al., 2015; Sun et
al., 2018). Assim, os resultados apontam destaque para algumas das linhagens de alface
avaliadas com qualidades nutricionais por expressarem elevados teores de bioativos

como clorofilas e carotenoides.

3.2 Potencial agrondmico das linhagens de alface

As linhagens de alface apresentaram diferengas significativas para todas as
caracteristicas agrondmicas avaliadas (p < 0,05). Para a caracteristica peso de planta, a
maioria das linhagens apresentaram comportamento similar a cv. Grand Rapids (Figura
5A), sendo um indicativo que atingiram o padrdo comercial. E importante ressaltar o
comportamento dos genotipos UFU MiniBioFort-2015#1 e UFU-215#1#2 que
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apresentaram baixos valores. Ambas as linhagens foram desenvolvidas para atender a
uma demanda promissora do mercado para 0 segmento de alfaces de porte mini
(Clemente et al., 2023), com vantagens comerciais como facilidade de preparo e aspecto
visual diferenciado para pratos gourmet (Sala; Costa, 2012), confirmando o sucesso do

programa de melhoramento.
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Figura 5. Médias referentes ao peso da planta (A), numero de folhas (B), didmetro de

caule (C), comprimento de caule (D), diametro de planta (E), temperatura foliar (F),

SPAD (G) e comprimento de folha (H) das 18 linhagens e duas cv. comerciais de

alfaces roxas e verdes. Letras distintas, nas barras, diferem entre si pelo teste Scott-

Knott a 0,05 de significancia.
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Em relacdo ao numero de folhas, houve destaque para as linhagens UFU-
189#3#1#1 (34,6 folhas), UFU-155#1#1#1 (31,6 folhas), UFU-189#1#2#1 (32,1
folhas), UFU-75#1#3#1 (32,0 folhas) e UFU-66#7 (30,9 folhas) com valores 2,3, 2,1,
2,2, 2,2 e 2,1 vezes, respectivamente, superiores a cv. Grand Rapids (14,8) (Figura 5B).
Os resultados encontrados também foram superiores aos apresentados por Cometti et al.
(2019) em ambiente tropical para a cultivar Baba de Verdo (26,5 folhas), Vitoria de
Santo Antdo (29,0 folhas) e Salad Bowl (25,0 folhas). Vale destacar a importancia da
variavel por ser a parte comercializada, além do seu papel fundamental na producéo de
fotoassimilados, dentre outras funcdes para a planta. A linhagem UFU-155#1#1#1
mostrou-se relevante por apresentar elevado nimero de folhas como também as folhas
mais compridas (25,26 cm) em relacdo aos demais genotipos (Figura 5H).

Uma caracteristica de grande interesse na producdo de alfaces em ambientes
tropicais como no Brasil € o pendoamento tardio. Alta temperatura € um fator ambiental
que afeta consideravelmente a fisiologia da planta, o desenvolvimento, o rendimento da
colheita e o valor econémico, ja que pode ocasionar 0 pendomanto precoce das alfaces
(Zhong et al., 2024). No presente estudo, as linhagens UFU MiniBioFort-2015#1 (2,86
cm), UFU-215#1#2 (3,24 cm) e UFU-7#1#1#1 (2,68 cm) apresentaram 0S menores
comprimentos de caule e, consequentemente o desejado pendoamento tardio.

A alface desenvolve bem entre 15 e 20 °C, enquanto que, em um ambiente com
temperatura média didria em torno de 25 °C, ela tende a pendoar prematuramente do
centro da roseta foliar, afetando significativamente a qualidade e o rendimento da alface
(Hao et al., 2022). As temperaturas médias registradas durante o desenvolvimento deste
estudo atingiram 23,6 °C (Figura 2), mesmo durante as estagdes de outono/inverno.
Portanto, as condi¢gdes ambientais acabaram favorecendo o pendoamento precoce das
plantas, e mesmo assim algumas linhagens foram resistentes a esta condi¢do. Os
resultados obtidos mostraram caracteristicas desejaveis para uma linhagem
tropicalizada.

