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CAPITULO I

PARAMETROS GENETICOS EM POPULACOES F, DE HIBRIDOS SIMPLES E
DUPLOS DE ALFACES BIOFORTIFICADAS E TROPICALIZADAS



RESUMO

A alface ¢ uma das hortalicas folhosas mais consumidas mundialmente, com cultivo
continuo ao longo do ano. No Brasil, seu desempenho ¢ limitado por condi¢des tropicais,
especialmente temperaturas elevadas que induzem o pendoamento precoce,
comprometendo a qualidade comercial e nutricional. Simultaneamente, cresce a demanda
por alimentos funcionais, impulsionando pesquisas voltadas a biofortificagdao da alface
com compostos bioativos, obtida por meio do melhoramento genético. Este estudo teve
como objetivo estimar parametros genéticos em populagdes F» provenientes de hibridos
simples e duplos de alfaces biofortificadas e tropicalizadas, visando a selecdo de
populagdes de destaque. Foram avaliadas 15 populagdes F» e trés cultivares comerciais
quanto a caracteristicas agrondmicas e teores de bioativos. As populagdes hibridas
apresentaram desempenho superior as testemunhas, com destaque para nimero de folhas,
pendoamento tardio, teores de clorofila, carotenoides e antocianina, sendo que os
bioativos apresentaram herdabilidade de média a alta magnitude. A analise genética
revelou valores de CVG/CVA proximos a 1 para Clorofila a (0,93), Carotenoide (0,74) e
Antocianina (0,70), indicando viabilidade de sele¢do genética. Os resultados confirmaram
que os teores de bioativos em alface ¢ determinada por fatores genéticos o que possibilita
a identificacdo e selecao de populagdes para biofortificagao e tropicalizagao, contribuindo
para o desenvolvimento de cultivares adaptadas as condigdes edafoclimaticas brasileiras.

Palavras-chave: Lactuca sativa L.; bioafortificagdo; melhoramento genético; seguranca
alimentar.



ABSTRACT

Lettuce is one of the most widely consumed leafy vegetables worldwide, with continuous
cultivation throughout the year. In Brazil, its performance is limited by tropical
conditions, especially high temperatures that induce early bolting, compromising
commercial and nutritional quality. At the same time, the demand for functional foods is
increasing, driving research focused on the biofortification of lettuce with bioactive
compounds through genetic improvement. This study aimed to estimate genetic
parameters in F» populations derived from single and double hybrids of biofortified and
tropicalized lettuces, with the goal of selecting outstanding populations. Fifteen F»
populations and three commercial cultivars were evaluated for agronomic traits and
bioactive compound content. The hybrid populations showed superior performance
compared to the controls, particularly in number of leaves, delayed bolting, and higher
levels of chlorophyll, carotenoids, and anthocyanins, with bioactive compounds
exhibiting medium to high heritability. Genetic analysis revealed CVG/CVA values close
to 1 for Chlorophyll a (0.93), Carotenoids (0.74), and Anthocyanins (0.70), indicating the
feasibility of genetic selection. The results confirmed that bioactive compound content in
lettuce is determined by genetic factors, enabling the identification and selection of
populations for biofortification and tropicalization, contributing to the development of
cultivars adapted to Brazilian edaphoclimatic conditions.

Keywords: Lactuca sativa L.; bioactives; genetic improvement; food security.



1 INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.) é uma das hortalicas folhosas mais consumidas no
mundo, sendo cultivada e disponivel comercialmente durante todo o ano (Khan et al.,
2025). De acordo com IBGE (2017) a producao brasileira chegou aproximadamente a
671.509 toneladas, tendo o estado de Sao Paulo como o maior produtor nacional. A
espécie ¢ bianual, autogama com cleistogamia, com ciclo de producdo curto podendo
chegar a 30 dias nos meses mais quentes do ano (Hassan et al., 2021).

As mudancgas climaticas sao atualmente, um dos problemas ambientais mais
graves enfrentados pela humanidade. Suas principais manifestagdes sdo o aumento
continuo da temperatura média global e eventos climaticos extremos frequentes,
impactando na producao agricola (Yuan et al., 2024). Estudos apontam que a temperatura
global podera aumentar em +2,5 °C até 2100 (Rouce ef al., 2023). Essas mudancas tém
induzido os melhoristas a desenvolverem plantas adaptadas as alteragoes edafoclimaticas
e tropicalizadas.

As temperaturas ideais para a produg¢do de alface, uma cultura de origem
temperada, variam entre 15 a 20 °C. Em ambientes, onde a temperatura média diaria
supera os 25 °C, a alface tende a pendoar prematuramente, resultando em producao de
latex e consequente amargor. Esses fatores comprometem o consumo, rendimento e a
qualidade nutricional da planta (Al-Said ef al., 2018; Mathur et al., 2018). Neste cenario,
o clima tropical brasileiro ndo ¢ favoravel para esta hortalica, ja que fatores climaticos
podem influenciar negativamente no desenvolvimento da cultura. Para superar esse
desafio, pesquisas em melhoramento genético vem objetivando o desenvolvimento de
genotipos tropicalizados (Ribeiro ef al., 2023).

A demanda do mercado brasileiro consumidor por hortalicas vem crescendo nos
ultimos anos. Em Minas Gerais, a quantidade de alface comercializada em 2015 passou
de 80.000 Kg para 117.552 Kg em 2024 (CONAB, 2015, 2024). Este comportamento se
deve a busca por alimentos saudaveis e a crescente conscientizagdo sobre os impactos na
saude (Kumazawa, 2002). A alface tem demonstrado ser uma importante fonte de
bioativos como flavonoides, acidos fendlicos, vitaminas e lactonas sesquiterpénicas (Kim
et al., 2016), exibindo varios beneficios a satude, incluindo atividades antirradicais livres,
anticancerigenas, anti-inflamatodrias e antidiabéticas (Nicolle ef al., 2004; Noroozlo et al.,

2019). Portanto, considerando o consumo em larga escala e a ampla distribuicao da alface,
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esta folhosa ¢ uma excelente candidata a biofortificacdao voltada ao aumento de bioativos,
objetivando melhorias no seu valor nutricional para atender o consumidor.

Diversas pesquisas tém apresentado importantes resultados quanto a possibilidade
de aumentar os teores dos bioativos como clorofila, carotenoides e antocianinas em
alfaces por melhoramento genético convencional (Maciel et al., 2019, 2020; Clemente et
al., 2021; Clemente et al., 2023; Ribeiro et al., 2023). No entanto, a existéncia de um
padrdo poligénico com heranga aditiva, e ocorréncia de segregacdo transgressiva para
estes bioativos ainda permite maiores incrementos (Oliveira et al., 2021). Estudos que
busquem desenvolver hibridos simples e duplos de alface sdo escassos. A
comercializacdo de sementes € o cultivo comercial de alface hibrida ainda ndo é uma
realidade, principalmente devido aos altos custos de mao-de-obra para obtencdo destas
sementes. Assim, nesse trabalho, a obtengdo de hibridos simples e duplos foi realizada
para obter avancos genéticos e, consequentemente, genotipos mais adaptados com maior
frequéncia de alelos favoraveis fixados.

Aliar caracteristicas agronomicas voltadas para a tropicalizagdo e produtividade
com elevado teor de bioativos por meio de cruzamentos especificos ¢ essencial (Porretta;
Canestrelli, 2023). Um dos entraves esté relacionado a limita¢dao de informagdes quanto
aos parametros que governam a heranga genética da produgdo de bioativos e carateristicas
agrondmicas de interesse em alface. As estimativas de parametros genéticos possibilitam
a predicao de ganhos genéticos e do potencial da populagdo a ser melhorada (Custodio et
al., 2012), sendo fundamentais para o estabelecimento das melhores estratégias de
melhoramento (Correa ef al., 2012; Baldissera et al., 2014; Laviola et al., 2014).

Dessa forma, esse trabalho objetivou estimar parametros genéticos em populacdes
F> provenientes de hibridos simples e duplos de alfaces biofortificadas e tropicalizadas,

visando a identificacdo de populacdes de destaque para o avanco de geragdes .

