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CARACTERIZACAO E SELECAO DE GENOTIPOS BIOFORTIFICADOS DE
MANDIOCA E PREDICAO DO TEOR DE CAROTENOIDES COM BASE EM
IMAGENS DIGITAIS

Autora: Ravena Rocha Bessa de Carvalho

Orientador: Dr. Eder Jorge de Oliveira

RESUMO: O desenvolvimento de variedades de mandioca (Manihot esculenta
Crantz) biofortificadas (alto teor de carotenoides) depende da existéncia de
variabilidade genética e de métodos precisos e otimizados de selecdo. Este
trabalho avaliou a variabilidade genética para teor de carotenoides totais (TCC)
e atributos agronémicos de produtividade e qualidade de raizes, bem como o
uso de imagens digitais para a predicdo do teor de carotenoides totais em
genotipos de mandioca. A variabilidade genética para TCC foi bastante elevada
(0,075 a 13,08 pg.gt), assim como para as demais caracteristicas avaliadas,
como consequéncia, a andlise deviance indicou significancia do efeito de
genotipos para todas as caracteristicas. A herdabilidade no sentido amplo para
TCC foi de alta magnitude (h?=0,72) e de baixa a média magnitude (h? entre
0,21 e 0,60) para as demais caracteristicas. O TCC possui forte correlacdo com
a cor de polpa (r=0,70), mas praticamente nula e sem significancia para teor de
matéria seca nas raizes. A selecdo dos 30 genoétipos para recombinacdo no
programa de melhoramento de mandioca tem potencial para elevar o TCC em
37% e reduzir o teor de compostos cianogénicos em -19,4%. Além disso, foi
analisado o potencial de uso de imagens digitais para predicdo do TCC em
raizes de mandioca, com base nos indices L*, a* e b*, Hue e Croma do sistema
de cores CIE (International Commission on lllumination) e luminosidade. Alta
correlacdo positiva entre TCC e os indices colorimétricos b* (r= 0,90) e croma
(r=0,89) foi observada. Dentre os diferentes modelos de predi¢do analisados, 0
artificial neural network apresentou a maior capacidade preditiva (R?=0,94),
associada ao menor erro nas estimativas do TCC (RMSE= 0,24). A estrutura da
populacéo estudada revelou cinco grupos com base na similaridade quanto aos
indices colorimétricos e ao teor de carotenoides totais, sendo possivel a

formacédo de grupos bastante contrastantes para estas caracteristicas.

Palavras-chave: Manihot esculenta Crantz, germoplasma, predi¢cdo, qualidade
de raizes.



CHARACTERIZATION AND SELECTION OF BIOFORTIFIED CASSAVA
GENOTYPES AND PREDICTION OF CAROTENOID CONTENT BASED ON
DIGITAL IMAGES

Author: Ravena Rocha Bessa de Carvalho
Adivisor: Dr. Eder Jorge de Oliveira

ABSTRACT: The development of biofortified cassava (Manihot esculenta
Crantz) varieties (high carotenoids content) depends on the genetic variability,
as well as of precise and optimized methods for screening a large number of
genotypes. The objectives of this work were to study the genetic variability for
total carotenoid content (TCC), root yield and root quality attributes, as well as
the use of digital images to predict TCC in cassava genotypes. The genetic
variability for TCC (range of 0.075 to 13.08 pg.g™) as well as other traits
evaluated was quite high; as a consequence the deviance analysis indicated
the significance effect of genotypes for all traits. The broad-sense heritability for
TCC had high magnitude (h?=0.72), and low to medium magnitude (h? between
0.21 and 0.60) for the other agronomic and root quality traits. TCC was strongly
correlated with pulp color (r=0.70), but practically null with no significance for
dry matter content in the roots. The selection of the 30 genotypes for
recombination in the cassava breeding program has the potential to increase
TCC by 37% and reduce the content of cyanogenic compounds by -19.4%. In
addition, the potential for using digital images to predict TCC in cassava roots
was analyzed, based on the L*, a* e b*, Hue and Chroma indexes of the CIE
system (International Commission on Illumination) and luminosity. A high
positive correlation between TCC and the colorimetric indices b* (r=0.90) and
chroma (r=0.89) was observed. Among the different prediction models
analyzed, the artificial neural network showed the highest predictive ability
(R?=0.94), associated with the smallest error of the TCC estimates
(RMSE=0.24). Regarding the population structure we identified five groups
based on similarity in colorimetric indices and total carotenoid content, making it

possible the identification of very contrasting groups for these characteristics.

Keywords: Manihot esculenta Crantz, germplasm, prediction, root quality.



REFERENCIAL TEORICO

1. Aspectos gerais da cultura da mandioca

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é uma cultura perene,
pertencente a familia Euphorbiaceae. A mandioca é alégama (polinizacédo
cruzada) com flores masculinas e femininas presentes na mesma planta
(mondica). O fruto apresenta formato de uma capsula e as sementes sdo
elipsoidais (IITA, 1990; OSPINA; CEBALLOS, 2012). Ela possui 2n = 36
cromossomos, e é considerado um anfidiploide ou alopolipléide sequencial (EL-
SHARKAWY, 2003).