Dos medidores portateis de clorofila disponiveis no mercado, o SPAD-502 ¢é o
mais amplamente utilizado (Casa et al., 2015). O equipamento mede a transmitancia da
energia vermelha (650 nm) e do infravermelho préximo (940 nm) e fornece uma
mensuracdo relativa do verde das folhas em uma unidade arbitraria (Markwell et al.,
1995). No entanto, ha relatos de que é necessaria uma calibracdo entre os indices SPAD
e a concentragéo real de clorofila para embasar estudos em fisiologia (Casa et al., 2015).
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Assim, a concentracdo de clorofila foliar deve ser quantificada baseada na area foliar
(ng/cm 2) (Kattenborn et al., 2019). Estas informacdes podem explicar o comportamento
das linhagens de alface avaliadas em relagdo ao indice SPAD. Duas das linhagens
(UFU-215#1#2 e UFU MiniBioFort-2015#1) que apresentaram o0s maiores indices
SPAD também manifestaram reduzido peso de planta (Figura 4A) e comprimento de
folhas (Figura 4H), estando caracterizadas como alfaces de porte mini (Tabela 1), o que
refoca a necessidade da mensuracdo da concentracdo de clorofila foliar utiliando o
SPAD ser baseando na &rea foliar. Por esta razdo, a quantifacdo de clorofilas (CloA,
CloB e CloTotal) por métodos laboratoriais é uma importante ferramenta para a selecdo

de linhagens biofortificadas.

3.3 Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

Houve diferencas significativas entre os gendtipos de alface na transpiracéo (E)
e na condutancia estomatica (gs) pelo Teste F (p < 0,05) (Tabela 2). Os maiores valores
para transpiracdo (E) foram apresentados pelas cultivares comerciais Grand Rapids
(10,87 mmol H,0 m? s') e Belissima (10,86 mmol H,0 m? s), utilizadas como
testemunhas. Essas cultivares também apresentaram 0s maiores valores para

condutancia estomética (gs) (0,973 e 0,952 mol m™ s, respectivamente).

Tabela 2. Valores médios das trocas gasosas das linhagens e cultivares comerciais de

alfaces roxas e verdes em Monte Carmelo, Minas Gerais, 2023.

Gendtipos E A gs AlGs AE A/Ci Ci/Ca
UFU-155#1#1#1 729 b 18,20 a 0,48 b 38,68 a 2,53 a 0,06 a 0,80 a
UFU-206#3#1#1 561 b 12,88 a 0,36 b 38,17 a 2,42 a 0,04 a 0,81 a
UFU-199#1#1#1 411 b 11,89 a 0,25 b 54,84 a 321 a 0,04 a 0,74 a
UFU-Biofort 8,22 b 18,78 a 0,58 b 32,63 a 2,29 a 0,06 a 0,86 a
UFU-215#3#2 781 b 18,82 a 0,57 b 36,01 a 2,48 a 0,06 a 0,81 a
UFU-215#1#2 5,60 b 15,87 a 0,35 b 4593 a 2,83 a 0,05 a 0,77 a
UFU MiniBioFort-

2015#1 741 b 16,34 a 0,53 b 32,15 a 2,25 a 0,05 a 0,83 a
cv. Belissima 10,86 a 17,30 a 0,95 a 18,57 a 1,64 a 0,05 a 0,89 a
cv. Gran Rapids 10,88 a 17,41 a 0,97 a 18,50 a 1,65 a 0,05 a 0,89 a
CV % 21,95 16,1 29,65 32,9 27,27 20,06 7,02
p 0,002™ 0,060™ 0,001 0,034 0,119™ 0,278™  0,0665"™




28

Transpiracdo (E, mmol H,0 m? s) (A), taxa fotossintética (A, pmol CO, m? s™) (B), condutancia
estomética (gs, mol m? s™) (C), eficiéncia instantanea do uso da 4gua (A/E, umol CO, mmol H,0™) (D),
eficiéncia intrinseca do uso da agua (A/gs) (E), eficiéncia de carboxilagcdo (A/Ci) (F) e relacdo entre a
concentragdo interna e externa de CO, (Ci/Ca) (G). Letras distintas, nas barras, diferem entre si pelo teste
Scott-Knott a *0,05 e **0,01 de significancia.