2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido 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 ¢ do tipo Aw-tropical, caracterizado
por verdao quente e umido e inverno frio e seco, segundo classificagdo de Koppen (1948).

O solo ¢ classificado como Latossolo Vermelho distrofico e apresentou as seguintes
11



caracteristicas na camada de 0 —20 cm: textura argilosa 86 (> 50%); pH em CaCl; = 4,9;
Ca = 3,3 cmolc dm>; Mg = 1,3 cmolc dm™; H + Al = 4,9 cmolc dm™; SB = 4,9 cmolc
dm?3; MO = 3,9 dag kg'!; P(rem) = 7,91 mg dm™; K = 0,29 cmolc dm™, CTC = 9,8 cmolc
dm3; e V% = 50.

Os gendtipos utilizados no estudo fazem parte do Programa de Melhoramento
Genético de Alface Biofortificada e Tropicalizada da UFU cadastradas no software BG a
BIOFORT. Foram obtidas e avaliadas 11 popula¢des F» de hibridos simples e quatro
populagdes F> de hibridos duplos pertencentes ao BG o BIOFORT. Como testemunhas
foram utilizadas as cultivares comerciais Uberlandia 10.000, Grand Rapids e Belissima
(Pira 72), totalizando 18 tratamentos.

As linhagens parentais utilizadas na obtencdo dos hibridos simples foram
desenvolvidas apos hibridacdo entre as cultivares Belissima (Pira 72) versus Uberlandia
10.000, seguido de oito sucessivas autofecundacdes realizadas entre 2013 a 2020 (Tabela
1). O método de melhoramento utilizado para a obteng@o das linhagens foi o genealdgico
(Maciel et al., 2019, 2020; Sousa et al., 2021; Clemente et al., 2021; Clemente et al.,
2023; Ribeiro et al., 2023).

Tabela 1 - Descricdo das sete linhagens de alfaces biofortificadas e tropicalizadas

cadastradas no Software BG a BIOFORT parentais dos hibridos simples de alface.

ID Linhagem Tipo de folha  Cor da folha
L1 UFU - 189#2#2#1 Lisa Verde
L2 UFU - 215#2#2 Lisa Roxa
L4 UFU - 66#4#2 Crespa Verde
L6 UFU - MCBiofort 2 Lisa Roxa
L8 UFU - Biofort1 89E43 Lisa Roxa
L9 UFU - 206#1#3#1 Crespa Roxa
L10 UFU - 75#2#2#1 Crespa Roxa

Fonte: o autor.

Os hibridos simples resultaram do cruzamento de linhagens selecionadas para
duplo proposito (producdo e biofortificagdo). A semeadura das linhagens (Tabela 1) foi
realizada 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 coberta com filme de polietileno transparente de 150

micra, aditivado contra raios ultravioletas. Trinta dias apds a semeadura (DAS) foi
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realizado o transplantio das mudas das linhagens para vasos de cinco litros, preenchidos
com o mesmo substrato da semeadura, mantidos em casa de vegetacao.

Ao atingir o estddio fenologico de pleno florescimento foram iniciadas as
hibridacdes. Os botdes florais das plantas de cada genitor feminino foram emasculados
pela manha a partir da técnica de despolinizagdo e, posteriormente, realizadas as
hibridagdes (Nagai, 1980). As sementes da geragao Fi (hibridos simples) foram colhidas,
beneficiadas e armazenadas a 18°C.

A definicdo da direcdo dos cruzamentos para obten¢do dos hibridos simples foi
planejada envolvendo duas linhagens ricas em pelo menos um dos pigmentos (clorofila,

carotenoides e antocianina), sendo obtidos onze hibridos simples experimentais (Tabela

2).

Tabela 2 - Descricdo dos hibridos simples e duplos de alfaces biofortificadas e

tropicalizadas.
ID Hibridos simples ID Hibridos duplos
SI UFU189#2#2#1 X UFU - MCBiofort 2 (UFUeoHa#2 x U7 UBiofort1$9E43)
S2  UFU189#2#2#1 X UFU206#1#3#1 D1 (UFU75#2#2#1 x UFU215#2#2)

S3  UFU215#2#2 X UFU189#2#2#1
S4  UFU66#4#2 X UFUMCBiofort 2 (UFUMCBiofort 2 x UFU75#2#2#1)

X
S5 UFUMCBIofort 2 X UFU75#2#2#1 D2 (UFU75#2#2#1 x UFU206#1#3#1)

S6  UFUBiofort189E43 X UFU75#2#2#1
ST UFU206#143#1 X UFU189#242#1 (UFU206#1#3#1 XXUFUMCBIOfO“ 2)
D3 .

S8 UFU206#1#3#1 X UFUMCBiofort 2 (UFU75#2#2#1 x UFUMCBiofort 2)
S9  UFU206#1#3#1 X UFUT5#2#2#1

(UFU75#2#2#1 x UFUMCBiofort 2)
S10 UFU75#2#2#1 X UFU215#2#2 D4 X

(UFU206#1#3#1 x UFU75#2#2#1)

S11  UFU75#2#2#1 X UFU206#1#3#1

Fonte: o autor.

Os hibridos duplos foram obtidos a partir do cruzamento de hibridos simples
(Tabela 2), seguindo a mesma metodologia descrita anteriormente, em casa de vegetagao.

Posteriormente, as sementes da geragdo F; dos hibridos duplos foram colhidas,

13



beneficiadas e armazenadas a 18°C em camara fria. De posse das sementes dos hibridos
simples e hibridos duplos foram obtidas suas respectivas populagdes F» por meio de
autofecundagao.

Por fim, em dezembro de 2023 foi realizada a semeadura das populagdes F> dos
hibridos simples, hibridos duplos e das cultivares comerciais Uberlandia 10.000, Grand
Rapids e Belissima (Pira 72) em bandejas com 200 células preenchidas com substrato
comercial a base de fibra de coco. Ap6s semeadura, as bandejas permaneceram em casa
de vegetacao do tipo arco, coberta com filme aditivado contra raios ultravioletas. Trinta
e cinco DAS foi realizado o transplantio das mudas para o campo. O solo foi previamente
preparado com gradagem e subsolador. Em seguida, foram construidos canteiros de 1,3
metros a partir de um rotoencanteirador. As temperaturas maximas e minimas, €

precipitagdo foram monitoradas durante o periodo de desenvolvimento do estudo (Figura

).

Figura 1 - Condigdes climaticas (temperatura minima, temperatura maxima e

precipitagdo) nos meses de dezembro/2023 a margo/2024 - periodo de realizagdo do

experimento.
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Fonte: o autor.
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Cada parcela do experimento foi composta por cinquenta plantas, arranjadas em
duas linhas centrais por canteiro, com espagamento de 0,25 x 0,25 metros. Foram
avaliadas as dez plantas centrais da parcela. O delineamento experimental adotado foi em
blocos casualizados com trés repetigdes totalizando 78 parcelas e 3.900 plantas. O cultivo
foi realizado conforme recomendado para a cultura da alface (Filgueira, 2013) e utilizada
irrigacao por gotejamento com vazao de 1,6 L-min".

Decorridos 43 dias apds o transplantio (DAT) realizou-se a colheita e as
avaliagdes dos pardmetros agronomicos como massa fresca (MF) (g), obtida por meio da
pesagem de todas as folhas externas; didmetro do caule (DC) (cm) e comprimento do
caule (CC) (cm), avaliados com auxilio de um paquimetro; nimero de folhas (NF), a
partir da contagem de folhas superiores a 5 cm; comprimento de folha (CF) (cm),
mensurando 5 folhas superiores medianas com uma régua; e didmetro de planta (DP)
(cm), avaliados com auxilio de uma régua.

