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GENETICA DA DISTRIBUICAO QUANTITATIVA DE ANTOCIANINA
EM PLANTAS DE POPULACAO SEGREGANTE DE ALFACE

RESUMO - A alface (Lactuca sativa L.) € uma hortalica folhosa mundialmente consumida.
Na sua constitui¢do encontram-se vitaminas € minerais, além de compostos bioativos como os
compostos fenodlicos, flavonoides e antocianinas. As antocianinas sao responsaveis pela cor
rubra das folhas e no organismo previne o surgimento de doengas cronicas ndo transmissiveis
pelo combate aos radicais livres. A alface por estar presente na dieta da populacdo se torna um
vegetal promissor quanto a biofortificacdo com a selecio de plantas com elevados teores de
antocianinas. O presente trabalho teve como objetivo estudar geneticamente a distribui¢ao
quantitativa de antocianina em folhas de plantas de alface de uma populagdo segregante F2.
Foram analisadas geneticamente a cor, os teores de antocianinas e flavonoides, bem como a
correlacdo da cor com o teor de antocianina e a herdabilidade destas caracteristicas. Concluiu-
se que a quantidade de antocianina em folhas de alface é comandada por mais de um gene
com dominancia parcial dos genes que conferem maiores teores. A coloragdo vermelha
intensa pode ser usada como alternativa em programas de melhoramento de alface para
identificacdo de genotipos superiores de alface com alto teor de antocianina. A segregacao
transgressiva assim como os altos valores de herdabilidade observados nas caracteristicas
estudadas permitirdo selecionar em geracdes segregantes, gendtipos superiores de acordo com
0s objetivos propostos.

Palavras-chave: Lactuca sativa L; compostos bioativos; fitoquimicos.

Comité Orientador:— Prof. Dr. Ernani Clarete da Silva UFSJ (Orientador); Profa. Dra. Lanamar de Almeida Carlos —
UFS]J (Coorientadora).



GENETICS OF QUANTITATIVE DISTRIBUTION OF ANTOCIANINE
IN ALFACE SEGREGANT POPULATION PLANTS

ABSTRACT - Lettuce (Lactuca sativa L.) is a leafy vegetable worldwide consumed. It is
found in its constitution vitamins and minerals, as well as bioactive compounds, such as
phenolic compounds, flavonoids and anthocyanins. Since anthocyanins are responsible for the
red color of the leaves and in the body prevents the appearance of non-communicable chronic
diseases by the fight against free radicals. The lettuce for being present in the diet of the
population becomes a promising plant for biofortification with the selection of plants with
high levels of anthocyanins. The objective of the present work was to study the quantitative
distribution of anthocyanin in leaves of lettuce plants of a segregating F2 population. The
color, anthocyanin and flavonoid contents, as well as color correlation with anthocyanin
content and the heritability of these characteristics. It was concluded that the anthocyanin
content in leaves of lettuce is controlled by more than one gene with partial dominance of the
genes that confer higher levels. Intense red coloration can be used as an alternative in lettuce
breeding programs to identify superior lettuce genotypes with high anthocyanin content.
Transgressive segregation as well as the higher heritability values observed in the studied
traits will allow selecting in segregating generations, superior genotypes in accordance with
the proposed objectives.

Keywords: Lactuca sativa L; bioactive compounds; phytochemicals.

Guidance Committee: Prof. Dr. Ernani Clarete da Silva — UFSJ (Advisor); Profa. Dra. Lanamar de Almeida Carlos —
UFS]J (Coadvisor).
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1. INTRODUCAO

A alface é uma hortalica muito conhecida na culindria brasileira, e, segundo Coelho
(2007), dentre as hortali¢as folhosas, é a mais consumida. Além de ser parte da agricultura
familiar, a alface é consumida nas refeicdes em forma de saladas, e também utilizada em
redes de fast-food como ingrediente de sanduiche. A alface além de contribuir na alimentagdo
com Os aspectos nutricionais possui outros compostos em sua constituicdo quimica, os
chamados compostos biativos. Esses compostos sdo fitoquimicos oriundos do metabolismo
secundario das plantas que tém basicamente como func¢do principal a protecdo contra a
radiagdo ultravioleta (TAIZ e ZIEGER, 2009).

Quando ingeridos, esses compostos tém como principal funcdo a atividade
antioxidante e ainda surgem evidéncias que quando ndo ingeridos ou o seu déficit no
organismo podem surgir alguns tipos de doencas cronicas. A alface possui variacdo tanto no
formato das folhas de lisas a crespas, quanto na tonalidade, que pode variar de verde escuro,
passando por tons verde-amarelados a coloracdo rubra. A cor caracteristica rubra de algumas
cultivares de alface se deve pela expressdo de antocianinas € 0 seu armazenamento nos
vacuolos das células. As antocianinas formam um grupo de pigmentos que ddo coloragdo a
maioria dos vegetais que variam do vermelho vivo ao violeta. Esse grupo de pigmentos esta
presente em diversas partes da planta, como caule, folha, flor, fruto entre outros. As
antocianinas sdo classificadas como compostos biativos devido a sua atividade antioxidante
(KRUGER et al., 2014).

Os antioxidantes em si, sdo substincias as quais retardam reag¢des de degradacdo
oxidativa, ou seja, reduz a velocidade de oxidacdo de macromoléculas (lipideos e proteinas), e
combate principalmente as espécies reativas de oxigénio (EROS). As antocianinas sao
descritas como poderosos antioxidantes, sendo que estas possuem propriedades as quais
podem se citar: atividades anticarcinogénicas, antioxidantes e antivirais (FALCAO et al.,
2003). Atualmente a populacio busca inserir na dieta esses alimentos que além de nutritivos,
também trazem beneficios a saude. A alface também pode ser considerada um alimento
funcional devido os seus constituintes, que na maioria deles tem atividade antioxidante que
podem ser: carotenoides, compostos fendlicos, flavonoides e antocianinas.

Por estar inserida na dieta da maior parte da populacdo, essa hortalica se torna
promissora quanto a sua utilizagdo como veiculo de inser¢do de maiores quantidades de

compostos de natureza funcional nos habitos de consumo da populagdo. Dessa forma o



aumento da ingestdo de compostos bioativos, no caso antocianinas, gera indiretamente
melhorias a saide humana. Assim o desenvolvimento e selecdo de cultivares de alface com
altos teores de antocianinas se torna promissor para programas de melhoramento no ramo de
biofortificacdo de alimentos. Entretanto, para esses programas, obtenham sucesso, ha
necessidade do conhecimento preliminar da heranca genética do cariter para a escolha do
melhor e mais vidvel método de melhoramento. Assim, o presente trabalho teve como
objetivo, estudar geneticamente a distribuicdo quantitativa de antocianina em uma populagao
segregante de plantas F2 de alface originadas do cruzamento entre parentais contrastantes

quanto a coloracdo das folhas.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cultura da Alface

A alface (Lactuca sativa L..) € uma planta pertencente a familia Asteraceae, bianual e
considerada de ciclo curto para consumo em torno de 60 dias. Essa cultura teve provavel
origem em regides de clima mais ameno no mediterraneo. Desta espécie vegetal ha vestigios
encontrados no Egito de 4500 a.C (LINDQUIST, 1960) e como hortalica é registrada a sua
utilizagdo desde 2500 a.C. (WITAKER e RYDER, 1974; GOTO e TIVELLI, 1998).