Os resultados indicam que as linhagens de alface apresentaram menor taxa de
transpiracdo em consequéncia do melhor controle estomatico. As linhagens UFU-
199#1#1#1, UFU-206#3#1#1 e UFU-215#1#2 apresentaram uma reducdo na taxa de
transpiragdo (E) de 66,2, 48,3 e 48,4%, respectivamente, em relacdo as cultivares
comerciais (Grand Rapids e Belissima). Uma menor taxa de transpiracdo (gs) se deve a
menor condutancia estomatica sendo 74,0, 62,1 e 63,8% inferior em relacdo as
cultivares comerciais.

Os estdmatos encontram-se em um ciclo continuo de abertura e fechamento em
resposta a sinais externos e internos para manter um equilibrio entre a assimilacdo de
CO, e a perda de agua pela transpiracdo (Yamori et al., 2020). Existe uma variagao
consideravel na anatomia estomatica, bioquimica e caracteristicas comportamentais que
impactam na cinética e magnitude de gs e, portanto, na troca gasosa entre a planta e a
atmosfera (Faralli et al., 2019). Explorar os potenciais genéticos das linhagens UFU-
199#1#1#1, UFU-206#3#1#1 e UFU-215#1#2 como parentais para o desenvolvimento
de novas cultivares de alface com caracteristicas estomaticas favoraveis por meio do
melhoramento genético, pode fornecer genotipos potencialmente mais eficientes no uso
de agua com a capacidade de manter e/ou maximizar o rendimento produtivo em
ambientes tropicais.

As taxas de transpiracdo sao influenciadas por distintos pardmetros biofisicos
(temperatura, déficit de pressdo de vapor de agua e radiacdo liquida) e condutancia
estomatica (Kirschbaum; McMillan, 2018). Nesse estudo, durante as avaliacbes de
trocas gasosas, a temperatura ambiente foi de 16,5 °C e UR de 70%, ndo sendo
impulsionadores de uma alta transpiracdo das plantas em campo. Nestas condicoes, a
linhagem UFU-199#1#1#1 apresentou uma reducdo da transpiragdo por meio dos
estomatos e um incremento de 195,3% para eficiéncia intrinseca do uso da agua (A/gs).

Importante destacar que as linhagens biofortificadas, mesmo com significativas
reducdes na abertura dos estdbmatos (gs), apresentaram uma taxa fotossintética (A) e
eficiéncia da carboxilagdo (A/Ci) semelhantes as cultivares comerciais. Emboragse a A

estejam frequentemente correlacionadas (Faralli et al., 2019), esses resultados indicam
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que as linhagens apresentam aparatos genéticos que permitem a entrada de CO, no
interior da célula e sua assimilacdo pela enzima RuBP de forma mais eficiente,
comprovando sua tropicalizacao.

Uma das formas de avaliar os efeitos ndo estométicos do processo fotossintético
é por meio da avaliagéo da eficiéncia fotoquimica por meio da emissdo da fluorescéncia
da clorofila a (Tabela 3). Avaliando o desempenho estrutural do PSII e da melhoria no
transporte de elétrons para a fotossintese, observou-se um destaque para o rendimento
quéantico potencial do PSIl (Fv/Fm) nas linhagens UFU-199#1#1#1 (0,81), UFU-
215#1#2 (0,83) e UFU MiniBioFort-2015#1 (0,79). Esta relacdo mostra a capacidade
com que a luz absorvida pelas moléculas de clorofilas possam reduzir a quinona A (Qa).
Assim, valores em torno de 0,75 a 0,85, mostram elevada eficiéncia do aparato
fotossintético associado ao PSII (Strasser; Strasser, 1995). Em adi¢do, Fv/Fm é um
indicador atil para selecionar plantas tolerantes ao estresse no melhoramento
(Pettenuzzo et al., 2022).

Tabela 3. Valores médios das fluorescéncia da clorofila a das linhagens e cv.

comerciais de alfaces roxas e verdes.