A propagacdo da mandioca é feita predominantemente de forma
assexuada, mas a forma sexuada também pode ocorrer, sobretudo quando
induzida para fins de melhoramento genético (OSPINA; CEBALLOS, 2012).
Comercialmente, a propagacao utilizada é assexuada, cujas estacas do caule
sdo conhecidas popularmente por manivas e estas contribuem para 0 sucesso
da propagacdo e estabelecimento da cultura em campo, uma vez que 0S
aspectos fitossanitarios sejam observados, a fim de evitar disseminacao de
pragas e doencas (ESCOBAR, et al.,, 2006). As principais vantagens da
propagacao assexuada € a capacidade de assegurar que a planta selecionada
repasse integralmente suas caracteristicas genéticas para seus clones,
garantindo que a nova populacdo seja agronomicamente equivalente a planta
mae. Por outro lado, a desvantagem da propagacdo assexuada se deve ao
maior cuidado necessario para manutencdo da qualidade genética e
fitossanitaria ao longo dos diferentes anos de cultivo.

A propagacdo sexuada por meio de sementes botanicas ndo é viavel
comercialmente, pela geracdo de variabilidade genética e consequente
heterogeneidade das plantas no campo, considerando que a mandioca é uma
planta alégama e altamente heterozigoética. Entretanto, possibilita a geracao de
diversidade genética para o desenvolvimento de variedades melhoradas em
funcdo da recombinagcdo alélica entre parentais contrastantes (RAMALHO,;
SANTOS; PINTO, 2008). Algumas caracteristicas importantes para o
desenvolvimento de novas variedades melhoradas geneticamente sdo a alta

produtividade de raizes, resisténcia a pragas e doencas (OLIVEIRA; OLIVEIRA
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FILHO; SANTOS, 2015), menor toxicidade (PARMAR; STURM; HENSEL,
2017), tolerancia ao déficit hidrico (KOUNDINYA et al., 2018) e melhor
conteudo nutricional (ESUMA et al., 2012; CEBALLOS et al., 2013).

A raiz da mandioca é o 6rgdo de maior interesse, pois, devido sua
constituicdo ser basicamente carboidratos, mais precisamente o amido, torna-
se uma fonte energética de alto valor para diversos fins. O maior consumo das
raizes de mandioca ocorre em regides tropicais, tanto em preparos simples
como o0 cozimento, quanto em produtos feitos a partir do seu processamento
(FAO, 2013; FAO, 2018). Apesar disso, a mandioca € uma planta em que se
aproveita todas as suas partes (folnagem, caules e raizes) (CEBALLOS et al.,
2017). De modo geral, a cultura da mandioca é de facil cultivo, tém bons
rendimentos em solos pouco férteis mesmo na auséncia de fertilizantes, e
ainda apresenta certa tolerancia ao défict hidrico (JARVIS et al., 2012). As
raizes sdo pereciveis em razdo do alto conteddo de umidade, e o inicio da
deterioracdo pés-colheita acontece em um tempo relativamente curto, a qual se

da por processos enzimaticos ou microbiologicos (RAHMAWATI et al., 2021).

2. Importéancia socioecondmica da cultura

A mandioca é a principal cultura alimentar da Africa e por esse motivo o
continente africano se caracteriza como principal produtor e consumidor. Nesse
continente, a mandioca é uma escolha estratégica no contexto de adaptacfes
as mudancas climaticas. Na Asia (segunda maior regido produtora mundial), a
demanda industrial da mandioca para utilizacdo do amido, racdo animal e
etanol, bem como as suas lucrativas exportacdes, especialmente para a China,
sustentaram a forte expansao da safra nos ultimos anos. Por outro lado, na
América Latina, existe grande expectativa de aumento de producdo,
especialmente no Brasil, onde tem havido importantes movimentos para
incentivar a combinacdo amido de trigo x mandioca na producdo de massas
(FAO, 2018).

Em nivel mundial, em 2019 a Nigéria assumiu a lideranca em producéao
de raizes de mandioca, seguida pela Republica Democratica do Congo,
Tailandia e Gana, com uma producédo de 59,19; 40,05; 31,07; e 22,44 milhdes

de toneladas de raizes, respectivamente (FAO, 2019). O Brasil se destaca
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como o0 5° maior produtor mundial, com producdo de 17,49 milhbes de
toneladas, apresentando area colhida de 1,19 milhdes de hectares, e um
rendimento médio de 14,70 t.ha™ (FAO, 2019). Dentre os estados brasileiros, o
Para (com 3,7 milhdes de toneladas) se destaca com maior producédo, seguido
de Parana (com 3,2 milhdes de toneladas) e Sdo Paulo (com 1,4 milhdes de
toneladas). A Bahia estd em sétimo lugar no ranking de maior produtora (com
0,65 milhdo de toneladas), sendo o estado com a maior producdo na regido
Nordeste, e terceiro lugar no ranking de area colhida (com 92.788 hectares)
(IBGE, 2019).