As plantas de alface possuem aspecto bem caracteristico de crescimento vegetativo em
que as folhas crescem em forma de roseta, em torno do caule, sendo lisas ou crespas, e
coloracdo em vérios tons de verde ou roxo, conforme a cultivar. O sistema radicular é muito
ramificado e superficial, explorando principalmente os primeiros 25 cm do solo,
especialmente quando a cultura é oriunda de mudas. Em semeadura direta, a raiz, que ¢é
pivotante, pode atingir até 60 cm de profundidade (FILGUEIRA, 2008).

A alface é uma planta herbacea, que durante a mudanca de fase de crescimento
vegetativo para o reprodutivo, ocorre o alongamento do caule e a planta cresce em altura.
Nessa fase a planta perde qualidade sensorial tornando-se impropria para o consumo devido
ao acumulo de latex nas folhas, gerando gosto amargo (SOUZA et al., 2008).

O tipo de inflorescéncia € em panicula que possui intimeros botdes florais
denominados capitulos, que sdo constituidos de 10 a 25 floretes. O florete é composto por
uma Unica pétala amarela envolvida por bracteas imbricadas que formam um invélucro. O
estilete € bifurcado no apice e o ovario contém um unico 6vulo que, posteriormente, dara
origem a uma unica semente, sendo que cada florete possui varios 6vulos dando origem a
véarias sementes. A antese ocorre bem cedo pela manha e cada florete se abre apenas uma vez,
garantindo assim a autofecundacdo e conferindo a planta de alface a autogamia por
cleistogamia (RYDER, 1999).

Os frutos de alface sdo do tipo aquénios e a sua maturacio fisioldgica ocorre em torno
de 12 dias apds a antese do florete. Uma planta de alface durante o florescimento produz até
20 g de aquénios, dependendo do periodo do florescimento e do tipo varietal (COSTA e
SALA, 2005).

A alface € caracterizada por uma grande variedade de tipos: folhas lisas, folhas
crespas, tipo repolhuda ou americana € romana e, quanto a cor, varia de verde-amarela a

verde-escuro, e também de coloragdo purpura (FILGUEIRA, 2008; HENZ e SUINAGA,
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2009). Dentre as hortalicas folhosas, a alface esta entre as mais consumidas (BASLAM et al.,
2013; PINTO et al., 2014; LOPEZ et al., 2014).

A distribui¢do e comercializacdo de hortalicas no pais normalmente sdo realizadas
por centrais de abastecimento, como as CEASA’s (Central de Abastecimento S/A). No Estado
de Sao Paulo, a Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de Sdo Paulo (CEAGESP),
coordena os principais locais de escoamento da produ¢do paulista e ainda € muito produzida
na agricultura familiar. E uma espécie vegetal muito perecivel no periodo de pés-colheita,
pois em sua constitui¢cdo existe, em torno de 96% de agua (FRANCO, 1987; MARTINS,
2016), tornando essencial que o cultivo seja proximo aos centros consumidores.

Uma planta com 350g de massa fresca apresenta a seguinte constitui¢do: 56 kcal,
95,8% de agua, 2,3% de hidratos de carbono, 1,2% de proteinas, 0,2% de gorduras e 0,5% de
sais minerais (13,3 mg de potéssio, 147,0 mg de fésforo, 133,0 mg de célcio e 3,85 mg de
sddio, magnésio e ferro). Contém, ainda, vitamina A (245 Ul), vitaminas do complexo B (B1
- 0,31 mg e B2 — 0,66 mg) e C (35,0 mg) (FRANCO, 1987 citado por CASSETARI et al.,
2015). As folhas de coloracdo verde-escura, principalmente as externas, contém 30 vezes mais
vitamina A que as internas (FRANCO, 1987).

Cassetari et al. (2015), observaram que ha correlacdo positiva entre o teor de
clorofila nas folhas de alface e o teor de B-caroteno,

Além de contribuir com micronutrientes essenciais, a alface ainda possui compostos
que ndo sdo de funcdo nutricional estando os mesmos envolvidos em atividade antioxidante
denominados compostos bioativos que geram beneficios a saide como a prevengdo do
surgimento de doencas cronicas (KRUGER et al., 2014; ZHANG et al., 2015; KIM et al.,
2016).

2.2 Compostos Bioativos

Sao fitoquimicos oriundos do metabolismo secundéario das plantas, que estdo
relacionados com o sistema de defesa contra a radiag@o ultravioleta ou as agressdes de insetos
ou patogenos (TAIZ e ZIEGER, 2009). Quando na dieta humana, esses compostos possuem
outra fun¢do no organismo, como atividade antioxidante, combatendo os radicais livres. Esses
radicais livres que podem ser espécies reativas de oxigénio (ROS) sdao agentes oxidantes que
podem causar danos a algumas macromoléculas tais como: lipideos, proteinas, DNA
(ZHANG et al., 2015).

Os radicais livres sao moléculas formadas naturalmente durante a respiragdo e a



digestdo de alimentos e podem causar danos as macromoléculas das células, potencializando o
surgimento de algumas doengas cronicas. S3o instaveis, pois a molécula possui um nidmero
impar de elétrons, necessitando assim atingir a estabilidade, para isso obtém os elétrons de
outras macromoléculas. Entretanto, cada vez que uma espécie reativa “rouba” um elétron de
uma proteina ou um lipideo, por exemplo, essas biomoléculas sofrem transformacgdes
irreversiveis na forma e na funcdo, pela perda de um elétron. Essas moléculas que sofreram
transformacdo tornam-se um novo radical livre, e, portanto, uma espécie de reacdo em cadeia
(SILVA et al., 2015). Dessa forma, os antioxidantes tém a funcdo de combater a a¢do danosa
de radicais livres. Em func¢do disto, o consumo de alimentos que possuem 0s compostos
bioativos com atividade antioxidante vem aumentando (HARBONNE e WILLIANS, 2000
BASLAM et al., 2013). Em funcdo também do conhecimento de que esses compostos
bioativos tém atividade antioxidante, e estdo ligados a prevenc¢do do desenvolvimento de
DCNT (Doengas Cronicas nao Transmissiveis), como: doencas cardiovasculares, diabetes,
catarata, alguns tipos céncer, hipertensdo, doencas do sistema imune entre outras (ZHANG et
al., 2015). Dentre os compostos bioativos existem os carotenoides, os compostos fendlicos, os
acidos organicos, vitamina C, os flavonoides que estdo inclusos as antocianinas entre outros
compostos (BIANCHI e ANTUNES, 1999; BASLAM et al., 2013; KIM et al., 2016).