Genotipos Fo Fv/Fm Phi_Eo Phi_Do Pi_ABS ABS/RC TRo/RC ETo/RC Dlo/RC

UFU-155#1#1#1 12852,33 b 0,79 b 041 b 0,22 a 2,02 b 2,86 b 2,24 b 1,22 a 0,62 b
UFU-206#3#1#1 1275483 b 0,79 b 0,40 b 0,22 a 1,44 b 2,86 b 2,24 b 1,16 a 0,63 b
UFU-199#1#1#1 6685,17 ¢ 0,81 a 0,53 a 0,19 b 481 a 1,78 d 144 d 0,77 b 0,34 c
UFU-Biofort 15995,17 a 0,77 b 045 b 0,24 a 1,78 b 3,20 a 2,44 a 142 a 0,76 a
UFU-215#3#2 12651,83 a 0,80 b 0,46 b 0,21 a 2,67 b 2,90 a 2,28 a 1,30 a 0,62 a
UFU-215#1#2 7000,33 ¢ 0,83 a 0,55 a 0,17 b 544 a 1,82 d 150 d 1,04 b 032 ¢
UFU MiniBioFort-
2015#1 898483 ¢ 0,79 a 051 a 021 b 3,98 a 2,11 d 1,66 d 1,06 b 045 c
cv. Belissima 10450,33 b 0,78 b 042 b 0,22 a 292 b 251 b 19 b 1,04 b 0,56 b
cv. Grand Rapids 888050 ¢ 0,79 b 044 b 021 a 2,14 b 2,34 ¢ 184 ¢ 101 b 0,50 b
CV % 14,37 1,84 7,91 6,98 23,06 10,17 9,62 16,28 14,63

Fluorescéncia minima (Fo), fluorescéncia maxima (Fm), rendimento quantico maximo do PSII (Fv/Fm);
rendimento quantico de transporte de elétrons (PhiEo); rendimento quéntico de dissipacdo de energia na
forma de calor (PhiDo); indice de desempenho fotossintético (PiABS); fluxo especifico de absorcdo de
energia luminosa (ABS/RC); taxa maxima de captura de éxcitons do PSII (TRo/RC); fluxo de transporte
de elétrons por centro de reacdo com t = 0 (EToRC); fluxo especifico de dissipacdo de energia na antena
de nivel de clorofila (DIo/RC). Letras distintas, nas barras, diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 0,05
de significancia.

Essas mesmas linhagens apresentaram os menores valores para Fo (6685,
7000,33 e 8984,83, respectivamente). Em adicdo, apresentaram 0s maiores valores de

rendimento quantico para o transporte de elétrons (Phi_Eo) e eficiéncia fotossintética
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(Pi_ABS) e 0s menores valores para fluxo de absorcdo de energia luminosa (ABS/RC),
taxa maxima de captura de éxcitons do PSII (TRo/RC) e fluxo de transporte de elétrons
por centro de reagdo (ETo/RC). Em resposta as maiores Pi_ABS, estas linhagens
exibiram os menores valores para rendimento quantico de dissipacdo de energia
(Phi_Do) e na energia total dissipada por centro de reacdo (Dio/RC). Importante
destacar que estas mesmas linhagens, com excecdo da UFU-199#1#1#1, também
apresentaram baixas taxas de transpiracdo e condutancia estomatica (Tabela 2), porém
taxa fotossintética (A) e eficiéncia da carboxilacdo (A/Ci) semelhantes a todos os demais
gendtipos, incluindo as cv. comerciais.

Em relacdo ao indice SPAD as linhagens UFU-215#1#2 e UFU MiniBioFort-
2015#1, anteriormente citadas, se destacaram dentre os demais genoétipos, apresentando
0s maiores valores (42,02 e 42,21, respectivamente).