Na regidao Norte do Brasil, existe o consumo tradicional de diversos
produtos derivados da raiz e da folha da mandioca. Os principais produtos
obtidos das raizes da mandioca séo: farinhas d’agua, seca e mista (mistura da
massa ralada e fermentada); goma, subproduto da farinha, que é utilizada para
consumo familiar e comercializacdo para fabricacdo da farinha de tapioca,
biscoitos e o tucupi (molho feito com manipueira e pimenta) que é extraido de
raizes amarelas e participa da confeccdo de pratos tipicos da regidao, a
exemplo do Tacacé (caldo do tucupi com folhas de jambu) (CARDOSO et al.,
2001; SONATI; VILARTA,; SILVA, 2009).

A forma mais comum de consumir as folhas de mandioca € no prato
tipico conhecido como manigoba, que leva uma mistura de carnes e folhas de
mandioca cozidas. Na regido Nordeste é a farinha de mandioca que se destaca
entre os produtos derivados dessa raiz (SONATI; VILARTA; SILVA, 2009).
Quanto a questao nutricional das folhas, na matéria seca € possivel que se
obtenha cerca de 30% de proteina bruta e grandes teores de minerais, tais
como, zinco, ferro, célcio, fésforo, potassio e magnésio e vitaminas (B1, B2, C
e carotenoides) (LATIF; MULLER, 2015).

As folhas sdo comumente consumidas, além do Brasil, em outros
paises da América do Sul e em varios paises da Africa e Asia (PARMAR;
STURM; HENSEL, 2017). O congo foi listado como maior consumidor de folhas
de mandioca, constituindo cerca de 60% de todo o consumo de vegetais
(LATIF; MULLER, 2015). Na Serra Leoa e na Libéria também s&o consumidas
pelas mulheres gravidas para aumentar a producdo de leite materno
(AREGHEORE, 2012).
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A mandioca é uma cultura com importante papel na seguranca
alimentar de populacbes menos favorecidas economicamente, além de ser
matéria prima em uma vasta gama de produtos processados importantes para
0 crescimento dos mercados nacionais e para as exportagoes, dentre eles
estdo: tapioca, farinhas, amidos modificados, chips, bebidas, racdes para
alimentacdo animal, acido latico, glicose liquida, frutose, maltose, plasticos
biodegradaveis e producédo de bioetanol (BALAGOPALAN, 2002; LU; DING;
WU, 2011; JIMENEZ et al., 2012; HEUZE et. al., 2016; FAO, 2018).

Toda a planta pode ser utilizada para alimentacdo animal, por meio de
diferentes processamentos, a exemplo da trituracdo, secagem e ensilagem, os
guais promovem a reducao do teor de compostos cianogénicos e aumentam a
gualidade nutricional (ORORORO et al., 2014; LI et al., 2019). As folhas sé&o
uma Otima fonte de proteinas para os animais, com niveis variando de 16,6% a
39,9% (KHIEU et al.,, 2005) e no caso das vacas leiteiras, a suplementacao
com 1 a 2 kg de feno de mandioca por animal por dia, garante a melhoria do
desempenho (FAO, 2013).

3. Variabilidade genética para caracteristicas relacionadas a qualidade
de raiz e componentes de produtividade em mandioca

A mandioca tem sua origem na regido Sul da Amazonia (OLSEN;
SCHAAL, 1999) e segundo estudo de Léotard et al. (2009), sua domesticacao
ocorreu apenas uma vez, mais precisamente no sudoeste da Amazbnia, que
atualmente corresponde aos estados de Rondonia e Mato Grosso. Sdo nesses
dois estados, juntamente com Tocantins, Goias e Acre, que ocorrem as
populacdes silvestres dessa cultura no Brasil (OLSEN; SCHAAL, 1999).

Para assegurar a manutencdo da variabilidade genética das plantas
foram criados os bancos de germoplasma, em condi¢bes seminaturais, o que
garante a disponibilidade de genes para o melhoramento genético (RABBI et
al., 2017). Algumas organizacdes internacionais e nacionais tém atuado na
conservacao de germoplasma e no melhoramento de cultivares de mandioca a
exemplo do Instituto Internacional de Agricultura Tropical (IITA), lbadan,
Nigéria; Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), Cali, Colémbia;

Embrapa Mandioca e Fruticultura (CNPMF), Bahia, Brasil; Instituto Central de
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Pesquisa de Tubérculos (CTCRI), india; Centro de Pesquisa de Culturas de
Campo Rayong, Tailandia e institutos similares na Indonésia, Filipinas e Vietna
(PARMAR; STURM; HENSEL, 2017).