As mesmas plantas usadas para as avaliagdes agrondmicas descritas anteriormente
foram utilizadas para a quantificacao 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 petrdleo e acetona
(1:1). Para a extracdo de Antocianina (ANT) 0,5 g de tecido foram adicionadas a 10 ml
de solugdo extratora (etanol 95% + acido cloridrico 1,5 mol) na proporcao (85:15). Apos
24 horas de incubacdo em auséncia de luz, foi realizada a leitura da absorbancia dos
sobrenadantes no Multiskan™ FC Microplate Photometer (Thermo Fisher Scientific Inc.,
MA, USA) nos comprimentos de 645, 652 e 663nm para CloA, CloB e CloT; 470 nm
para Carot e 535 nm para ANT. A partir das absorbancias foram calculados os teores de
pigmentos foliares (mg.100g™! de tecido fresco) (Francis, 1982; Witham et al., 1971).

Foram estimados as seguintes varidncias e parametros genéticos: variancia
genética (Vg), varidncia ambiental (Va), variancia fenotipica (Vf), coeficiente de variagado
genotipica (CVQ), coeficiente de variagdo ambiental (CVA), coeficiente de variacdo
fenotipica (CVF), herdabilidade de senso amplo (H2), avango genético como a
porcentagem da média (AGM), coeficiente de correlagcdo fenotipica (rr) e coeficiente de

correlacdo genotipica (rg), conforme as Equagdes 1 a 11:

QMt—QMe

Vg =0} = .

Eq. 1
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Eq.

Eq.

Eq.

Eq.

Eq.

Eq.

Eq. 10

Eq. 11

Onde, QMt: Quadrado Médio dos tratamentos; QMe: Quandrado Médio do erro;

r: Numero de repetigdes; a;: Variancia genotipica; ¢2: Variancia ambiental; afZ:

Variancia fenotipica; x: Média; AG: Avanco Genético; H2: Herdabilidade de senso

amplo; K: constante da intensidade de selecdo a 20%; Covy: Covariancia fenotipica da

carateristica x e y; Covg: Covariancia genotipica da caracteristicax e y.
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A significancia das correlagdes genotipicas e fenotipicas foi determinada por meio
do teste ¢, adotando-se o nivel de significancia de p < 0,05.

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk (Shapiro e
Wilk, 1965) e teste de Levene para homogeneidade de variancia (Fox e Weisberg, 2019).
Os dados de DC, CC e CaR foram transformados em logl0, MF para raiz quadratica e
NF para 1/cos, pois ndo apresentaram normalidade. Para todas as variaveis, o teste de
Levene apresentou ndo significativo demonstrando homocedasticidade. Posteriormente,
realizou-se andlise de variancia por meio do teste F (p < 0.05). As médias foram
comparadas pelo teste de Scott-Knott (p < 0.05).

As analises estatisticas e os graficos foram realizadas no software R versao 4.4.3.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As populagoes F» de hibridos simples e duplos apresentaram diferengas
significativas em todas as caracteristicas agrondmicas avaliadas (Figura 2). A maioria das
populacdes F» apresentou nuimero de folhas superior ao da cultivar Grand Rapids,
indicando superioridade ao padrao comercial, com destaque para os hibridos simples. O
numero de folhas ¢ uma varidvel importante na cultura da alface, ja que a folha € a parte

comestivel da planta, além do seu papel fundamental na produgdo de fotoassimilados.

Figura 2 - Comparagao entre as médias dos pardmetros agronomicos de populagdes F» de
hibridos simples e duplos de alface: massa fresca (A), nimero de folhas (B), diametro de
caule (C), comprimento de caule (D), diametro de planta (E) e comprimento de folha (F).
S1: UFU189#2#2#1 X UFUBiofort1 89E43; S2: UFU189#2#2#1 X UFU206#1#3#1, S3:
UFU215#2#2 X UFU189#2#2#1; S4: UFU66#4#2 X UFUMCBiofort 2; SS5:
UFUMCBiofort 2 X UFU75#2#2#1; S6: UFUBiofort189E43 X UFU75#2#2#1; ST7:
UFU206#1#3#1 X UFU189#2#2#1; S8: UFU206#1#3#1 X UFUMCBiofort 2; S9:
UFU206#1#3#1 X UFU75#2#2#1; S10: UFU75#2#2#1 X UFU215#2#2; Sl1:
UFU75#2#2#1 X UFU206#1#3#1; D1: (UFU - 66#4#2 x UFUBiofort189E43) X
(UFU75#2#2#1 x UFU215#2#2); D2: (UFUMCBiofort 2 x UFU75#2#2#1) X
(UFU75#2#2#1 x UFU206#1#3#1); D3: (UFU206#1#3#1 x UFUMCBiofort 2) X
(UFU75#2#2#1 x UFUMCBiofort 2); D4: (UFU75#2#2#1 x UFUMCBiofort 2) X

(UFU206#1#3#1 x UFUT75#2#2#1); U: cv. Uberlandia 10.000; G: cv. Grand Rapids; e B:
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Estudo de Aguiar ef al. (2025) apresentou valores para comprimento de folha de

19,9 a 22,4 cm, resultados semelhantes aos encontrados neste estudo em populagdes F»

de hibridos simples e duplos de alface. O mesmo foi observado para massa fresca (peso

de folhas) em que as populagdes F» apresentaram registros superiores aos obtidos por

Saldanha; Ribeiro (2022), com valores variando de 25,39 a 195,50 gramas. Os resultados

confirmaram que estas populacdes de hibridos simples e duplos possuem caracteristicas

de interesse comercial, importantes para a obtencdo de novos genoétipos e a continuidade

do Programa de Melhoramento Genético de Alface.

A alta temperatura afeta consideravelmente a fisiologia da planta, ocasionando o

pendomanto precoce. Esse comportamento leva ao acumulo de latex na folha o que
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provoca queda de rendimento da colheita e no valor de venda (Zhong et al., 2024). A
testemunha comercial Grand Rapids se destacou para as caracteristicas peso de planta,
didmetro de planta e comprimento de folha. No entanto, esta cultivar, em conjunto com a
cultivar comercial Belissima, apresentaram os maiores comprimentos de caule,
caracteristica nao desejada para cultura da alface por estar relacionada ao pendoamento
precoce. Todas as populacdes avaliadas no estudo (provenientes de hibridos simples e
duplos) apresentaram pendoamento tardio, comprovando sua tropicalizacdo, uma
caracteristica de grande interesse na producao de alfaces em ambientes tropicais como no
Brasil.

Os resultados evidenciaram a existéncia de variabilidade genética entre hibridos
simples e duplos para as caracteristicas agronomicas avaliadas, passivel de exploragio
em programas de melhoramento de alface. Faysal ef al. (2022) afirmaram que a riqueza
genética ¢ essencial para o melhoramento genético de uma cultura. A riqueza esta
relacionada com a diversidade genética, a qual estd intimamente ligada a variabilidade de
alelos. Dessa forma, ¢ crucial estudos genéticos sobre a variabilidade em uma populagao,
para identificar e selecionar alelos de interesse.

Os teores de bioativos CloA, CloB, CloT, Carot e ANT (Figura 3), foram
significativamente maiores (p < 0.05) nas populagdes F> de hibridos simples e duplos em

relagdo as cv. Grand Rapids, Uberlandia 10.000 e Belissima (testemunhas).

Figura 3 - Comparagdo entre as médias dos bioativos Clorofila a (A), Clorofila b (B),
Clorofila Total (C), Carotenoides (D) e Antocianina (E) de populagdes F» provenientes
de hibridos simples e duplos de alface. S1: UFU189#2#2#1 X UFUBiofort189E43; S2:
UFU189#2#2#1 X UFU206#1#3#1, S3: UFU215#2#2 X UFUI189#2#2#1; S4:
UFU66#4#2 X UFUMCBiofort 2; S5: UFUMCBiofort 2 X UFU75#2#2#1; S6:
UFUBiofort189E43 X UFU75#2#2#1; S7: UFU206#1#3#1 X UFUI189#2#2#1; S8:
UFU206#1#3#1 X UFUMCBiofort 2; S9: UFU206#1#3#1 X UFU75#2#2#1; S10:
UFU75#2#2#1 X UFU215#2#2; S11: UFU75#2#2#1 X UFU206#1#3#1; DI1: (UFU -
66#4#2 x UFUBIiofort189E43) X (UFU75#2#2#1 x UFU215#2#2); D2: (UFUMCBiofort
2 x UFU75#2#2#1) X (UFU75#2#2#1 x UFU206#1#3#1); D3: (UFU206#1#3#1 x
UFUMCBiofort 2) X (UFU75#2#2#1 x UFUMCBiofort 2); D4: (UFU75#2#2#1 x
UFUMCBIofort 2) X (UFU206#1#3#1 x UFU75#2#2#1); U: cv. Uberlandia 10.000; G:
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Fonte: o autor.