O aparelho fotossintético converte energia transitéria da luz em energia
quimica nas membranas tilacdides dos cloroplastos (Yamori, 2016). E possivel inferir
que as caracteristicas genéticas destas linhagens, que apresentam altos contetdos de
clorofila os quais determinam seu aparato fotossintético, podem também estar
regulando a utilizacdo da luz para o seu 0 desempenho em ambientes tropicais. Devido
aos altos valores de Fv/Fm, existem indicativos de que a quantidade de luz absorvida
(baixos valores de Fo) ndo foram suficientemente danosas ao PSII, no entanto foram
capazes de aumentar o desempenho fotossintético (Pi_ABS). As altas eficiéncias
fotossintética (A e Pi_ABS) podem também estar associadas aos maiores indices de
pigmentos cloroplastidicos (SPAD) melhorando a interceptacdo de luz e a utilizacéo
da energia na cadeia transportadora de elétrons (Phi_Eo). O aumento de Phi_Eo
indicou que estas linhagens tem a capacidade de aumentar o transporte linear de
elétrons, mas sem aumento correspondente da dissipacdo de calor (Phi_Do). Valores
baixos em TRo/RC indicam que ocorre a reoxidagdo de Qa, ja que sdo capazes de
transferir elétrons para os aceitadores de elétrons de quinona secundaria (Qg) do PSII
de forma eficiente, ndo levando a perda de energia na dissipacdo (Mathur et al., 2011,
Yan et al., 2021). Os baixos valores de ABS/RC, ETo/RC e Dio/Rc podem inferir néo
haver extresse oxidativo no aparato fotossintético.

Assim, estas linhagens possuem a capacidade de otimizar a absorcdo e
utilizacdo da intensidade de luz que chega no PSIl a partir da expressdo de

caracteristicas bioquimicas e fisioldgicas que pemitem sua adapatcdo a ambientes
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tropicais. Em adicdo, as linhagens UFU-215#1#2 e UFU MiniBioFort-2015#1
apresentaram pendoamento tardio, comprovando sua tropicalizacdo.

Com um comportamento fotoquimico oposto, estdo as linhagens UFU-Biofort
e UFU-215#3#2, para as quais observou-se os maiores valores para Fo, acompanhados
por altos valores de Phi_Do, ABS/RC, TRo/RC, ETo/RC e Dio/RC (Tabela 3). As cv.
comerciais Belissima e Grand Rapids, apesar de ndo apresentarem as maiores Fo,
exibiram valores mais altos para Phi_Do. Para estes gendétipos ha indicativos de que a
reducdo da eficiéncia fotoquimica dos fotossistemas ocasionou uma superexcitaco da
moléculas antena na coleta de luz e levando ao estresse oxidativo (Gururani et al.,
2015; Takeuchi et al., 2022).

As trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a também foram avaliados de
forma multivariada e apresentaram CCC de 92% (Figura 6). Esse valor indica um
correlacdo positiva muito alta entre a representacdo grafica (dendrograma) e a matriz
de dissimilaridade (Mukaka, 2016) tornando possivel a execucdo de inferéncias por

meio da analise visual do dendrograma.
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Figura 6. Mapa de calor dos parametros de trocas gasosas e florescéncia da clorofila a
das linhagens e cultivares comerciais de alfaces roxas e verdes. Cores mais azuladas
indicam que o genotipo apresentou maior resposta em relacdo a variavel analisada e
cores mais avermelhadas menores respostas. Transpiracdo (E, mmol H,O m? s?), taxa

-2

fotossintética (A, pmol CO, m? s?), condutdncia estomatica (gs, mol m? s?),

eficiéncia intrinseca do uso da agua (A/gs), eficiéncia instantanea do uso da agua (A/E,
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pumol CO, mmol H,0™), eficiéncia de carboxilacdo (A/Ci), relacdo entre a
concentracdo interna e externa de CO, (Ci/Ca), fluorescéncia minima (Fo),
fluorescéncia méxima (Fm), rendimento quantico méximo do PSIH (Fv/Fm);
rendimento quantico de transporte de elétrons (PhiEo); rendimento quéntico de
dissipacdo de energia na forma de calor (PhiDo); indice de desempenho fotossintético
(PiABS); fluxo especifico de absorcao de energia luminosa (ABS/RC); taxa méaxima
de captura de éxcitons do PSII (TRo/RC); fluxo de transporte de elétrons por centro de
reacdo com t = 0 (EToRC); fluxo especifico de dissipacdo de energia na antena de
nivel de clorofila (D1o/RC).