A conservagdo da variabilidade genética do Brasil tem sido feita de
forma in situ e ex situ, realizada pela EMBRAPA Recursos genéticos e
Biotecnologia (CENARGEN), que iniciou as coletas em 1975 e em 1993 ja
contava com mais de 50.000 acessos de diferentes culturas, sendo que
algumas espécies de propagacdo vegetativa, como a mandioca, foram
conservadas in vitro (RAMALHO; SANTOS; PINTO, 2008). A Embrapa
Mandioca e Fruticultura (Cruz das Almas, Bahia, Brasil), mantém mais de 1.600
acessos in vivo. Essa variabilidade é representada principalmente por
variedades selecionadas naturalmente pelos produtores e por variedades
melhoradas (OLIVEIRA et al., 2014).

A avaliacdo da diversidade genética e caracterizacdo do germoplasma
de mandioca € uma importante estratégia, por contribuir com informacdes
relacionadas a variabilidade genética das cultivares e também identificar
combinagbes parentais que permitam o desenvolvimento de progénies
segregantes com maxima variabilidade genética e introgressao de genes
desejaveis presentes no germoplasma disponivel (OLIVEIRA et al., 2014). Para
isto, a andlise simultanea de diferentes variaveis pode proporcionar uma
melhor representacdo da real variabilidade genética (OLIVEIRA; OLIVEIRA
FILHO; SANTOS, 2015).

A produtividade de raizes de mandioca depende de fatores externos
relacionados ao ambiente e ao manejo cultural, embora o componente genético
seja 0 mais determinante na obtencao de altas produtividades. A produtividade
de raizes é uma das principais caracteristicas a serem buscadas na sele¢ao de
genotipos de mandioca, pois esta intimamente relacionada a rentabilidade da
cultura (FUHRMAN et al., 2019). Entretanto, diversas outras caracteristicas de
desempenho agrondémico devem ser levadas em consideragéo para 0 sucesso
de uma variedade (OLIVEIRA; OLIVEIRA FILHO; SANTOS, 2015; FUHRMANN
et al., 2019).

A fim de suprir uma dieta deficiente em nutrientes, estratégias como a

biofortificacdo, buscam a obtencdo de variedades com alto conteudo de
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carotenoides (SAYRE et al, 2011). Por muito tempo, o projeto global
HarvestPlus, objetivou promover o desenvolvimento de variedades com
maiores teores de vitaminas e minerais por meio de métodos convencionais de
melhoramento. A principal estratégia envolveu a identificagdo de variedades
com altos teores de micronutrientes e posterior cruzamento com variedades
com caracteristicas agronébmicas desejaveis (SALTZMAN et al., 2017), e desde
entdo o aumento do teor de carotenoides em raizes de mandioca tem sido foco
constante em programas de melhoramento da espécie (ESUMA et al., 2012;
CEBALLOS et al., 2013; RABBI et al., 2017; CEBALLOS et al., 2017; BEYENE
et al., 2017). Neste caso, o foco € o desenvolvimento de variedades de mesa
para consumo cozida ou minimamente processada, que deve possui baixo
contetdo de compostos cianogénicos.

Toda a planta da mandioca apresenta toxicidade, devido a presenca de
glicosideos cianogénicos, sobretudo a linamarina (95%) e lotaustralina (5%),
gue sao sintetizados a partir dos aminoacidos valina e isoleucina,
respectivamente (RIJSSEN; MORRIS; ELOFF, 2013). Estes compostos sao
defesas naturais da planta contra insetos e animais e a concentragao desses
compostos podem variar entre diferentes cultivares, a depender da
disponibilidade de nutrientes do solo e das condicGes ecolégicas em que a
cultura esta se desenvolvendo (PARMAR; STURM; HENSEL, 2017). A enzima
linamarase esta presente na parede celular e os compostos cianogénicos estdo
compartimentalizados dentro da célula. Uma vez ocorrendo a ruptura nas
células da planta por meio de danos mecanicos, a linamarina entra em contato
com a linamarase, provocando a liberagdo do acido cianidrico (HCN)
(PARMAR; STURM; HENSEL, 2017). No Brasil, as variedades de mandioca
sdo denominadas “mansas” ou “bravas”. As bravas contém teores a partir de
100 mg de acido cianidrico/kg de polpa de acordo com o conteudo de
glicosideos cianogénicos (FRANCK et al., 2011).

O teor de glicosideos cianogénicos das folhas é superior em relacao as
raizes; entretanto sdo degradados durante o cozimento ou processamento de
forma semelhante ao que ocorre nas raizes (LATIF; MULLER, 2015; PARMAR;
STURM; HENSEL, 2017). A ingestdo de grandes quantidades de cianeto por

humanos pode levar a intoxicacdo causando diversos sintomas, como dores de
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cabeca, nduseas, tonturas, diarreia, vdmitos e em casos extremos, a morte
(NHASSICO et al., 2008). Por isso, é importante que o melhoramento genético
desenvolva variedades com teores de compostos cianogénicos em niveis nao
prejudiciais a saude humana (PARMAR; STURM; HENSEL, 2017).