Atualmente os programas de melhoramento de alface visam além de desenvolver
cultivares produtivas, bem adaptadas aos ambientes e resistentes ou tolerantes a doengas,
existe também o ramo visando o desenvolvimento de cultivares biofortificadas. A cultivar
Uberlandia 10000 desenvolvida pela UFU (Universidade Federal de Uberlandia) teve o intuito
de biofortificagdo, com a selecdo de gendtipos superiores com maior teor de carotenoides
(SOUSA et al., 2007). Assim como a Cultivar de milho BRS 4104 foi lancado no mercado
sendo uma cultivar com alto teor de carotenoides (EMBRAPA, 2013). Assim como o0s
carotenoides, outro importante fitoquimico presente em alface, normalmente nas de coloragdo
roxa, sdo as antocianinas (RYDER, 1999), que estdo ligadas a atividade antioxidante e a
prevencao de doencas cardiovasculares (KRUGER, et al, 2014).

Atualmente a populacdo vem se tornando mais consciente em relagdo ao consumo
de alimentos funcionais, em virtude do conhecimento dos beneficios que esses alimentos
proporcionam ao organismo, nao apenas por serem ricos nutricionalmente, mas também ricos
em compostos bioativos (DE CARVALHO, 2006). Considerando-se os beneficios desse tipo
de alimento, no caso alface rubra, uma dieta baseada nesse alimento funcional se torna uma

estratégia segura para promover saide e bem estar ao ser humano (SILVA, et al 2015).



Outra importante classe de compostos bioativos presentes na alface sdo os
compostos fenodlicos, os quais s@o relatados como os mais imprtantes compostos responsaveis
por atividade antioxidante das plantas, com base na capacidade de doar &tomos de hidrogénio
para os radicais livres nas células (LOPEZ et al., 2014). Essa classe abrange os acidos

fenolicos, especialmente os flavonoides e as antocianinas.
2.2.1 Flavonoides

Sao moléculas amplamente distribuidas nos vegetais, integrante do grupo dos
polifendis, os chamados compostos fendlicos. As moléculas sdo compostas de esqueletos
carbonicos: C6—C3-C6, em geral podendo apresentar-se sob muitas variacdes, como
flavondis, flavonas, flavanonas, antocianinas, isoflavonas e chalconas. Nessa classe tendo
maior importancia a quercetina e as antocianinas. As principais atividades bioldgicas
atribuidas a estes compostos bioativos sdo: atividade antioxidante, efeito protetor de capilares

e efeitos inibitorios de tumores em vérios estagios (PODSEDEK, 2007).
2.2.2 Antocianinas

As antocianinas (Figura 1) s@o polifendis da classe dos flavonoides pertencentes ao
grupo dos compostos fendlicos. Sdo substancias que possuem um anel aromatico com um ou
mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais.

Figura 1 - Estrutura basica de uma antocianina (cianidina-3-glicosideo)

?H
P ‘/OH
HO O\\b =
Al
| O-Glucosideo

Nas plantas as antocianinas possuem a capacidade de protecdo das células contra a
radiacdo solar, quando ingeridos, tem algumas funcdes como a de eliminar e estabilizar
radicais livres, reduzir o oxigé€nio singleto, atuar nas reagdes de oxidagao lipidica, assim como
na quelacdo de metais (BIANCHI e ANTUNES, 1999; MALACRIDA e MOTTA, 2006,
KRUGER et al., 2014).

Além da fun¢do de proteger as células, as antocianinas (das palavras gregas anthos,
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flor e kyanos, azul), sdo pigmentos vegetais, que ddo cor as plantas, que junto a clorofila, sdo
os mais importantes grupos de pigmentos de origem vegetal (HARBORNE & GRAYER,
1988). As antocianinas sao um grupo de pigmentos responsaveis por parte da cor observada
na maioria das flores, frutos, folhas, caules e raizes de plantas (MARKAKIS, 1982). Esse
pigmento varia do vermelho vivo ao purpuro, dependendo do pH (BROUILLARD, 1983). Por
exemplo, a tonalidade, vermelho brilhante, € encontrada predominantemente em condicdes de
pH 4cido das células (SARNI-MANCHADO et al., 1996). Sdo moléculas soliveis em 4gua e
sensiveis ao calor (SHAHIDI e NACZK, 1995) apresentando-se, na maior parte das vezes,
glicosadas com agucares aos quais, ajudam a manter a estabilidade da molécula de
antocianina (FRANCIS, 1989).

Em muitos vegetais a cor é expressa de acordo com a relagao do teor de clorofila e da
auséncia ou presenca de antocianinas, e também varia com a quantidade deste fitoquimico nos
vacuolos. Em alface a cor e a intensidade vermelha da folha variam com o teor de antocianina
(RYDER, 1999). A variacdo do actimulo de antocianinas nos vacuolos das células
corresponde que quanto maior o teor, mais roxa € a folha, e quanto mais baixo o teor mais
verdes sdo as folhas.

Falcdo et al. (2003) cita alguns trabalhos que demonstram a relacdo desses pigmentos
com a atividade anticarcinogénicas (KAPADIA et al., 1997, HAGIWARA et al., 2001),
antioxidantes (WANG et al., 2000; YOUDIM et al., 2000) e antivirais (KAPADIA et al.,
1997), e promovem associagdo destas propriedades aos alimentos que em sua constituicao os
contém. A citar como exemplo, o consumo de derivados de uva, principalmente o suco e o
vinho e a farinha desidratada de casca de uva, € comumente relatado como benéfico a saude
pelo poder antioxidante proporcionado.

Renaud e De Logeril (1992) demonstraram haver um correlagdo negativa entre
volume de vinho diariamente consumido e o indice de mortalidade por insuficiéncia cardiaca.
Alguns paises cujo consumo de vinho € tradicional pelos habitantes, como Franca e Italia,
apresentaram de dois a quatro casos de 6bito por insuficiéncia cardiaca para cada 1000
homens, enquanto nos EUA, Canad4, Nova Zelandia, Australia e Escdcia, paises de baixo
consumo per capita de vinho, esses nimeros ficam entre oito e dez.

Assim, por se mais consumida e mais aceita na dieta da brasileira essa cultura se torna
promissora para receber incrementos de biofortificacdo. Os alimentos que sdo biofortificados
normalmente sdo obtidos por melhoramento convencional de plantas, em que essas plantas
sao selecionadas e cruzadas entre si (ou autofecundadas) até que seja obtido cultivares com

elevados teores. Sobretudo para a eficiéncia dos programas de selecdo necessita de
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conhecimento prévio de tecnologias e de estudos genéticos para o desenvolvimento de

cultivares (RIOS et al., 2009).

2.3 Antocianina em Alface

Para programas que melhoramento que visam obter plantas com elevados teores de
antocianinas o estudo sobre a heranca genética € necessario. De acordo com o trabalho de
Dupont et al. (2000), as antocianinas presentes em alface apresenta como pigmentos
antocianicos majoritarios, cianidina-3-glicosideo e cianidina 3-O-[(6-O-malonil) glicosideo].
A expressdao de antocianina e o armazenamento deste pigmento no vacuolo controla a
tonalidade das folhas.