As informagOes apresentadas no mapa de calor (Figura 6) confirmam os
resultados da andlise univariada (Tabelas 2 e 3). Adotou-se o ponto de corte no
dendrograma em 41%, seguindo o criterio proposto por Mojena (1977). Houve a
formacéo de dois grupos distintos. O primeiro grupo foi composto por quatro linhagens
(UFU-Biofort, UFU-215#3#2, UFU-155#1#1#1 e UFU-206#3#1#1), além de Belissima
e Grand Rapids; e o segundo grupo foi formado por trés linhagens (UFU-215#3#2, UFU
MiniBioFort-2015#1 e UFU-199#1#1#1).

A andlise multivariada confirmou a existéncia de dois grupos com
comportamentos  contrastantes em relacdo a trocas gasosas, transpiracao,
aproveitamento da agua, eficiéncia fotossintética, eficiéncia do aparato fotossintético,
desempenho fotossintético e dissipacdo de energia e calor, assim como apresentaram as
analises univariadas. A representacdo visual do mapa de calor permitiu confirmar que
no banco de germoplasma deste estudo existem genotipos capazes de otimizar a
absorcdo de CO; e a intensidade de luz que chega no PSII, em conjunto ao melhor
aproveitamento de agua, a partir da expressdo de caracteristicas bioquimicas e

fisiologicas que pemitem sua adaptacdo a ambientes tropicais.

3.4 Danos celulares e atividade antioxidante de enzimas de defesa

A avaliacdo do perfil enzimético das linhagens e cultivares comerciais
apresentado na forma de mapa de calor (Figura 7) permitiu uma definicdo de dois

grupos, separando as linhagens de alfaces biofortificadas (grupo 1) das cv. comerciais

(grupo 2).
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Figura 7. Mapa de calor da atividade das enzimas superéxido dismutase (SOD, U min
! ' mg™ de proteina), catalase (CAT, pmol/min”mg™ proteina), ascorbato peroxidase
(APx, pmol/min™mg™ proteina) e malonaldeido (MDA, mmol/g de MF) das linhagens
e cv. comerciais de alface roxas e verdes. Cores mais azuladas indicam que o gendtipo
apresentou maior resposta em relacdo a varavel analisada e cores mais avermelhadas

menores respostas.

As cultivares comerciais apresentaram destaque para alta expressdo de enzimas
antioxidantes (SOD, CAT e APX) mesmo ndo demonstrando altos valores para
peroxidacdo lipidica (MDA), que indicariam danos oxidativos ao seu aparato
fotossintético. Ja dentre as linhages (grupo 1), os gendtipos UFU-Biofort e UFU-
215#3#2 apresentaram a maior expressdo de MDA, confirmando dano oxidativo,
provavelmente devido a elevada dissipagédo de energia na forma de calor e de energia
(PhiDo e DIlo/RC), acompanhados por altos valores de Fo, ABS/RC, TRo/RC e
ETo/RC (Tabela 3). No entanto, este comportamento ndo ativou expressao das ezimas
antioxidantes SOD, CAT e APX.

E importante enfatizar que o estresse abidtico (incluindo o fator temperatura)
aumenta a producdo e o acimulo de ROS nos tecidos vegetais, causando estresse
oxidativo, resultando em danos oxidativos a varias vias fisioldgicas, bioquimicas e

moleculares, incluindo peroxidacéo lipidica que leva a producdo de MDA, danos a
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membrana celular e degradacdo do DNA e da clorofila (Farouk et al., 2020; Shalaby et
al., 2023).

As linhagens UFU-215#3#2, UFU MiniBioFort-2015#1 e UFU-199#1#1#1,
que se destacaram quanto aos parametros de trocas gasosas e florescéncia da clorofila
a (Figura 6) apresentaram baixos valores para todas as enzimas (SOD, CAT e APX) e
MDA, reforcando a auséncia de estresse oxidativo no aparato fotossintético e
capacidade génica de expressar caracteristicas bioquimicas e fisiologicas que pemitem
sua adaptacdo a ambientes tropicais.