O amido é o principal componente presente nas raizes e ainda o
principal produto explorado da mandioca, chegando a cerca de 80% do total da
matéria seca (SANCHEZ et al., 2009). De modo geral, o acimulo méximo da
matéria seca acontece no final do periodo seco, pouco antes da chegada das
chuvas (CEBALLOS; HERSHEY; BECERRA-LOPEZ-LAVALLE, 2012). O teor
de matéria seca nessas raizes varia em torno de 30% (em matéria fresca),
podendo alcancar maiores amplitudes em funcdo dos ganhos genéticos em
programas de melhoramento (SANCHEZ et al., 2009; SANCHEZ et al., 2014;
RABBI et al., 2017).

Devido a alta correlacdo entre o conteudo de matéria seca e o amido,
o melhoramento genético tem buscado aproveitar esta correlacao positiva para
seu aumento simultaneo. Por esse motivo, estudos recentes tem como foco a
determinacdo do conteudo de matéria seca de forma mais eficiente e acurada,
além da compreensao das causas genéticas que interferem no seu acumulo ao
longo do ciclo de desenvolvimento da planta (SANCHEZ et al., 2014; RABBI et
al., 2017; IKEOGU et al., 2017).

O amido é constituido por dois tipos de polimeros de glicose: a amilose
e a amilopectina (LEMOS et al., 2019). Baseado em uma grande quantidade de
genotipos, uma estimativa bastante robusta do teor médio de amilose é de
20,7% (SANCHEZ et al., 2009). O contetido desse polimero é um parametro de
gualidade importante para produtos a base de amido, pois afeta propriedades
como gelatinizacao, solubilidade, caracteristica de pasta e textura (ZHU et al.,
2008).

4. Carotenoides

Os carotenoides sdo pigmentos responsaveis pelas cores que variam
do amarelo ao vermelho em frutos, vegetais, fungos e flores (MALDONADO-
ROBLEDO et al., 2003) e desempenham papel fundamental na saide humana,

a exemplo do B-caroteno, que dependendo de sua metabolizacdo atua como
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antioxidante, extinguindo o oxigénio singleto e eliminando radicais peroxil
(STROBEL; TINZ; BIESALSKI, 2007).

O B-caroteno € o carotenoide encontrado em maior quantidade na
mandioca e atua como precursor da vitamina A. Ele é absorvivel, biodisponivel
e convertido em retinol no corpo humano (CEBALLOS et al., 2017). Na
fotossintese, os carotenoides tém funcdo de pigmento para absorcéo de luz e
fotoprotetores contra danos oxidativos (DELGADO-VARGAS; JIMENEZ;
PAREDES-LOPES, 2000).

O [B-caroteno e o0 licopeno sado exemplos de carotenos que sao
carotenoides hidrocarbonetos, jA os carotenoides com fun¢gdes quimicas
oxigenadas sao chamados de xantofilas, como a B-criptoxantina, cantaxantina.
Além disso, eles podem ser aciclicos (licopeno), monociclicos (y-caroteno) ou
biciclicos (a- e B-caroteno). Se apresentam geralmente na forma trans, embora
haja a forma cis (RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA; AMAYA-FARFAN, 2008).

A biofortificacdo da mandioca € um processo que busca o aumento do
conteudo de B-caroteno por meio de técnicas convencionais de melhoramento
e pela transformacdo genética, a fim de obter variedades enriquecidas
nutricionalmente e introduzi-las em areas onde ha o consumo mais intenso da
cultura, visando a reducédo da deficiéncia de vitamina A (OLURANTI; BADEJO;
FAGBEMI, 2016; SALTZMAN et al., 2017; CEBALLOS et al., 2017).

A existéncia de variabilidade genética para teor de carotenoides tem
atraido a atencdo dos melhoristas de mandioca na tentativa de desenvolver
variedades com caracteristicas agrondmicas adequadas ao cultivo, e que ao
mesmo tempo sejam biofortificadas e com isso possam agregar valor
nutricional a dieta (SAYRE et al., 2011; CEBALLOS et al., 2017; FUHRMANN
et al., 2019). Nos ultimos anos, o programa de melhoramento do Centro
Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) praticamente triplicou a
concentracdo original de carotenoides nas raizes de mandioca por meio do
melhoramento convencional (CEBALLOS; HERSHEY; BECERRA-LOPEZ-
LAVALLE, 2012; CEBALLOS et al., 2013; SANCHEZ et al., 2014). Este
progresso foi observado ao longo dos ciclos de selecédo, apresentando valor
méaximo de 10,3 pg.g”' no ano de 2004 e 24,3 pg.g"' no ano de 2012
(CEBALLOS et al., 2013).
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Os pigmentos carotenoides sdo degradados pelo calor, luz e oxigénio
(RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA; AMAYA-FARFAN, 2008). Maziya-Dixon;
Dixon; Ssemakula (2009) constataram que o contetdo de carotenoides total foi
reduzido quando as raizes cruas foram descascadas e raladas em todas as
variedades incluidas no estudo, e essa reducao possivelmente foi resultado da
oxidacao devido a exposicdo a luz e ao ar. Além disso, 0 processamento
guebra a matriz da planta, incluindo os compartimentos celulares e a ligacao de
proteinas que servem para proteger e estabilizar os carotenoides (OLURANTI;
BADEJO; FAGBEMI, 2016).