Alguns trabalhos propdem a expressdo dos genes que controlam a cor, como o
trabalho cléassico de Thompson (1938), citado por Ryder, (1999). Ele propds que um par de
genes complementério controla a presenga ou auséncia de antocianina (CcGg) e um sistema
de alelos multiplos controla a distribui¢do do teor na planta. Se o alelo dominante para cada
gene complementario estiver presente, a coloracdo purpura serd expressa, em auséncia de
dominancia em ambos os locus, havera coloracao verde, como pode ser observado pela tabela
1.

Além desse par de genes, existe outro gene que controla as variagdes na cor de acordo
com o alelo presente. Este mesmo gene possui uma série alélica de 4 alelos (R, Rs, Rbs e Rt).
Em que o alelo R confere uma pigmentacdo geral de vermelho sobre a superficie da folha; o
Rs confere a formag¢do de manchas (red-spotted) sobre as folhas e Rt= da coloracdo sobre a
margem das folhas. Lindquist (1960) identificou outro alelo Rbs, para coloracdo vermelha,
castanho avermelhado, bem como dois genes adicionais, i maximiza intensidade do vermelho
e outro para reducdo da coloracdo com a idade da planta. Desses alelos que conferem a
tonalidade ha uma sequéncia de dominancia da seguinte forma: R > Rs > Rbs > Rt.

Tabela 1: Combinacdes génicas entre os trés 16cus de alelos.

Combinaciao génica Cor
C_ggR*_ Verde
cc G_R*_ Verde
C_G_R*_ Vermelha

*Com a combinacao de duplo dominante gera coloracdo purpura independente do alelo
Seguindo o que é demonstrado na tabela 1 pode se estimar entre o controle genético da

cor em alface que: ocorre epstasia recessiva dupla, pois quando ocorre homozigose recessiva
8



em algum loco ndo ocorre a expressdo da cor. Assim conclui-se como proposto por Ryder que
a cor rubra é expressa pela sintese de antocianina, assim também nao ocorre a expressao de
antocianina.

O gene de antocianina em alface também € expresso em outras partes como no caule,
botdo da flor e pétalas florais. Sendo assim, esses genes controlam a cor em alface, mas como
a cor também € controlada pela concentracio de clorofila, entdo, a relacdio entre a
concentracdo de antocianina e clorofila controla a cor das plantas.

Dessa forma, é importante saber se esses mesmos genes que controlam a cor,
também controlam a concentracdo de antocianina nas folhas de alface.
Zhang et al. (2016) identificou 34 genes envolvidos na rota metabdlica das

antocianinas dando a entender o carater quantitativo da expressdo génica ndo obedecendo a

uma distribui¢do normal, tipo de Poisson.



3. MATERIAL E METODOS
3.1 Localizacio e caracterizacao da area experimental.

Durante a execuc¢do do experimento parte foi desenvolvido em areas da Universidade
Federal de Sdo Jodo del - Rei, Campus Sete Lagoas, outra parte em 4rea urbana no municipio de
Sete Lagoas, estando o mesmo localizado na Regido Sudeste do pais, Latitude 19° 27' 57" S e
Longitude 44° 14' 48" W, altitude de 761 m acima do nivel do mar e area de 539 km?.

Predomina, segundo a classificacdo de Koppen, clima Cwa, temperado timido. A
estacdo chuvosa vai de outubro a margo e a de estiagem vai de abril a setembro com indice
médio pluviométrico anual de 1403 mm. A maior parte da drea apresenta vegetagdo tipica dos

cerrados, com relevo plano a levemente ondulado.
3.1.1 Material

Para a realizacdo do estudo, dois gendtipos de alface contrastantes quanto a cor foram

utilizados: um genotipo de coloracdo verde-clara e de folhas crespas, a cultivar Cristal, e outro

genOtipo experimental de coloragdo vermelha bem intensa e de folhas crespas (Rubra) (Figura
2).

Figura 2: Parentais Rubra e Cristal.

3.1.1.1 Primeiro Plantio

Consistiu no plantio dos parentais escolhidos anteriormente no dia 13/10/2015. Assim

foram semeados em bandejas de isopor de 128 células e acondicionados em sala climatizada a
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20°C por dois dias, visto que temperaturas superiores a 30°C ocasiona baixa taxa de
germinacdo (NASCIMENTO, 2002) e conduzidos posteriormente em casa de vegetacao até
30 dias do semeio.

Ap6s 30 dias do semeio as mudas foram transplantadas para vasos com capacidade de
cinco litros preenchidos com terra adubada e esterco. Os genétipos foram conduzidos até o
florescimento em um total de 10 vasos para cada gendtipo os quais foram utilizados no
cruzamento, onde foram obtidas as sementes F1.

Para obten¢do de sementes F1, foi realizado o cruzamento entre os dois parentais, de
acordo com a metodologia de despolinizacdo por jato de dgua proposta por Nagai (1980). O
parental de cor rubra foi usado como parental masculino sendo doador do gene marcador
relativo a cor rubra da folha. O gendétipo de cor verde foi usado como parental feminino. As
flores do parental feminino ainda em estagio de botao, bem cedo logo antes da antese, foram
emasculadas. A emasculacdo consistiu da retirada total da parte masculina para evitar a
autopolinizacdo. Em seguida, cada botdo floral foi lavado com o auxilio de uma piceta com
agua para a retirada de pélen remanescente. Apds, observou-se o crescimento dos estigmas de
cada flor emasculada. Antes da bifurcacdo dos estigmas que aconteceu apds o crescimento
maximo dos mesmos foram polinizados manualmente. A polinizacdo consistiu do
esfregamento de flores abertas do parental masculino nas flores emasculadas caracterizando a
transferéncia manual do pélen. Todas as flores polinizadas manualmente foram marcadas com
uma 13 colorida. As sementes foram colhidas durante o més de fevereiro subsequente no
parental feminino e denominadas sementes de cruzamento ou semente putativas F1 (Cristal x

Rubra).

3.1.1.2 Segundo Plantio

As sementes putativas F1 que foram colhidas anteriormente, foram semeadas no dia
19/03/2016, em bandejas de isopor conforme feito no plantio anterior com os parentais. Apos
a germinacdo e emergéncia, as plantulas que ndo apresentaram coloracao purpura nas folhas
foram eliminadas ja que foram caracterizadas como sementes de autofecundacio provenientes
dos cruzamentos que nao foram efetivos. Aos 30 dias do semeio essas plantulas, aptas ao
transplantio, foram transplantadas para vasos (Figura 3) conforme feito nas fases anteriores e
conduzidas até a producdo de sementes. As sementes provenientes destas plantas, agora
denominadas F2 foram colhidas entre julho e agosto de 2016. Todas essas etapas foram

conduzidas nas dependéncias da UFSJ — Campus Sete Lagoas em telados e casa de vegetacao.
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Figura 3: Hibrido F1(Cristal x Rubra).
o f | 3

3.1.1.3 Terceiro Plantio

As sementes F2 colhidas das plantas F1 foram semeadas juntamente com sementes F1
e os parentais (Cristal e Rubra) em bandejas de isopor de 128 células em novembro de 2016 e
conduzidas em casa de vegetacdo até o momento do transplantio que se deu aos 30 dias do
semeio. Apods, as plantulas aptas ao transplantio foram levadas para quatro canteiros
localizados na horta urbana do bairro Montreal em Sete Lagoas. Foram conduzidas 200
plantas F2, agora denominada populagdo segregante, concomitantemente com plantas F1 e os
parentais (Figura 4). Essas populacOes distintas foram conduzidas com todos os tratos
culturais e fitossanitirios de acordo com o recomendado para a cultura da alface.