Para evitar desequilibrios oxidativos induzidos pelo estresse, as plantas
geralmente aumentam tanto a atividade das enzimas antioxidantes quanto a dissipacao
térmica do excesso de luz absorvida (Vital et al., 2022). No estudo, foi verificado um
outro caminho adotado pelos gendtipos. Para reduzir o estresse oxidativo e evitar
danos oxidativos graves em plantas estressadas, 0 ROS acumulado deve ser reduzido
pela ativacdo do sistema de defesa antioxidante, incluindo enzimas antioxidantes
(Shalaby et al., 2023). Assim, a atividade de APX pode ser um marcador potencial
para programas de melhoramento para obter plantas mais tolerantes as condicfes
tropicais, como apresentado pela linhagem UFU-199#1#1#1 que demonstrou elevada

expressao desta enzima.

3.5 Comportamento dos gendtipos por Redes Neurais

Para avaliar o comportamento dos genotipos em funcdo do conteddo de
clorofilas e carotenoides (bioativos) e parametros agrondmicos, construiu-se 0 mapa

auto-organizavel de Kohonen (Figura 8).
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Figura 8. Mapa auto-organizavel de Kohonen (SOM), identificando a alocacdo dos
gendtipos de alface em cada neurbnio em fungdo das caracteristicas agronémicas,
agrupamento (3x3 de raio 2 e 2000 épocas) utilizando uma rede neural artificial (A).
Influéncia dos pesos das variaveis de entrada na rede neural artificial para a defini¢éo
dos agrupamentos. Cores mais claras representam maior efeito da variavel no grupo
determinado pelo neurdnio (B). 1: UFU-189#3#1#1; 2: UFU-155#1#1#1; 3: UFU-
120#1#1#1; 4: UFU-189#1#2#1; 5. UFU-7#1#1#1; 6: UFU-206#3#1#1; 7. UFU-
T5#1#3#1; 8: UFU-197#1#1; 9: UFU-199#2#1#1; 10: UFU-155#1#2#1; 11: UFU-
189#3#4#1; 12: UFU-189#3#2#1; 13: UFU-199#1#1#1;14: UFU-Biofort; 15: UFU-
215#3#2; 16: UFU-215#1#2; 17.: UFU MiniBioFort-2015#1; 18: UFU-66#7; 19:
Belissima cv. comercial; 20: Grand Rapids cv. Comercial.

Utilizando o método SOM foi observado dissimilaridade entre os genotipos.
Foram definidos nove neurdnios, permitindo a formacdo de oito grupos distintos
(Figura 8A). O grupo um (linha I e coluna I) foi composto pelas linhagens UFU-
199#2#1#1, UFU-199#1#1#1, UFU-215#1#2 e UFU MiniBioFort-2015#1. O grupo
dois (linha I e coluna I1) foi composto por UFU-Biofort. O grupo trés (linha | e coluna
I11) pela cv. comercial Belissima. O grupo quatro (linha Il e coluna I) pelas linhagens
UFU-120#1#1#1 e UFU-155#1#2#1. O grupo cinco (linha Il e coluna IIlI) pela
linhagem UFU-155#1#1#1. O grupo seis (linha 111 e coluna 1) por UFU-189#3#1#1,
UFU-189#1#2#1 e UFU-66#7. O grupo sete (linha Ill e coluna Il) foi formado pelo
maior numero de gendtipos: UFU-7#1#1#1, UFU-206#3#1#1, UFU-197#1#1, UFU-
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189#3#4#1, UFU-189#3#2#1 e UFU-215#3#2. Por fim, o grupo oito (linha Il e
coluna 1) pela cv. comercial Grand Rapids.

Foi possivel observar que o grupo um apresentou destaque para indice SPAD;
0 grupo quatro para numero de folhas e teor de carotenoides; o0 grupo cinco para
didmetro de caule; o grupo seis apresentou destaque para diametro de planta,
comprimento das folhas, peso da planta e nimero de folhas; o grupo sete para nimero
de folhas e o grupo oito, 0 mais numeroso, para CloA, CloB e CloTotal (Figura 8B).