5. Fenotipagem de alto rendimento por meio de imagens

A fenotipagem é descrita como um conjunto de metodologias e
protocolos usados para medir 0 crescimento, a arquitetura e a composicao das
plantas com exatiddo e precisdo em diferentes escalas de organizacdo, de
o0rgdos a dosséis. Seu objetivo € fornecer dados quantitativos sobre as
respostas dinamicas entre as plantas e o meio ambiente (FIORANI; SCHURR,
2013).

A imagem digital surgiu como um marco para a captura de informacdes
fenotipicas quantitativas na maioria das abordagens automatizadas ou
semiautomaticas. A geracdo de imagens permitiu que muitos aspectos do
desenvolvimento, funcdo e saude da planta fossem monitorados, medidos e
rastreados de maneiras anteriormente inatingiveis usando métricas
convencionais (COBB et al., 2013). Essa abordagem como alternativa de
fenotipagem de alto rendimento tem se tornando cada vez mais comum em
diversas linhas de pesquisa (FIORANI; SCHURR, 2013).

A utilizacdo de imagens para avaliar caracteristicas baseadas em cores
apresenta fortes correlacbes entre dados digitais e visuais. Esse método de
fenotipagem resulta em economia de tempo de analise, permite utilizar
cameras digitais disponiveis comercialmente e softwares de cddigo aberto,
demonstrando alto potencial para uso em programas de melhoramento de
plantas (WALTER et al., 2019). Esta ferramenta permite extrair informacdes de

cor das imagens, correlacionar com a caracteristica associada e a partir dai
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desenvolver modelos para quantificar indiretamente a caracteristica (BAI et al.,
2018).

Entretanto, a medicdo de cores de imagens digitais requer
padronizacao e interpretacdo porque os dispositivos digitais usam o espaco de
cores Red Green Blue (RGB) gue nédo é padronizado, nao € linear e pode variar
entre dispositivos de hardware e aplicativos de software (DARRIGUES et al.,
2008). O software Tomato Analyzer € gratuito e dispbe da ferramenta Color
Test para coletar medicGes objetivas de cores de imagens JPEG, de forma
confidvel, precisa e acessivel. Essa ferramenta registra os valores RGB de
cada pixel do objeto selecionado e os traduz em valores médios L*, a* e b*do
espaco de cores CIELAB (CIE, 1978), que é um padrao de referéncia
comumente utilizado para medir a cor do objeto (DARRIGUES et al., 2008). O
valor de L* define a luminosidade (L* = 0 escuriddo e L* = 100 claridade) e a* e
b* sdo responsaveis pela cromaticidade (+a*vermelho e -a* verde),
(+b*amarelo e -b*azul). Por meio do médulo L*, a* e b*, € possivel calcular o
chroma (croma ou intensidade de cor; O - cor impura e 60 — cor pura) por meio
da formula [(a** + b%)Y?], e o hue (tonalidade ou angulo de cor; 0° vermelho; 90°

amarelo; 180° verde; 270° azul e 360° negro) por meio das formula H° = tan —
1 (Z—:) , quando a*>0 e b*20, e H° = 180 +tan — 1 (Z—) quando a*<0.

Diferentes estudos utilizaram imagens para avaliar caracteristicas
baseadas em cor, utilizando diferentes dispositivos de captura, em diferentes
culturas, como deteccdo de tomates maduras (cor vermelha) (KHOSHROO;
AREFI; KHODAEI, 2014), deteccdo de frutos imaturos de péssego
(KURTULMUS; LEE; VARDAR, 2014), desenvolvimento de pontuacdo
automatizada de clorose por deficiéncia de ferro em soja (BAI et al., 2018),
para investigar as respostas morfofisiologicas do milho ao suprimento de
nitrogénio e agua (DODIG et al.,, 2019), identificacdo do amarelecimento
fisiolégico do trigo (WALTER et al., 2019) e para caracterizacdo e compreensao
da diversidade de plantas (LI; FRANK; MIGICOVSKY, 2019).

Na cultura da mandioca, essa ferramenta também tem demonstrado
excelentes resultados, em estudo de associacdo de caracteristicas de

arquitetura de raiz da mandioca com concentragdo de micronutrientes
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(BUSENER et al.,, 2020), estimativa do crescimento e do desempenho
nutricional da mandioca sob irrigacdo deficitaria e fertirrigacdo com potassio
(WASONGA et al.,, 2021) e avaliagdo de caracteristicas relacionadas a
estrutura do dossel e rendimento da raiz (SELVARAJ et al., 2020).