Aos 30 dias apds o transplantio das mudas quando as plantas apresentavam porte
comercial, foram colhidas, identificadas de acordo com a populacdo e transportadas para o

Laboratério de Conservacao de Alimentos, onde foram submetidas as analises laboratoriais.
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Figura 4: Populacio segregante (F2) originada do cruzamento Rubra x Cristal na 4rea de

plantio.

3.2 Caracteristicas avaliadas
3.2.1 Analise de Cor

A andlise da cor foi realizada com colorimetro da marca Konica Minolta 410 onde
utilizou-se a classificacdo proposta pela CIE (Commission Internationale de I'Eclairage), a
CIE L*C*h em que: L*= Luminosidade, C*= Chroma e h=angulo Hue e CIE L*a*b* em que
L= Luminosidade; a*= coordenada vermelho/verde (+a indica vermelho e —a indica verde) e
b* = coordenada amarelo / azul (+b indica amarelo e —b indica azul).

Valores de luminosidade correspondem que quanto mais se aproxima de zero mais
escura € a cor da folhagem, visto que valor igual a zero € o minimo de luminosidade (preto
absoluto), e valores que se aproximam de 100 sdo cores mais claras, maior luminosidade (branco
absoluto) e o valor médio de 50 que é cinza (Konica, 2017).

O valor de Hue (angulo de tonalidade) mensura apenas a posi¢do no diagrama de cores
(Figura 5), ou seja, essa caracteristica serve apenas para classificacdo quanto a posicdo da planta
nos quadrantes. As varidveis a* e b* sdo metodologias alternativas em relagdo a variavel angulo
hue para a classificacdo de cores. Em ambos os eixos, valores positivos € negativos apenas
indicam a direcdo em que a cor deve ser classificada. Em a*, valores crescentes positivos

indicam que a superficie analisada, neste caso a superficie da folha, se aproxima mais da
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tonalidade vermelha, e valores mais negativos se aproximam da tonalidade verde. Em b* analisa
a variacao da cor que quanto mais positivo, mais amarela é a superficie, e quanto mais negativo,
mais azul. Ambas as classificagdes sdo bastante semelhantes, pois ambas utilizam o mesmo
diagrama de cores (Figura 5).

Figura 5: Diagrama de classificacdo de cores do modelo CIE.
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Fonte: Konica (2017)
As andlises de cor foram feitas no laboratério logo apds a colheita onde foram
utilizadas trés folhas de cada planta para se obter os padrdes de cor para cada um dos

genotipos avaliados.

3.2.2 Estimativa do tipo de heranca responsavel pelo controle dos componentes do

carater cor em follhas de alface
3.2.2.1 Estimativa de parametros genéticos

As estimativas das variancias das populacgdes Py, P,, Fy, e F, foram obtidas através da
andlise multivariada utilizando-se o software estatistico Genes (CRUZ, 2013) para obtenc¢do
das variancias genética (V) e ambiental (Vg), da variancia fenotipica (Vp), e da herdabilidade

no sentido amplo (h*a), conforme expressdes:

Ve=(Vp) - (Vp)

_ (VP1+VF1+VP2)

Ve 3
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(Ve2) = (Ve + V)

h2a :L
Ve)+ (V)

Em que:
VP1 = estimativa de variancia entre plantas dentro da cultivar P; (Rubra);
VP2 = estimativa de variancia entre plantas dentro d cultivar P, (Cristal);
VF1 = estimativa da variancia entre plantas dentro da geracdo F1 (Rubra X Cristal);
VF2 = Estimativa de variancia dentro da populagdo de plantas F2;

h’a = herdabilidade no sentido amplo;

Com os pressupostos de Ramalho et al. (2012) que estimam o tipo de interacdo alélica
dos parametros estudados, se € interacao alélica aditiva, dominancia parcial ou sobredominancia.
Assim considerando o modelo ao qual se faz a estimativa da interacdo gé€nica, o modelo
considera que “a” seja o valor da distancia entre: a média da soma dos parentais até os extremos,
e “d” seja o valor ao qual a F1 se distancia da média. Dessa forma, d=0, conclui-se que nao ha
dominancia e a interacdo alélica é aditiva, sendo que d = a, ocorre interacdo de dominancia

completa, caso 0 < d < a ocorre dominancia parcial, ocorrendo que d > a ha sobredominancia.
3.2.4 Herdabilidade no sentido amplo dos parametros

Esta estimativa foi feita utilizando-se os valores de variancia ambiental e variancia
genética encontrados nas populagdes F1, F2 e parentais gerados no campo. A estatistica foi

feita utilizando o pacote estatistico do programa GENES.
3.2.3 Quantificacao do teor de Antocianinas

A andlise para a quantificacdo do teor de antocianinas foi feita com base na
metodologia proposta por Francis (1982), que além de gerar dados do teor de antocianina
também pode gerar os dados de flavonoides. Para a mensuracdo do teor de antocianina
utilizou espectrofotometro da marca FENTO, utilizando-se nessa metodologia, comprimento
de onda para o célculo da féormula, em que: 535nm para quantificar antocianinas totais. Os
resultados foram obtidos através da férmula abaixo e expressos em miligramas de

(flavonoides ou antocianinas) /100g de amostra fresca.
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Formula: Teor de antocianinas e flavonoides:
AbssFd

T (mg /100g de amostra fresca) = —

Onde:
Abs= Absorbancia;
Fd= X = Fator de dilui¢ao.

O fator de dilui¢do € obtido utilizando o peso da amostra (0,5g) dividida pelo volume
de dilui¢do (25mL). O resultado foi correlacionado para 1mL (quantidade de g que tem em
ImL da solucdo) e determinou-se assim a quantidade de mL em 100g. Resultado expresso em

mg/100g de amostra fresca.
3.2.4 Quantificaciao do teor de Flavonoides

Para mensurar o teor de flavonoides utilizou-se o0 mesmo método de quantificacdo de

antocianinas, mas para a leitura no espectrofotdmetro, realizou-se a leitura a 374 nm.
3.2.5 Correlacdo de Spearman

Coeficiente de correlagdo de Spearman (r) € definido como um método associativo
que compara a relacdo de duas amostras, considerando que a mensuracao seja ordinal (LIRA,
2004).

Férmula: Célculo de Correlagdao de Spearman
>

Pl

Onde:

p é o Coeficiente de Correlacdo de Spearman;
d; € a diferenca entre as ordenagdes;

n € o nimero de pares de ordenacdes.