As populagdes F» provenientes dos hibridos duplos se destacaram quanto aos

teores de CloA. A clorofila ¢ um pigmento verde e lipossoluvel com atividade

antioxidante, capaz de sequestrar espécies reativas de oxigénio (Agustina et al., 2021).

Tem sido muito utilizadas na industria alimenticia e farmacéutica devido as suas

propriedades bioativas (Queiroz et al, 2017), podendo atuar no combate a muitas

doengas.

Diversas pesquisas tém observado o potencial da cultivar Uberlandia 10.000 como

uma cultivar rica em carotenoides (Souza et al., 2007; Maciel et al., 2019, Maciel et al.,
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2020; Sanches et al., 2025). Neste estudo, as populagdes F> de hibridos simples e duplos
apresentaram resultados superiores a Uberlandia 10.000 para este bioativo (Figura 3),
reforcando a importancia destas populacdes na biofortificagdo da alface.

Deve-se destacar a importancia de incrementos de carotenoides em alfaces, assim
como observado neste estudo. Os carotenoides sdo pigmentos tetraterpé€nicos
responsaveis pelas cores amarela, laranja, vermelha e roxa dos vegetais e frutos (Maoka,
2020). Os principais carotenoides encontrados na alface sdo violaxantina, luteina e -
caroteno (Kim et al., 2018, Sung Park et al., 2015). Além de fornecer cor as plantas, os
pigmentos estdo envolvidos em processos fotossintéticos, como defesas contra a luz e
estresse. Esses compostos podem ter atividades antioxidantes, anti-inflamatérias e
anticancerigenas, além de reduzir o risco de doencas cardiacas (Alissa; Ferns, 2017).

Para obter incrementos em caracteristicas quantitativas é preciso recombinar
genoétipos superiores (Borém; Miranda, 2013). Como pode ser observado, todos os
genoétipos avaliados foram superiores em relagdo as testemunhas comerciais Belissima e
Grand Rapids (Figura 3). Os resultados confirmam o potencial destas populagdes para o
desenvolvimento de linhagens de alfaces biofortificadas.

A cor vermelha da alface ¢ resultado do acumulo de antocianinas, poderosos
antioxidantes que neutralizam os radicais livres para diminuir o dano oxidativo (Aung
Htay Naing; Kim, 2021). As antocianinas oferecem potenciais beneficios a satde estando
envolvida na preven¢do de doengas cardiovasculares, prevencao do cancer, diabetes e
combate a obesidade (Giampieri et al., 2023). A presenga deste pigmento pode ser
conferida por fatores genéticos, mas também por condi¢cdes de luz (Hadiga et al.,
2024). Neste estudo, todos os genotipos foram cultivados a campo e estiveram expostos
a mesma incidéncia de luz solar. Estas condi¢des permitem inferir que populagdes de
maior destaque possuem alelos de interesse para o desenvolvimento de linhagens de
alface ricas em antocianina. Em adicdo, ¢ importante destacar que a maioria das
populagdes apresentaram teores de antocianina superiores a testemunha Belissima, uma
cultivar comercial de folhas vermelhas e roxas.

Quando se analisa uma populagdo segregante, observa-se que os caracteres de
heranga quantitativa apresentam distribui¢do continua de fenotipos com nitidas
identificagcdes dos extremos. Com inimeros fendtipos, torna-se dificil a separagdo em
classes distintas. Caracteres poligénicos sdo influenciados pela variacdo do ambiente,

dificultando ainda mais a identificagdo dos gendtipos com base apenas no fendtipo
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observado. Oliveira et al. (2021) identificaram que em alfaces ocorre um controle
poligénico com agado de alelos aditivos para os bioativos.

Assim, ao estimar os parametros genéticos em populagdes F» segregantes de
hibridos simples e duplos de alface para bioativos, observou-se uma superioridade do
CVA em relagdo ao CVG, com destaque para CloB, CloT e ANT o que demonstra uma
influéncia dos fatores ambientais sobre a expressao dos bioativos. Assim, confirma-se

que a variabilidade fenotipica foi mais influenciada por fatores ndo genéticos (Tabela 3).

Tabela 3 - Estimativas de parametros genéticos de caracteristicas agrondmicas e bioativos

em populagdes F» provenientes de hibridos simples e duplos em alface.

Variaveis CVA CVG CVG/CVA CVF H2 AGM
Massa fresca (MF) 34,92 6,39 0,18 35,51 0,03 2,37
Numero de folha (NF) 62,83 25,82 0,41 67,93 0,14 20,22
Diametro de caule (DC) 14,72 31,37 2,13 15,06 0,04 13,49
Comprimento de caule (CC) 53,65 29,96 0,55 61,45 0,23 30,10
Diametro de planta (DPL) 22,67 5,34 0,23 23,30 0,05 2,52
Comprimento de folha (CF) 18,76 9,78 0,52 21,16 0,21 9,31
Clorofila A (CloA) 9,63 8,97 0,93 13,16 0,47 12,59
Clorofila B (CloB) 28,15 9,45 0,33 29,70 0,10 6,20
Clorofila Total (CloT) 16,57 8,16 0,49 18,47 0,20 7,43
Caroteno (Carot) 9,04 8,14 0,90 12,22 044 11,18
Antocianina (ANT) 20,93 14,65 0,70 25,55 0,33 17,30

CVA — Coeficiente de Variagdo Ambiental; CVG — Coeficiente de Variagdo Genotipica; CVF — Coeficiente
de Varia¢do Fenotipica; H2 — Herdabilidade de Sentido Amplo; AGM — Avango Genético como

porcentagem da média.

Fonte: o autor.

No entanto, foram observados valores de CVG/CVA proximos a 1 para CloA e
Carot (0,93 e 0,90, respectivamente), o que significa que a situagdo ¢ considerada
favoravel para a selecdo genética das populagdes para esta caracteristica.

Para as variaveis agrondmicas MF, NF, CC, DPL e CF também observou-se uma
superioridade do CVA em relagdao ao CVG, exceto para DC que apresentou valor superior

de CVG em relacao a CVA (CVG/CVA de 2,13).
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Beena et al. (2021) ao avaliarem um germoplasma de arroz tolerante a altas
temperaturas mencionaram que H2 ¢ considerada baixa com valores abaixo de 0,2;
moderado com valores entre 0,2 ¢ 0,4 e alta com valores acima de 0,4. Os resultados
obtidos neste estudo demonstraram que CloA, Carot e AT apresentaram de alta a média
herdabilidade. Em adi¢do, estas mesmas variaveis apresentam os maiores valores para
AGM. Esses resultados confirmam que os teores de bioativos em alface ¢ determinada
por fatores genéticos, tornando o processo de selecdo para biofortificacdo baseada no
fenotipo mais eficiente.

A Figura 4 apresenta os resultados das correlacdes fenotipicas e genotipicas das
varidveis agrondmicas. Valores abaixo de 0,27 ndo apresentaram significancia para
correlacdo fenotipica. Para a correlacdo genotipica, valores abaixo de 0,41 ndo foram

significativos.

Figura 4 - Correlagdo fenotipica e correlagdo genotipica das varidveis agrondmicas para
as populacdes F» provenientes de hibridos simples e duplos de alface. Massa fresca (MF),
didmetro do caule (DC), comprimento do caule (CC), numero de folhas (NF),

comprimento de folha (CF) e didmetro de planta (DP).
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Fonte: o autor.
A maior correlacao fenotipica foi encontrada para MF e DPL (0,83). Resultado

como este ja era esperado, ja que ambas sdo variaveis relacionadas a produgdo. Os
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resultados demonstraram que ao selecionar populagdes com alto DPL também ¢ possivel
selecionar aquelas com alto valores para MF (Figura 4).