Em relacdo a estimativa indireta do teor de carotenoides por meio da
fenotipagem baseada em imagens, resultados promissores foram descritos por
Ye; lzawa; Zhang (2018), que desenvolveram um aplicativo para determinacao
rapida do teor de licopeno nos frutos de tomate e classificagcdo com base nas
cores, por Gonzalez et al. (2020), que apresentaram uma metodologia para
predicdo do teor de carotenoides individuais a partir de parametros de andlise
de imagens digitais de amostras de polen de espécies das familias
Brassicaceae, Myrtaceae, Fabaceae, e por Aditya; Saputro; Handayani (2018),
gue implementaram um algoritmo genético no sistema de predicao de imagens
Visible-NIR para predicdo do contetudo de carotenoides em Amaranthus sp, O
estudo da relacdo entre indices de cor extraidos das imagens e teor de
carotenoides foram demonstrados na cultura da cenoura (Daucus carota)
(PACE et al.,2013), tomate (Solanum lycopersicum L.) (STINCO et al., 2013),
azeite de oliva (Olea europaea) (SANAEIFAR; JAFARI; GOLMAKANI, 2018) e
tangerina (Citrus reticulata Blanco) (HADIMAN; MITTAL, 2019).
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DIVERSIDADE FENOTIPICA E SELECAO NO GERMOPLASMA
BIOFORTIFICADO DE MANDIOCA PARA CARACTERISTICAS
PRODUTIVAS E DE QUALIDADE DA RAIZ

RESUMO: O aumento do teor de carotenoides (TCC) e a melhoria de outras
caracteristicas da qualidade das raizes tem sido o foco da biofortificacdo de
mandioca. Este estudo objetivou: i) avaliar a variabilidade genética para TCC,
bem como para atributos produtivos e de qualidade das raizes no germoplasma
de mandioca, ii) estimar correlagBes potencialmente Uteis para selegdo, e iii)
selecionar parentais e estimar ganho genéticos potenciais. Foram utilizados
dados de 2011 a 2020 de 265 gendtipos de mandioca com raizes de coloracéo
creme e amarela para caracteristicas como teor de matéria seca pelos métodos
gravimétrico DMC.Grav, %) e secagem em estufa (DMC.OD, %), produtividade
da parte aérea (PPA, t.hal), raizes frescas (PTR, t.ha™) e secas (PROD.Dry,
t.ha), indice de colheita (IC, %), nimero médio de raizes por planta (NRP),
teor de amido (AMD, %), cor da polpa das raizes (CorPolpa), teor de
compostos cianogénicos (HCN) e de carotenoides totais (TCC, pg.gr). A
distribuicdo dos BLUPs demonstrou grande variacao fenotipica para todas as
caracteristicas de qualidade da raiz e agronbmicas no germoplasma de polpa
amarela. Seis grupos bastante distintos em relacdo as caracteristicas
produtivas de qualidade das raizes, sobretudo TCC, DMC e PTR foram
identificados. Apenas TCC apresentou alta herdabilidade (h?=0,72), enquanto
as demais caracteristicas tiveram baixa a média magnitude (h? entre 0,21 e
0,60). O TCC foi fortemente correlacionado com cor de polpa (r=0,70), mas
praticamente nula e sem significancia para DMC. A analise network identificou
uma clara separacédo entre os atributos agronémicos e de qualidade das raizes
de mandioca, com algumas interconexdes entre elas. A selecdo dos 30
gendtipos para recombinacdo no programa de melhoramento de mandioca tem
potencial para elevar o TCC em 37% e reduzir o HCN em -19,4%, além de
aumentar a PTR e PROD.Dry em 37,7% e 40%, respectivamente. Este € o
primeiro estudo consolidado sobre o potencial do germoplasma para o
desenvolvimento de variedades biofortificadas de mandioca no Brasil.

Palavras-chave: Carotenoides, melhoramento genético, qualidade de raiz.
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PHENOTYPICAL DIVERSITY AND SELECTION IN BIOFORTIFIED
CASSAVA GERMPLASM FOR YIELD AND QUALITY ROOT TRAITS

ABSTRACT: Increasing carotenoid content (TCC) and improving other root
guality has been the focus of cassava biofortification. This study aimed to: i)
evaluate the genetic variability for TCC, as well as for root yield and root quality
attributes in cassava germplasm, ii) estimate potentially useful correlations for
selection, and iii) select parents for breeding and estimate the potential genetic
gain. Historical data from 2011 to 2020 of 265 cassava genotypes with cream
and yellow roots were analyzed for characteristics such as dry matter content
by gravimetric methods DMC.Grav, %) and oven dry (DMC.OD, %), shoot yield
(PPA, t.ha™), fresh root yield (PTR, t.ha™) and dry root yield (PROD.Dry, t.ha™),
harvest index (IC, %), average number of roots per plant (NRP), starch content
(AMD, %), root pulp color (CorPolpa), cyanogenic compounds (HCN) and total
carotenoids content (TCC, pg.g™). The distribution of BLUPs showed great
phenotypic variation for all root quality and agronomic traits in yellow pulp
germplasm. Six very distinct groups were formed in relation to the productive
characteristics of root quality, mainly TCC, DMC and PTR. Only TCC showed
high broad-sense heritability (h2=0.72), while the other traits had low to medium
magnitude (h?= between 0.21 and 0.60). TCC was strongly correlated with pulp
color (r=0.70), but practically null and without significance for dry matter content
in the roots. The network analysis identified a clear separation between the
agronomic and quality attributes of cassava roots, with some interconnections
between them. The selection of the 30 genotypes for recombination in the
cassava breeding program has the potential to raise TCC by 37% and reduce
the content of cyanogenic compounds by -19.4%, in addition to increasing PTR
and PROD.Dry by 37.7 % and 40%, respectively. This is the first consolidated
study on the potential of germplasm for the development of biofortified cassava