Segundo Bauer (2007), o coeficiente de correlacio de Spearmam se baseia na
classificacdo ordinal de duas varidveis em X e Y para estimar um valor de relacdo entre as
varidveis. O coeficiente de correlagdo € o resultado de um método estatistico que mede a
relacdo entre duas varidveis (X e Y). A correlacdo € estimada no intervalo de -1 a 1, em que
correlagdes perfeitas sdo de valor de igual a -1 e 1, o valor negativo indica que a correlacao

7z

entre as amostras € inversamente proporcional, enquanto o valor positivo que estd em
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sincronia perfeita, o valor negativo também € uma sincronia perfeita, mas inversa. Um valor
intermediério (0) indica que ndo existe relacdo alguma entre as amostras.

Para avaliar o valor encontrado de “r” algumas classificacdes sdo propostas. De
acordo com Callegari-Jacques (2003) para classificar os valores de “r” encontrados quanto a
relevancia existe o modelo abaixo.

e Valores entre 0,0 <r <= 0,3, existe correlagio linear fraca;

Entre 0,3 <r <= 0,6, existe correlagdo linear moderada;

Entre 0,6 <r <= 0,9, existe correlagao linear forte;

Entre 0,9 <r < 1,0, existe correlacdo linear muito forte;

Valor de r = 1,0 existe correlacdo linear plena ou perfeita.

Uma classificagao diferente é proposta em que: r = 0,10 até 0,30 (fraco); r = 0,40 até
0,60 (moderado); r = 0,70 até 1 (forte). (DANCEY e REIDY 2005 citado por FILHO e
JUNIOR, 2009). Esses valores também podem ser utilizados para avaliar a correlagdo
negativa.

As anélises foram realizadas com uso do programa GENES (2013).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Analise de cor, Antocianinas e Flavonoides

Nota-se que a cultivar cristal obteve os maiores valores entre as caracteristicas (com
excecdo de a*) entre os trés gendtipos, na caracteristica Luminosidade, pois detém maior valor
de L (Luminosidade) o que indica uma planta verde, de cor mais clara (Tabela 2). Martins
(2016) trabalhando com as mesmas cultivares encontrou dados semelhantes para luminosidade,
com valor médio de L= 52,88 para a cultivar Cristal e L=23,20 para a cultivar Rubra. Outro

valor préximo é o de Moura (2016) que obteve valor médio de L para a cultivar Cristal de 57,50.

Tabela 2: Valores médios dos pardmetros analisados.

Cultivar L Hue® (a¥) (b*) Antocianinas** Flavonoides**
Cristal 53,23 106,29 -7,80 26,70 12,64 80,60
Rubra 36,09 54,26 4,52 6,27 106,49 295,88

Hibrido F1 45,51 93,71 -1,35 16,39 45,30 177,78

L= Luminosidade; Hue=Angulo de tonalidade do diagrama de cores; a*= eixo horizontal do diagrama de cores;
b* eixo vertical do diagrama de cores.
**Valores expressos em mg/100 gramas de amostra.

O hibrido F1 sempre esteve em posi¢do intermediaria a dos parentais (Tabela 2).
Portanto nao ha dominincia completa para nenhum dos parametros analisados, uma vez que para
ser considerado, dominancia completa, o hibrido F1 deve ter valor médio igual ao maior parental
(RAMALHO et al., 2012).

Com os dados obtidos no presente estudo (Tabela 2), e seguindo os pressupostos de
Ramalho et al., (2012) pode se estimar o tipo de interacdo alélica dos parametros estudados.
Sendo assim possivel verificar a interacdo alélica em cada caso (Tabela 3), sendo que possa

existir interacdo aditiva, dominancia parcial ou sobredominancia.

Tabela 3: Parametros de interacdo alélica para as varidveis analisadas.

Parametros de interacio alélica

L Hue a* b* Antocianinas Flavonoides
a 8,57 26,02 6,16 10,22 46,93 107,64
d 0,85 1344 0,29 -0,09 -14,27 -10,46
GMD** 0,10 0,52 0,05 -0,01 -0,30 -0,10

**Grau Médio de dominancia (d/a).
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Nao ocorreu interacdo alélica aditiva para nenhum dos parametros analisados, visto que
nenhum valor de “d” foi igual ao de “a” (Tabela 3). Estima-se que ocorra interacdo alélica de
dominancia parcial, visto que os valores de “d” s@o maiores que zero € menores que “a”’, com
excecdo de b*, antocianinas e flavonoides. Os valores de GMD (Tabela 3) maior que zero
mostra interacao alélica de dominancia parcial, sendo que quanto mais préximos de zero menor é

o grau de dominancia e valores mais proximos de 1, maior € o grau de dominéncia.
4.1.1 Parametro Luminosidade

Para o carater luminosidade encontrou o valor da variancia fenotipica de 23.77, o valor
da variancia ambiental obtido de 1.2 e valor de 22.57 para variancia genotipica. Como os
parentais sdo contrastantes, estes ficaram nas classes mais extremas (Figura 6).

A segregacdo das plantas F2 abrangeu desde o menor valor de L, 35,53; até o valor
extremo de 55,43. Considerando as plantas F2 da populagdo, estas se encontram com
distribuicio varidvel. E possivel identificar um niimero relativamente maior de plantas nas
classes mais altas (Figura 6), corroborando os dados da tabela 3 que mostra dominancia
parcial do caréter. Assim a geragdo segregante tende a ter mais plantas semelhantes a cultivar
Cristal devido a dominancia parcial.

E observado segregacdo transgressiva para esse carater, devido que hé valores extremos
aos quais sdo maiores que a cultivar Cristal e valores menores que a cultivar Rubra. Entre as
plantas da geracdo F2 (segregante) houve quatro plantas com valores de L acima da cultivar
Cristal, e outras 7 plantas alcancaram valor de L menor que a cultivar rubra, ou seja, mais
escuras.

A herdabilidade desse cariter foi estimada em 95% o que favorece programas de
melhoramento para a selecdo de plantas com mais brilho em populagdes segregantes de alface,

pelo método genealdgico.
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Figura 6 -. Distribui¢do de frequéncia para o parimetro Luminosidade em alface do cruzamento “Cristal x

Rubra”. Parentais, geracdes F1 e F2.
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4.1.2 Parametro Angulo Hue (Tonalidade)

O angulo de tonalidade (angulo Hue) na geracdo segregante (F2) abrange valores
entre 49,03° a 107,3°. Gazula et al. (2007) trabalhando com 12 variedades de alface de tons de
verde a vermelho escuro obtiveram variagdo do angulo de tonalidade de 6,59° a 133,18°. A
cultivar Cristal obteve valor médio do angulo de tonalidade (Hue) de 106,29° valor que
compreende uma regido entre o verde e o amarelo (90° tendéncia a amarelo), a cultivar Rubra
se encontra em posi¢ao intermediaria a vermelha (0°) e a amarela (90°) com valor de angulo
Hue de 54,25°.