A correlagdo genotipica positiva demonstra que genes de interesse que
incrementam uma caracteristica podem favorecer a outra caracteristica. Peixoto et al.
(2020) ao avaliarem 22 linhagens de alface biofortificadas, obtiveram correlacio
genotipica positiva significativa entre DPL e MF. Sousa ef al. (2021) ao avaliarem 91
genoétipos de alface apresentaram correlagdo genotipica significativa para as variaveis
DPL, DC e NF. No presente estudo observou-se correlagdes positivas significativas com
destaque para DPL e CC (0,88), DPL e CF (0,96), MF e CF (0,96), MF e DPL (0,91), NF
e CC (0,93). Em adi¢do, houve uma correlagdo genotipica negativa significativa com
destaque para DC e CF (-0,93) e NF e CF (-0,90) (Figura 5B).

A correlagdo fenotipica para pigmentos (Figura 5) apresentou significAncia com
valores acima de 0,30. Observou-se correlagdes positivas significativas com destaque

para CloA e Carot (0,99) e CloT e CloB (0,90).

Figura 5 - Correlagdo fenotipica e genotipica de Clorofila a, Clorofila b, Clorofila Total,
Carotenoides e Antocianina para as populacdes F» provenientes de hibridos simples e
duplos de alface. Clorofila a (CloA), Clorofila b (CloB), Clorofila Total (CloT),
Carotenoides (Carot) e Antocianina (ANT).
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Fonte: o autor.
Cassetari et al. (2015) ao avaliarem a correlagdo fenotipica entre B-caroteno e

clorofila em 26 linhagens de alface, obtida de forma indireta por meio do indice SPAD,
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obteve uma correlagdo de 0,82. Os autores sugeriram a possibilidade de sucesso da
selecdo indireta para alto teor de B-caroteno utilizando o SPAD como indicador de alto
teor de clorofila. O presente estudo apresentou valores superiores para correlacdo
fenotipica entre CloA e Carot (0,99) mensurados de forma direta e infere que ao
selecionar plantas com altos teores de Clorofila a, também serdo selecionadas aquelas
com alto teor de Carot, tornando o processo de selecao mais rapido e reduzindo a mao de
obra e o custo das andlises laboratoriais.

A correlacdo genotipica para pigmentos bioativos (Figura 5), apresentou
significancia com valores acima de 0,60. Houve destaque para correlagdes positivas
significativas para CloB e ANT (0,91), CloA e Carot (0,99), ClotT e Carot (0,84), CloT
e CloA (0,86) e ClotT e CloB (0,90). Os resultados demonstram que os genes envolvidos
ou responsaveis pelo incremento de clorofila a, Clorofila b e Clorofila total podem
também ser responsaveis pelo incremento de antocianina e carotenoide, compartilhando

vias metabolicas semelhantes.

4 CONCLUSOES

As populagdes F> de hibridos simples e duplos apresentaram diferencas
significativas para todas as caracteristicas agrondomicas e bioativos avaliadas. Os
resultados confirmaram que os teores de bioativos em alface ¢ determinada por fatores
genéticos o que possibilita a identificacdo e selegdo de populagdes superiores para
biofortificagdo e tropicalizacdo, contribuindo para o desenvolvimento de cultivares

adaptadas as condic¢des edafoclimaticas brasileiras.
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CAPITULO I

INDICE DE DISTANCIA GENOTIPO-IDEOTIPO MULTICARACTERISTICO
(MGIDI) NA SELECAO DE POPULACOES F, DE HIBRIDOS SIMPLES E
DUPLOS DE ALFACES BIOFORTIFICADAS
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RESUMO

A alface, planta herbacea anual da familia Asteraceae, ¢ amplamente cultivada devido ao
seu valor nutricional e diversidade morfoldgica. Fatores ambientais influenciam a
expressdo genética, afetando os teores de bioativos como clorofilas, carotenoides e
antocianinas, associados a protecao contra estresse oxidativo e a prevencao de doengas
cronicas. O melhoramento genético voltado a biofortificagdo tem como objetivo
desenvolver gendtipos superiores, com alto desempenho agrondmico e valor nutricional
elevado. Este estudo teve como objetivo selecionar populagdes F> de hibridos simples e
duplos de alface biofortificada por meio do indice multicaracteristico MGIDI. Foram
avaliadas 15 populagdes F» e trés cultivares comerciais em duas épocas distintas (verdo e
inverno), na Estagdo Experimental de Hortalicas da Universidade Federal de Uberlandia.
As variaveis analisadas incluiram os teores de clorofila a (CloA), clorofila b (CloB),
clorofila total (CloT), carotenoides (Carot) e antocianinas (ANT). A analise multivariada
revelou dissimilaridade genética entre os genotipos, com formagdo de cinco grupos
distintos em cada época. O indice MGIDI foi eficiente ao selecionar as populagdes S8,
S9 e D4 (verdo) e S2, S4 e S11 (inverno), com destaque para os hibridos simples. As
populagdes selecionadas compartilham linhagens parentais com historico de alto teor de
bioativos, evidenciando o potencial dos cruzamentos realizados. Conclui-se que foi
possivel a selecdo de populacdes F» utilizando o indice MGIDI, que contribuirdo para o
desenvolvimento de linhagens com elevado valor nutricional.

Palavras-chave: Lactuca sativa L., biofortificagdo, populagdes segregantes,
melhoramento genético.
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ABSTRACT

Lettuce, an annual herbaceous plant of the Asteraceae family, is widely cultivated due to
its nutritional value and morphological diversity. Environmental factors influence genetic
expression, affecting the levels of bioactive compounds such as chlorophylls, carotenoids,
and anthocyanins, which are associated with protection against oxidative stress and the
prevention of chronic diseases. Genetic improvement aimed at biofortification seeks to
develop superior genotypes with high agronomic performance and elevated nutritional
value. This study aimed to select F» populations of single and double hybrids of
biofortified lettuce using the multi-trait MGIDI index. Fifteen F> populations and three
commercial cultivars were evaluated in two distinct seasons (summer and winter) at the
Vegetable Experimental Station of the Federal University of Uberlandia. The variables
analyzed included the levels of chlorophyll a (CloA), chlorophyll b (CloB), total
chlorophyll (CloT), carotenoids (Carot), and anthocyanins (ANT). Multivariate analysis
revealed genetic dissimilarity among genotypes, with the formation of five distinct groups
in each season. The MGIDI index was effective in selecting populations S9, D1, and D4
(summer) and S2, S4, and S8 (winter), with emphasis on single hybrids. The selected
populations share parental lines with a history of high bioactive content, highlighting the
potential of the performed crosses. It was concluded that the selection of F» populations
using the MGIDI index was feasible, contributing to the development of lines with high
nutritional value.

Keywords: Lactuca sativa L., biofortification, segregating populations, genetic
improvement.
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1 INTRODUCAO

A alface ¢ uma planta herbacea anual pertencente ao género Lactuca da
familia Asteraceae (Kim et al., 2016; Darqui et al., 2021), com centro de origem na
Europa e Sudoeste Asiatico (Pitrat, 2012). Devido ao seu sabor, crocancia e valor
nutricional, tornou-se uma importante cultura economica cultivada mundialmente (Zhao
et al., 2025). As alfaces apresentam diversidade quanto ao tipo e a coloracdo das folhas
e, ao longo do desenvolvimento, a expressdo de sua constitui¢do genética pode ser
modulada por fatores ambientais, resultando em diferengas significativas (Hayashi ef al.,
2020).

A diversidade genética é pré-requisito em um programa de melhoramento
genético (Kirankumar et al., 2025), ja que genes de interesse podem ser descobertos e o
incremento de uma caracteristica pode ser obtido (Fu, 2015). Por meio de técnicas de
melhoramento tradicionais € modernas, juntamente com a avaliagdo de catacteres de
interesse em um banco de germoplasma, caracteristicas cruciais podem ser integradas em
variedades prospectivas. Estudos tém apresentado importantes resultados quanto a
possibilidade de aumentar os teores de pigmentos em alfaces por melhoramento genético,
intensificando o valor nutricional desta hortali¢a (Maciel et al., 2019; Maciel et al., 2020;
Clemente et al., 2023; Ribeiro et al., 2023; Sanches et al., 2025). No entanto, ainda ¢
possivel obter maiores incrementos para biofortificagao (Oliveira ef al., 2021).