Ademais, para avaliar o comportamento dos geno6tipos quanto as variaveis de
trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a, enzimas antioxidantes e dano oxidativo

construiu-se um segundo mapa auto-organizavel de Kohonen (Figura 9).
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Figura 9. Mapa auto-organizavel de Kohonen (SOM), identificando a alocagdo dos

1

genotipos de alface em cada neurdnio em funcdo das caracteristicas de desempenho
fotossintético e enzimatico, agrupamento (3x3 de raio 2 e 2000 épocas) utilizando uma
rede neural artificial (A). Influéncia dos pesos das varidveis de entrada na rede neural
artificial para a definicdo dos agrupamentos. Cores mais claras representam maior
efeito da variavel no grupo determinado pelo neurbnio (B). 1: UFU-155#1#1#1; 2:
UFU-206#3#1#1; 3: UFU-199#1#1#1; 4. UFU-Biofort; 5: UFU-215#3#2; 6: UFU-
215#1#2; 7: UFU MiniBioFort-2015#1; 8: Belissima cv. comercial; 9: Grand Rapids

cv. comercial.
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Foram definidos incialmente nove neurdnios pelo método SOM, mas quatro
destes neurdnios ndo alocaram nenhum gendtipo, permitindo a formacdo de cinco
grupos distintos (Figura 9A). O grupo um (linha I e coluna I) foi composto pelas
linhagens UFU-199#1#1#1, UFU-215#1#2 e UFU MiniBioFort-2015#1; o grupo dois
(linha I e coluna I1) foi composto pela cv. comercial Grand Rapids. O grupo trés (linha
Il e coluna I1I) pela cv. comercial Belissima; o grupo quatro (linha I11 e coluna 1) pelas
linhagens UFU-Biofort e UFU-215#3#2; e 0 grupo cinco (linha 111 e coluna Il1) pelas
linhagens UFU-155#1#1#1 e UFU-206#3#1#1.

Foi possivel observar que para definicdo do grupo um houve maior influéncia
das variaveis Phi_ABS, Fv/Fm, Phi_Eo, A/gs e A/E. O grupo dois apresentou destaque
para SOD, CAT, Ci/Ca, E e gs. O grupo trés para CAT, APX, Phi_Do, Ci/Cae E. E
finalmente, o grupo quatro apresentou destaque para Dio/RC, MDA, ABS/RC,
Tro/RC, Eto/RC, A/Ci, FO e A (Figura 9B).

As linhagens UFU-215#3#2, UFU MiniBioFort-2015#1 e UFU-199#1#1#1,
novamente foram agrupadas apresentando destaque quanto aos parametros de trocas
gasosas, aproveitamento de &gua e fluorescéncia da clorofila a (Figura 9), refor¢ando

sua capacidade de adaptacdo a ambientes tropicais.

4, CONCLUSOES

A linhagem UFU-189#3#2#1 apresentou os mais elevados teores de CIloA,
CloB e CloTotal. Em relagdo ao bioativo carotenoide, as linhagens UFU-7#1#1#1,
UFU-75#1#3#1, UFU-199#2#1#1 e UFU-189#3#44#1 apresentaram 0s maiores teores,
confirmando sua caracterizacdo como biofortificadas.

Todas as linhagens apresentaram potencial agrondmico com énfase para UFU
MiniBioFort-2015#1, UFU-215#1#2 e UFU-7#1#1#1 que apresentaram pendoamento
tardio.

As linhagens UFU-199#1#1#1, UFU-206#3#1#1 e UFU-215#1#2
apresentaram uma reducdo na taxa de transpiragdo e melhor controle estomatico,
sendo que UFU-199#1#1#1 também mostrou maior eficiéncia intrinseca do uso da
agua.

As linhagens UFU-215#3#2, UFU MiniBioFort-2015#1 e UFU-199#1#1#1 se

destacaram quanto aos parametros de trocas gasosas e florescéncia da clorofila a, e
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apresentaram baixa atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e APX e reduzido
dano oxidativo (MDA), reforcando a auséncia de producédo de ROS.

Foi possivel a caracterizacdo de alfaces biofortificadas verdes e roxas com
potencial genético para expressdo de caracteristicas bioquimicas e fisiologicas que

pemitem sua adaptacdo a ambientes tropicais.
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