De acordo com a Tabela 3 ocorre dominancia parcial para este carater, pois os
valores de GMD indica alto valor do grau de dominancia (Figura 7). Isso justificaria o
nimero maior de plantas nas classes de altos valores, semelhantes a cultivar Cristal. Contudo,
essa suposicdo estd errada, pois a coloragdo rubra é parcialmente dominante em relacdo a
coloracao verde (RYDER, 1999). Justifica-se essa afirmacao € o fato do teor de antocianinas
controlar a coloragdo e nesse trabalho foi constatado a existéncia de algum tipo de dominéncia
da cor roxa em relagdo a cor verde. Assim, estima que esse parametro indique uma conclusao
inversa da realidade observada em relacdo ao tipo de interagdo alélica da cor.

Para esse carater observou-se valor de variancia fenotipica de 279,10% o que pode
ser explicado devido que o dngulo Hue € a caracteristica que expressa a cor, € houve contraste
entre os parentais as cores na geracao F2 do cruzamento tenha uma grande variabilidade de
genoétipos diferentes. A herdabilidade desse caréter foi de 99%, o que facilita para programas
de melhoramento para esta caracteristica, viabilizando a selecio em populagdo segregante.
Oito plantas foram identificadas com valor menor que a cultivar rubra, indicando segregacao

transgressiva.para esse carater.
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FIGURA 7. Distribuigio de frequéncia para o pardmetro Hue em alface do cruzamento “Cristal x Rubra”.
Parentais, geracdes F1 e F2.
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4.1.3 Parametros a* e b*

De acordo com os dados obtidos e considerando apenas os valores de a* (eixo a*), as
plantas abrangeram os padrdes de cores que variam do vermelho (valores positivos) ao verde
(valores negativos), com variacao entre -7,8 a 4,82 (Figura 8). Considerando que os valores de
b* encontrados sdo apenas valores positivos, conclui-se que os genotipos se enquadram
apenas nos dois primeiros quadrantes do diagrama de cor, ou seja, verde, passando por tons de
amarelo até o vermelho (Figura 5).

Os valores de a* e b* sdao intimamente ligados, pois € necessario o valor de ambos para
padronizar a cor de uma determinada superficie. Como sdo grandezas inversamente
proporcionais, a medida que uma aumenta a outra diminui (se a*= 0; b*=90 ou se a*=90; b*=0).
Considerando a frequéncia dos valores de a* € observado que ha uma leve tendéncia de um
nimero maior de plantas semelhantes a cv. Cristal. Isso sugere que a cor roxa tem dominancia
sobre a cor verde, porém com baixo grau de dominancia (Tabela3).

Valores de b* mostra que houve uma distribuicio com uma ligeira tendéncia ao
extremo positivo, como o esperado por existir dominancia parcial e pelos valores do GMD, “a” e
“d” (Figura 9).

Visto que os valores de “a” e “d” classificam o tipo de interacdo génica, para o
parametro “a*” do colorimetro, conclui que ha dominéncia parcial da coloracdo rubra em relacao
a verde. Considerando o valor do GMD de “a*” observou-se que ocorreu baixo grau de
dominancia parcial. Em relacdo ao parametro “b*” nao foi possivel afirmar que ocorreu
dominancia parcial em virtude do baixissimo valor do GMD, pois valor igual a zero indica

interacdo alélica aditiva.

23



Figura 8 - Distribuicdo de frequéncia para o parametro a* em alface do cruzamento “Cristal x
Rubra”. Parentais, geracdes F1 e F2.
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Figura 9 - Distribuicdo de frequéncia para o parametro b* em alface do cruzamento “Cristal x
Rubra”. Parentais, geragcdes F1 e F2.
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4.2 Antocianinas

Observou-se na segregacdo da populacdo F2, uma distribuicdo diferente da distribui¢ao
normal de Poisson (Figura 10) para os quantitativos de antocianina nas folhas. Provavelmente
isso aconteceu devido a atuacdo de mais de um gene sobre o carater com diferentes intensidades
(RYDER, 1999).

Em relac@o ao hibrido F1 (Figura 10 e Tabela2) observou-se que o teor de antocianina
ficou intermedidrio entre os parentais com ligeira superioridade em relagdao ao parental de cor
verde, indicando dominancia parcial do carater.

A distribuicdo entre as classes houve forte tendéncia nas classes de menor teor, ou seja,
mais plantas com baixo teor de antocianina nas folhas, corroborando os dados do angulo Hue
que também indicaram uma polarizacdo maior de plantas semelhantes ao parental cv. Cristal
(Menor teor de antocianina, com 12,64mg/100g). Os teores (F2 segregante) variaram entre 6,37 a
141,68 mg/100g de amostra fresca. Essa distribuicdo anormal nesse cariter € indicada pela
interacdo alélica de dominancia parcial, sendo justificados pelos valores de “a”, “d” e GMD
(Tabela 3).

O interessante que foi constatado teor de antocianina mesmo em uma cultivar verde (Cv.
Cristal com 12,64mg/100g) semelhante ao encontrado por Gazula et al (2007) com teor
semelhante, proximo de 13,5 mg/100g. Uma possivel justificativa para que tenha antocianina
na alface verde mesmo sem expressar visualmente a cor roxa, é que ocorra a expressiao de
antocianina, mas o valor expressado seja baixo que tem sua colora¢do mascarada por outros
pigmentos de coloracdo verde.

No presente trabalho a cultivar Rubra obteve o teor de antocianinas de 106,49 mg/100
de amostra fresca (Tabela 2). Llorach et al (2007) analisando em HPLC encontraram em
outras duas variedades de alface roxa baixo teor de antocianinas totais (25,9 e 45,6 mg
antocianinas totais /100g de amostra fresca). Rosa et al (2014) avaliaram plantas de alface
(Cv. Mimosa Roxa) em dois sistemas de cultivo e encontraram valores médios entre 36,89 a
88,24 mg/100g de amostra fresca. Gazula (2007) obteve valor maximo de 49,3mg de
antocianinas totais/100g de amostra fresca. Tal diferenca entre os trabalhos pode ser explicada
pelo fato de o teor de antocianinas variar conforme a cultivar, a luminosidade, a época do ano,

estresse hidrico, temperatura entre outros. (SIVANKALYANTI et al., 2016).

26



Figura 10- Distribuicdo de frequéncia, médias e varidncias para teores de antocianinas em
alface do cruzamento “Cristal x Rubra”. Parentais, geragdes F1 e F2.

Cristal

Freqiiéncia
N w D
1 1 J

[y
1

o
I

P N
o N U
1 1 )

Freqiiéncia
=
1

o
o un
I

F1

Freqiiéncia

1 79

U o 0O
[eleololole)
1

Freqiiéncia
iy
o
1

[e)]
[e)]

=N W
[eleoloNe]

46
26
T 17
- i m - . S
W o w K o
:\9 \ ?)'))\ ’b‘(o\ ,Q)Q‘ :\'))\ 5{7\ ¥ Q'\,\ '\v‘ ,‘/Cb\ b"\,\
A O W ¥ O N N N ;
? ; b o s Q %Y Ng ‘° &
N e X ) A> X A >
3 O N

Classes de valores de antocianina (mg/100g)

27



Foi observado segregacdo transgressiva na populacao F2, em que oito plantas foram
identificadas com valores de antocianinas totais maiores que o parental masculino (Cv Rubra),
coincidentemente o mesmo nimero de plantas que tiveram valor de tonalidade (angulo hue)
menor que o parental masculino, ou seja, mais vermelhas.