Pigmentos fotossintéticos como clorofila, carotenoides e antocianina sdo os
principais alvos dos programas de melhoramento genético voltados para biofortificag¢do
de alface (Clemente et al., 2021). Estdo relacionados ao estado fisiologico das plantas
(Lopes et al, 2017), mas também demonstram acdo antioxidante, detoxificacdo
enzimatica e apoptose de células tumorais (Crupi et al, 2023). Esses compostos
beneficiam o corpo humano, oferecendo prote¢do celular contra o estresse oxidativo e
prevengdo de doencas degenerativas, cardiovasculares, infecciosas e cancer (Braga et al.,

2018; Bendokas et al., 2020; Crupi et al. 2023). Em especial, as antocianinas sao
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compostos fenolicos que possuem agao contra alteragdes no figado, sindrome metabdlica,
obesidade e células tumorais (Gongalves et al., 2021; Mazewski et al., 2019).

A selecdo de gendtipos ¢ uma etapa crucial nos programas de melhoramento de
plantas, ja4 que buscam a identificacdo de gendtipos superiores que combinam alto
desempenho em multiplas caracteristicas de interesse. No entanto, a sele¢ao de genotipos
seguindo multiplas caracteristicas é uma tarefa dificil (Debnath e al., 2024). Indices
classicos de seleg@o linear, como o indice de Smith-Hazel, sdo comumente usados para
classificar e identificar genotipos considerando multiplas caracteristicas em alface
(Peixoto et al., 2020; Peixoto et al., 2021). No entanto, apresentam limitagdes como a
necessidade de coeficientes de ponderacao arbitrarios ¢ a sensibilidade a questdes de
multicolinearidade (Céron-Rojas; J. Crossa, 2018).

Torna-se necessario implementar técnicas de selecao de gendtipos eficazes e
eficientes que possam usar dados de inimeras varidveis para categorizar os genotipos
com base em sua fungdo, adaptabilidade e qualidade. Um desses métodos é o Indice de
Distancia de Gendtipo-Idedtipo de Trago Multiplo (MGIDI) (Olivoto; Nardino, 2021). E
um novo indicador de sele¢do multivariada que incorpora diferentes caracteristicas em
um Unico valor e classifica os genodtipos com base em sua distdncia de um gendtipo ideal
(Debnath et al., 2024; Olivoto; Nardino, 2021). O MGIDI tem sido aplicado no
melhoramento de diferentes culturas, incluindo programas voltados para ganhos em valor
nutricional (Bester et al., 2022; Loro et al., 2023). No entanto, ainda ndo explorado em
programas de melhoramento voltados para biofortificacdo na cultura da alface.

Assim, este estudo teve como objetivo a sele¢do de populacdes F» provenientes
de hibridos simples e duplos de alfaces biofortificadas por meio do indice
multicarcateristico MGIDI, que contribuirdo para o desenvolvimento de linhagens com

elevado valor nutricional.

2 MATERIAL E METODOS

Os dois experimentos foram conduzidos em duas épocas distintas: verdo
(experimento 1) e inverno (experimento 2), ambos desenvolvidos 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 ¢ do tipo
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Aw-tropical, caracterizado por verdo quente e Umido e inverno frio e seco, segundo
classificagdo de Koppen (1948). As temperaturas maximas ¢ minimas e precipitagao
foram monitoradas durante o periodo de desenvolvimento dos experimentos 1 e 2

(Figuras 1 e 2).

Figura 1 - Condigdes climaticas (temperatura minima, temperatura maxima e
precipitagdo) nos meses de dezembro/2023 a margo/2024 - periodo de realizacdo do

experimento 1 — verao.
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Figura 2 - Condi¢des climaticas (temperatura minima, temperatura maxima e

precipitagdo) nos meses de julho/2024 a outubro/2024 - periodo de realizacdo do

experimento 2 — inverno.
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Os gendtipos utilizados no estudo fazem parte do Programa de Melhoramento
Genético de Alface Biofortificada e Tropicalizada da UFU cadastradas no software BG a
BIOFORT. Foram desenvolvidas e avaliadas 11 popula¢des F2 provenientes de hibridos
simples e quatro populagdes F> de hibridos duplos pertencentes ao BG oo BIOFORT.
Como testemunhas foram utilizadas as cultivares comerciais Uberlandia 10.000,
Belissima (Pira 72) e Grand Rapids, totalizando 18 tratamentos.

As linhagens parentais utilizadas na obtencdo dos hibridos simples foram
desenvolvidas apds hibridacdo entre as cultivares Belissima (Pira 72) versus Uberlandia
10.000, seguido de oito sucessivas autofecundacdes realizadas entre 2013 a 2020. O
método de melhoramento utilizado para a obtengdo das linhagens foi o genealdgico
(Maciel et al., 2019; Maciel et al., 2020; Sousa et al., 2021; Clemente et al., 2021;
Clemente et al., 2023; Ribeiro et al., 2023).

Os hibridos simples resultaram do cruzamento de linhagens que foram semeadas
em bandejas de poliestireno expandido com 200 células preenchidas com substrato
comercial a base de fibra de coco. Apds semeadura, as bandejas permaneceram em casa
de vegetagdo do tipo arco coberta com filme de polietileno transparente de 150 micra,

aditivado contra raios ultravioletas. Trinta dias apds a semeadura (DAS) foi realizado o
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transplantio das mudas das linhagens para vasos de cinco litros, preenchidos com o
mesmo substrato da semeadura, mantidos em casa de vegetagdo. Ao atingir o estadio
fenologico de pleno florescimento foram iniciadas as hibridagdes. Os botdes florais das
plantas de cada genitor feminino foram emasculados pela manha de acordo com a técnica
de despolinizagao e, posteriormente realizadas as hibrida¢des (Nagai, 1980). As sementes
da geragao Fi (hibridos simples) foram colhidas, beneficiadas e armazenadas a 18°C em

camara fria (Tabela 1).

Tabela 1 - Descrigao dos hibridos simples e duplos de alfaces biofortificadas.

ID Hibridos simples ID Hibridos duplos
SI  UFU189#2#241 X UFUMCBiofort 2 (UFU66#4#2 x UFUBiofort] 89E43)
X
S2 UFUI189#2#2#1 X UFU206#1#3#1 DI (UFU75#2#2#1 x UFU215#2#2)
S3  UFU215#2#2 X UFU189#2#2#1
S4  UFU664442 X UFUMCBiofort 2 (UFUMCBiofort 2 x UFU75#2#2#1)
X
S5 UFUMCBiofort 2 X UFU75#2#2#1 D2 (UFU75#2#2#1 x UFU206#1#3#1)
S6  UFUBiofort1 89E43 X UFU75#2#2#1
ST UFU206#1#341 X UEU 189424041 (UFU206#1#3#1 x UFUMCBiofort 2)
X
D3 .
S8 UFU206#1#3#1 X UFUMCBiofort 2 (UFU75#2#2#1 x UFUMCBiofort 2)
S9  UFU206#1#3#1 X UFUT5#2#2#1
(UFU75#2#2#1 x UFUMCBiofort 2)
S10  UFU75#2#2#1 X UFU215#2#2 D4 X
(UFU206#1#3#1 x UFU75#2#2#1)
S11  UFU75#2#2#1 X UFU206#1#3#1

Fonte: o autor.

Os hibridos duplos foram obtidos a partir do cruzamento de hibridos simples
(Tabela 1), seguindo a mesma metodologia descrita anteriormente, em casa de vegetagao.
Posteriormente, as sementes da geracdo F; dos hibridos duplos foram colhidas,
beneficiadas e armazenadas a 18°C. De posse das sementes dos hibridos simples e
hibridos duplos foram obtidas as respectivas populagdes F2 por meio de autofecundagdo
das plantas.