Os histogramas de antocianina e de angulo hue sdo semelhantes, com uma ligeira
diferenca na polarizacdo dos valores, que em angulo Hue estdo polarizados nas classes mais
altas, e em antocianina nas classes mais baixas (Figuras 7 e 10). Isto ocorre porque a variacao
na cor da folha é influenciada pela variagcao do teor de antocianina nas folhas.

Andlises identificaram que este carater possui herdabilidade no sentido amplo de
54,9%, indicando que € uma caracteristica herdivel, sendo indicados métodos de selecdo de
plantas individuais como pedigree. A varidncia fenotipica com valor de 982,45, variancia

ambiental 442,70, variancia genotipica de 539,74.

4.3 Flavonoides

Observou-se na populacdo segregante (F2) teores de flavondides variando de 26,99 a
393,91mg de flavonoides totais/100g de amostra fresca (Figura 11). Os flavonoides que s@o tipos
de metabdlitos secundéarios no qual as antocianinas estdo presentes obtiveram uma segregacao
diferente das antocianinas. Houve uma distribuicdo préxima a normal tipo Poisson, com ligeira
tendéncia para as classes de menor teor de flavonoides (Figura 11). Como também pode ser
observado que a maioria dos gendtipos da populacdo (F2) ficou abaixo da média. A distribuicio
foi seguindo o esperado de acordo com os valores de “a” “b” e GMD (Tabela 3) sendo isso
explicado devido a ocorréncia de dominancia parcial para esse carater da cv. Rubra sobre a cv.
Cristal.

Essa discrepancia entre a segregacdo das duas caracteristicas (Flavonoides e
Antocianinas) mesmo que uma esta incluida na outra, pode ser explicado pelo fato desta classe
ter identificado no minimo oito compostos (BILYK e SAPERS, 1985; HERTOG et al, 1992;
FERRERES et al, 1997; CROZIER et al, 1997; DUPONT et al, 2000; NICOLLE et al, 2004).

Dentre os gendtipos da populacdo F2 avaliados, 19 foram identificados com valor de
flavonoides totais superiores ao da Cv. Rubra indicando segregacdo transgressiva para esse
carater. Ainda foi constatado que os gendtipos tanto de menor teor de antocianina quanto os de

maiores, ndo necessariamente sao 0s mesmos que tém menos e mais flavonoides.
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Figura 11- Distribui¢do de frequéncia para teores de flavonoides em alface do cruzamento
“Cristal x Rubra”. Parentais, geracoes F1 e F2.
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Dessa forma a classe dos flavonoides provavelmente estd sendo influenciada por
mais genes do que a classe das antocianinas explicando assim a diferenca entre as frequéncias
observadas. Esse cardter teve variancia fendtipo de 5801,39; varidncia ambiental 986,38;

variancia genotipica 4815,01; herdabilidade 82,99.

Tabela 4- Valores de variancias, e herdabilidade das varidveis estudadas na populacdo
segregante F2 (Rubra x Cristal).
Variancia Variancia Variancia

Varidvel fenotipica Genotipica ambiental Herdabilidade
L 23,77 22,57 1,2 94,95
Hue 280,82 279,73 1,08 99,61
a* 15,16 15,03 0,127 99,1
b* 36,55 1,64 34,9 95,4
Antocianinas 982,45 539,74 4427 54,93
Flavonoides 5801,39 4815,01 986,38 82,99

A maioria das caracteristicas é de alta herdabilidade (Tabela 4). As caracteristicas de
alta herdabilidade favorecem programas de melhoramento, pois fazem com que a selecdo seja
mais efetiva em geragdes segregantes e possam ser selecionadas plantas em etapas inicias de

melhoramento.

4.4 Estudo de correlacao
Na tabela 5 estdo os valores de correlacdo entre os pardmetros analisados neste
experimento.

Em relacdo aos valores de “r” observou-se que o maior valor de correlagio (r=-0,82)
com antocianina foi o angulo Hue e “a*”, mas com valor negativo para Hue. Portanto, quanto
maior o teor de antocianina menor serd os valores do angulo de tonalidade (Hue), ou seja,
mais vermelha serd a planta de alface. Seguindo o mesmo raciocinio valores do eixo a*
indicando as cores entre verde e vermelho, teve valor de correlagdo alto e positivo (r=0,820).
Visto que os valores do eixo de a* e b* estdo intimamente ligados, como previsto, o valor de
correlagdo entre eles teve valor de “r” alto, igual a -0,962. De tal forma que o valor de
correlagdo de “a*” e antocianina foi alto e positivo e quando se compara os valores de

antocianina e b* sdo altos e negativos.
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Tabela 5- Valores de correlagdo de Spearman entre os parametros estudados.

Variaveis r
L X a* -0,946
H X a* -0,987
L X Antocianina -0,780
H X Antocianina -0,821
a* X Antocianina 0,820
b* X Antocianina -0,784
a* X b* -0,962
L X Flavonoides -0,578
H X Flavonoides -0,575
a* X Flavonoides 0,578
b* X Flavonoides -0,576
Antocianina X Flavonoides 0,746

Ainda € observado que o teor de antocianina interfere diretamente na luminosidade
das folhas, pois como observado a correlagdo entre as duas variaveis é forte e negativa.
Portanto quanto maior o teor de antocianina, mais escura € a folhagem da planta de alface. A
relac@o entre o teor de antocianina e flavondides nas plantas pode ser constatado que houve
discrepancia quanto a frequéncia observada na populacao (Figuras 10 e 11), assim o valor de
correlagdo entre estas duas varidveis foi forte (0,74) considerando que as antocianinas estao
presentes na classe dos flavondides.

Mou (2005) sugeriu que altos teores de carotendides em alface podem ser
selecionados indiretamente por meio de selecdo para maior teor de clorofila ou coloracao
verde. Dessa forma facilita o trabalho dos melhoristas, em fun¢do da maior praticidade e do
menor custo quando comparados os métodos de quantificacdo. Neste caso pode selecionar
plantas pelos valores de cor atribuidos por colorimetro. Portanto considerando que correlagio
alta e positiva/negativa entre caracteristicas de interesse permitem que se faga uma selecdo

indireta, mediante a utilizacdo de metodologias alternativas mais simples e de menor custo.
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5 CONCLUSAO

A quantidade de antocianina em folhas de alface é comandada por mais de um gene
com dominancia parcial dos genes que conferem maiores teores.

A coloracao vermelha intensa pode ser usada como alternativa em programas de
melhoramento de alface para identificacdo de gendtipos superiores de alface com alto teor de
antocianina.

A segregacdo transgressiva assim como os altos valores de herdabilidade observados
nas caracteristicas estudadas permitirdo selecionar em geragdes segregantes, genotipos

superiores de acordo com 0s objetivos propostos.
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