A semeadura das populagdes F> dos hibridos simples, hibridos duplos e das

cultivares comerciais Uberlandia 10.000, Belissima (Pira 72) e Grand Rapids ocorreu em
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dois periodos. No experimento 1 (verao) o semeio foi realizado em 17/12/2023 e no
experimento 2 (inverno) em 03/07/2024, em bandejas com 200 células preenchidas com
substrato comercial a base de fibra de coco. Apos semeadura, as bandejas permaneceram
em casa de vegetacao do tipo arco, coberta com filme aditivado contra raios ultravioletas.
Trinta e cinco DAS foi realizado o transplantio das mudas para o campo. O solo foi
previamente preparado com gradagem e subsolador. Em seguida, foram construidos
canteiros de 1,3 metros a partir de um rotoencanteirador. O solo ¢ classificado como
Latossolo Vermelho distréfico e apresentou as seguintes caracteristicas na camada de 0 —
20 cm: textura argilosa 86 (> 50%); pH em CaCl, = 4,9; Ca = 3,3 cmolc dm™; Mg =1,3
cmole dm™; H + Al = 4,9 cmolc dm™; SB = 4,9 cmolc dm™; MO = 3,9 dag kg'!; P(rem)
=791 mg dm; K = 0,29 cmolc dm, CTC = 9,8 cmolc dm™; e V% = 50.

Cada parcela dos experimentos 1 e 2 foi composta por cinquenta plantas,
arranjadas em duas linhas centrais por canteiro, com espagamento de 0,25 x 0,25 metros.
Foram avaliadas as dez plantas centrais da parcela. O delineamento experimental adotado
foi em blocos casualizados com trés repeti¢des totalizando 51 parcelas e 2.550 plantas
para cada experimento. O cultivo foi realizado conforme recomendado para a cultura da
alface (Filgueira, 2013) e utilizada irrigagdo por gotejamento com vazao de 1,6 L-min".

Decorridos 45 dias apos o transplantio (DAT), realizou-se a colheita e a
quantificagdo dos teores de Clorofila a (CloA), Clorofila b (CloB), Clorofila Total (CloT)
e carotenoides (Carot) e antocianina (ANT). Para a extracdo de ANT adicionou-se a 0,5
g de tecido vegetal uma solucdo composta por etanol 95% e éacido cloridrico 1,5 mol
(85:15). Ja para CloA, CloB, CloT e Carot adicionou-se uma solugdo de éter de petrdleo
e acetona (1:1). Apos 24 horas de reagdo em auséncia de luz, realizou-se a leitura da
absorbancia dos extratos sobrenadantes no Multiskan™ FC Microplate Photometer
(Thermo Fisher Scientific Inc., MA, USA), nos comprimentos de 645, 652 e 663nm para
ChlA, ChIB e ChlTotal; 470 nm para Carot e 535 nm para ANT. A partir das absorbancias
foram calculados os teores de pigmentos foliares (mg.100g™! de tecido fresco) (Francis,
1982; Witham et al., 1971).

A andlise multivariada foi realizada com o objetivo de caracterizar a
dissimilaridade entre as populacdes F» de hibridos simples e duplos e as cultivares
comerciais a partir do dendrograma utilizando o método de agrupamento Ward.D2. Trata-
se de um agrupamento hierdrquico que utiliza o aumento da distancia euclidiana ao

quadrado (variancia) como medida de proximidade, para a fusdo de grupos. Este método
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minimiza a variancia total dentro do grupo a cada passo, produzindo grupos compactos e
tipicamente esféricos. Para a anélise foi utilizado o software R versao 4.4.0.

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk (Shapiro e
Wilk, 1965), ao teste de Levene para homogeneidade de variancia (Fox e Weisberg, 2019)
e transformados para raiz quadratica para se aproximarem da normalidade estatistica.

Baseado na busca da biofortificagao de alface, as populacdes foram selecionados
para um idedtipo com altos terores de bioativos. O indice MGIDI foi utilizado para
selecionar gen6tipos com valores maximos (ganhos positivos) para clorofila, carotenoides
e antocianina, adotando-se valores maximos e minimos de 100 e 0, respectivamente, apos
reprogramag¢do para obtencdo de ganhos positivos, conforme proposto por Olivoto;
Nardino (2021). As analises estatisticas e graficos foram realizados o software R, versdo

4.43.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A dissimilaridade genética entre os genétipos avaliados na estacdo de verdo,
representada pelo dendrograma, resultou na formagdo de cinco grupos (Figura 3A). A
definicdo dos grupos foi definida a partir de uma linha de corte estabelecida onde ocorrem

mudangas abruptas nos niveis do dendrograma (Cruz; Carneiro; Regazzi, 2014).

Figura 3 - Dendrograma euclidiano com método de agrupamento Ward.D2 das
populagdes F» dos hibridos simples e duplos de alfaces biofortificadas quanto a Clorofila
a, Clorofila b, Clorofila Total, carotenoides e antocianina. (A) Experimento 1 — verao;
(B) Experimento 2 — inverno. Os grupos foram separados por cores. S1: UFU189#2#2#1
X UFUBiofort189E43; S2: UFU189#2#2#1 X UFU206#1#3#1, S3: UFU215#2#2 X
UFU189#2#2#1; S4: UFU66#4#2 X UFUMCBiofort 2; S5: UFUMCBiofort 2 X
UFU75#2#2#1; S6: UFUBiofort189E43 X UFU75#2#2#1; S7: UFU206#1#3#1 X
UFU189#2#2#1; S8: UFU206#1#3#1 X UFUMCBiofort 2; S9: UFU206#1#3#1 X
UFU75#2#2#1; S10: UFU75#2#2#1 X UFU215#2#2; S11: UFU75#2#2#1 X
UFU206#1#3#1; DI1: (UFU - 66#4#2 x UFUBiofort189E43) X (UFU75#2#2#1 x
UFU215#2#2); D2: (UFUMCBiofort 2 x UFU75#2#2#1) X (UFU75#2#2#1 x
UFU206#1#3#1); D3: (UFU206#1#3#1 x UFUMCBiofort 2) X (UFU75#2#2#1 x
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UFUMCBAIofort 2); D4: (UFU75#2#2#1 x UFUMCBiofort 2) X (UFU206#1#3#1 x
UFU75#2#2#1); U: cv. Uberlandia 10.000; B: cv. Belissima (Pira 72) e G: cv. Grand
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Fonte: o autor.
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O grupo I foi formado por seis populagdes F», sendo trés populagdes de hibridos
simples (S4, S10 e S9) e trés populagdes de hibridos duplos (D1, D3 e D2). Neste grupo
foram inseridos 75% das populagdes provenientes de hibridos duplos. O grupo II foi
formado por trés populacdes, sendo uma proveniente de hibrido duplo (D4) e duas
provenientes de hibridos simples (S11 e S8). O Grupo III foi formado apenas pela
populagdo proveniente do hibrido simples S5. O grupo IV foi composto por trés
populagdes, sendo uma populacdo de hibrido simples (S6) e as cultivares comerciais
Uberlandia 10.000 e Grand Rapids (testemunhas). Por fim, o grupo V foi formado por
cinco populagdes, sendo quatro provenientes de hibridos simples (S7, S3, S2 e S1) e a
cultivar comercial Belissima (testemunha).

O dendrograma confirma a variabilidade genética entre as populagdes de hibridos
e as testemunhas comerciais. As populagdes que mais se distanciaram das cultivares
comerciais foram as dos grupos I, II e III, com destaque para a populacao F> do hibrido
duplo D1. As distancias evidenciaram a variabilidade entre as populagdes dos hibridos e
as testemunhas comerciais.

Nenhumas das populagdes dos hibridos duplos foram agrupadas com as cultivares
comerciais. As cultivares Uberlandia 10.000 e Belissima foram os parentais iniciais que
deram origem as linhagens utilizadas na obten¢ao dos hibridos. Os resultados confirmam
a eficiéncia das hibrida¢des ao gerar variabilidade entre os gendtipos.

O dendrograma do experimento 2 — inverno, apresentou diferentes agrupamentos
dos genotipos (Figura 3B). Também foi observada a formagdo de cinco grupos,
estabelecido com uma linha de corte onde ocorrem mudangas abruptas nos niveis do
dendrograma (Cruz; Carneiro; Regazzi, 2014). No entanto, as composi¢des dos grupos
foram diferentes.

O grupo I foi formado por duas populagdes F> de hibridos simples (S5 e S1). O
grupo II foi formado apenas pela populacdo do hibrido simples S4. O Grupo III foi
formado por seis populagdes (S3, S7, S10, D2, D3 e D4) e a cultivar comercial Belissima.
Novamente, as populagdes dos hibridos duplos (D4 e D3) foram agrupadas em um mesmo
grupo. O grupo IV foi formado por quatro populacdes provenientes de hibridos simples
(S2, S8, S9 e S11). Ja o grupo V foi composto por duas populagdes (S6 e D1) e as
cultivares comerciais Uberlandia 10.000 e Grand Rapids (testemunhas). Novamente foi

observado uma similaridade da populacao S6 com Uberlandia 10.000 e Grand Rapids.
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No experimento 1 - verdo, a populacao do hibrido duplo D1 havia sido a populacao
mais distante das cultivares comerciais. No experimento 2 — inverno, a populagao D1 foi
em conjunto com S6, as populagdes que mais se assemelharam as cultivares comerciais.

O método Ward ¢ o método mais indicado para avaliar dados de alta dispersao,
como ¢ o caso do presente estudo que buscou analisar populagdes F», etapa de maior
variabilidade genética em um programa de melhoramento (Xinyi, 2022). O dendrograma
fornecido pelo método ¢ informativo e sugere clusters bem distribuidos (Gere, 2023).

Os resultados demonstram uma diferenca no padrio de agrupamento dos
genotipos entre os experimentos de verdo e inverno, provavelmente ocasionado pela
influéncia ambiental sobre a expressdo dos bioativos pelas plantas. Os pigmentos vegetais
desempenham papéis essenciais na fotossintese, capturando a luz solar, regulando o
metabolismo, auxiliando na defesa da planta, contribuindo para o crescimento e
protegendo contra danos foto-oxidativos (Ghosh et al., 2021). A biossintese destes
pigmentos, em especial a antocianina, ¢ fortemente afetada pela intensidade da luz (Zhang
et al., 2018). Como resultado, o rendimento das plantas ¢ significativamente prejudicado
pelo estresse, causado principalmente por fatores ambientais (Jarin et al., 2024; Zhang et
al., 2023). Esses estresses podem alterar as taxas de crescimento e o desenvolvimento em
niveis agrondmicos, fisioldgicos e bioquimicos (Zafar et al, 2024) interferindo na
absor¢do e no transporte de compostos, levando a defici€éncias nutricionais nas plantas
(Tariq et al., 2023).

A utilizacdo do indice de selecdo de MGIDI para avaliar a expressdo de CloA,
CloB, CloT, Carot e ANT nas populagdes F> de hibridos no experimento 1 — verdo,
permitiu selecionar as populacdes S8 e S9, provenientes de hibrido simples e D4,

provenientes dos hibridos duplos (Figura 4A).

Figura 4 - Selecao de populagdes dos hibridos simples e duplos de alfaces biofortificadas
pelo método de distdncia multitrago genotipo-idedtipo (MGIDI) quanto a Clorofila a,
Clorofila b, Clorofila Total, Carotenoides e Antocianina. (A) Experimento 1 — verao. (B)
Experimento 2 — inverno. S1: UFUI189#2#2#1 X UFUBiofort189E43; S2:
UFU189#2#2#1 X UFU206#1#3#1, S3: UFU215#2#2 X UFU189#2#2#1; S4:
UFU66#4#2 X UFUMCBIofort 2; S5: UFUMCBiofort 2 X UFU75#2#2#1; Se:
UFUBiofort189E43 X UFU75#2#2#1; S7: UFU206#1#3#1 X UFUI189#2#2#1; S8:

UFU206#1#3#1 X UFUMCBiofort 2; S9: UFU206#1#3#1 X UFU75#2#2#1; S10:
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UFU75#2#2#1 X UFU215#2#2; S11: UFU75#2#2#1 X UFU206#1#3#1; DI1: (UFU -
66#4#2 x UFUBIiofort189E43) X (UFU75#2#2#1 x UFU215#2#2); D2: (UFUMCBiofort
2 x UFU75#2#2#1) X (UFU75#2#2#1 x UFU206#1#3#1); D3: (UFU206#1#3#1 x
UFUMCBiofort 2) X (UFU75#2#2#1 x UFUMCBiofort 2); D4: (UFU75#2#2#1 x
UFUMCBiofort 2) X (UFU206#1#3#1 x UFU75#2#2#1); U: cv. Uberlandia 10.000; B:
cv. Belissima (Pira 72) e G: cv. Grand Rapids.
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As cv. Grand Rapids, Uberlandia 10000 e Belissima foram os genotipos que
apresentaram os menores valores de selecdo em relacdo populagdes F> dos hibridos
simples e duplos no experimento 1 — verdo. A hibridacdo entre hibridos simples para
formar os hibridos duplos tem potencial para incrementar o teor de bioativos,
possibilitando o desenvolvimento de populagdes potenciais para o desenvolvimento de
linhagens de alface biofortificadas para clorofila, carotenoides e antocianina adaptadas ao
clima de verao.

As populagdes selecionadas para verao (Figura 4A) possuem como parentais de

seus cruzamentos as linhagens de alface biofortificadas UFU206#1#3#1, UFUMCBiofort
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2 e UFU-75#2#2#1. Estas linhagens apresentaram destaque para biofortificagdo para
clorofilas, carotenoides e antocianina nos estudos de Clemente et al. (2021).

Para o experimento 2 — inverno, o indice de selegdo MGIDI selecionou as
populagdes S2, S4 e S11, provenientes de hibridos simples (Figura 4B), que possuem
como parentais as mesmas linhagens ja destacadas para o experimento 1 - verdo
(UFU206#1#3#1, UFUMCBIiofort 2 e UFU-75#2#2#1). A populagao S11, resultado da
hibridagdo entre as linhagens UFU-206#1#3#1 X UFU-75#2#2#1, tem os mesmos
parentais da populagcdo S9 (selecionada para verdo), com alternancia entre os genitores
masculinos e femininos. Dessa forma, pode-se inferir que cruzamentos entre estas
linhagens podem desenvolver gendtipos superiores para biofortificacao.

O MGIDI tem sido aplicado com sucesso em varios estudos que visam melhorar
o desempenho, a qualidade e a adaptabilidade em programas melhoramento de plantas.

Tem sido utilizado em diversas culturas, como inhame-do-mato, inhame-d'agua , cevada,

mandioca, pepino, lentilha, milho, arroz, feijao-de-arroz, soja, trigo, grao-de-bico, feno-
grego, feijdo-preto, quinoa, sorgo, aveia-preta, gergelim, feijdo-verde e berinjela. A
maioria dos estudos se concentrou na selecdo de gendtipos baseado em caracteristicas
agrondmicas. No entanto, poucos estudos t€ém avaliado caracteristicas de qualidade
nutricional (Debnath et al., 2024), como objetivou o presente trabalho.

A analise de agrupamento do experimento 2 - inverno (Figura 3B) demonstraram
que as populagdes F» dos hibridos simples S2 e S11 foram agrupados em um tnico grupo.
As mesmas populagdes foram selecionadas por meio do indice MGIDI no experimento 2
— inverno (Figura 4B). Os resultados sugerem que as metodologias de andlises

multivariadas foram eficientes em selecionar populagdes potenciais para biofortificacao.

4 CONCLUSAO

O dendrograma confirma a variabilidade genética entre as populac¢des de hibridos
e as testemunhas comerciais. A utiliza¢do do indice de selegdo MGIDI para avaliar a
expressao de clorofila, carotenoide e antocianina nas populagdes F» de hibridos no
experimento 1 — verdo, possibilitou a selecdo das populagdes S8, S9 e D4. Para o
experimento 2 — inverno, o indice de selecdo MGIDI possibilitou a selecdo das
populagdes S2, S4 e S11. Estas populacdes poderdao contribuir para o desenvolvimento

de linhagens com elevado valor nutricional.
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