varieties in Brazil.

Keywords: Carotenoids, genetic improvement, root quality.
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1. INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é uma cultura de raiz amilacea
amplamente cultivada no Sudeste Asiatico, América Latina, Caribe e Africa
Subsaariana para consumo humano e animal e como matéria-prima para
biocombustiveis e diversos outros produtos industrializados com ampla gama
de usos (HOWELER; LUTALADIO; THOMAS, 2013). A Nigéria € lider em
producdo de raizes de mandioca, seguida pela Republica Democratica do
Congo, Tailandia e Gana, com uma producao de 59,19; 40,05; 31,07; e 22,44
milhdes de toneladas, respectivamente, de raiz em 2019 (FAO, 2020). O Brasil
se destaca como o0 5° maior produtor mundial, com producéo de 17,49 milhGes
de toneladas, colhida em cerca de 1,19 milhdes de hectares, com um
rendimento médio nacional de cerca de 14,70 t.ha™* (FAO, 2020). Embora, haja
grandes variacdes na produtividade nacional de mandioca, pois a média da
regido Nordeste é de 9,80 t.ha!, enquanto a regido Sul do Brasil estd em 21,71
t.ha™® (IBGE, 2019).

As raizes da mandioca sdo uma excelente fonte de calorias devido ao
acumulo de amido (MONTAGNAC; DAVIS; TANUMIHARDJO, 2009), sendo
este o principal produto explorado comercialmente na mandioca, cujos usos na
indastria alimenticia, papel e celulose, téxtil, petréleo, dentre outras € bastante
reconhecido (BALAGOPALAN, 2002; FAO, 2018). A mandioca é a segunda
fonte mais importante de amido no mundo (STAPLETON, 2012). Além do
amido, a raiz da mandioca possui agua, fibras, fracbes de proteina, gordura,
elementos minerais (Zn, Fe, N, Ca, P, K e Mg) e vitaminas (B1, B2, B3, C e -
caroteno) (SAYRE et al., 2011; PARMAR; STURM; HENSEL, 2017; BAYATA,
GURE; KEDIR, 2018).

A mandioca possui alta resiliéncia ambiental e é capaz de garantir niveis
minimos de produtividade mesmo quando submetida a diversos estresses
ambientais, a exemplo do hidrico, cultivo em solo de baixa fertilidade natural e
a manejos com baixo uso de tecnologias produtivas (BURNS et al.,, 2010;
JARVIS et al., 2012). E uma cultura de facil adaptacéo aos cenarios associados
as futuras mudancas climaticas, tendo assim um alto potencial para ser uma

cultura de segurangca alimentar em regibes menos favorecidas
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economicamente (FAO, 2018). Os programas de melhoramento da mandioca
buscam identificar e selecionar gendtipos com caracteristicas desejaveis a
exemplo da produtividade de raizes e amido, além da resisténcia a pragas e
doencgas (OLIVEIRA; OLIVEIRA FILHO; SANTOS, 2015), menor toxicidade
(PARMAR; STURM; HENSEL, 2017), tolerancia ao déficit hidrico (KOUNDINYA
et al., 2018) e melhor conteudo nutricional (ESUMA et al., 2012; CEBALLOS et
al., 2013).

A biofortificagdo de culturas béasicas é uma iniciativa mundial cujo
objetivo é garantir a seguranca alimentar da populacdo, fornecendo os
nutrientes essenciais para o desenvolvimento humano por meio da alimentacéao
basica (MAYER; PFEIFFER; BEYER, 2008; SALTZMAN et al., 2017; BOUIS;
SALTZMAN, 2017; ALAMU et al.,, 2019). O processo da biofortificacdo em
mandioca visa aumentar o contedudo de carotenoides por meio de técnicas
convencionais de melhoramento, tirando proveito da variabilidade genética
natural da espécie (ESUMA et al., 2012; CEBALLOS et al., 2013), assim como
pela transformacao genética (WELSCH et al., 2010; FAILLA et al., 2012).

Os carotenoides desempenham papel fundamental para saide humana
(CUEVAS et al.,, 2010), pois o B-caroteno é responsavel por atuar como
precursor da vitamina A, possui propriedades antioxidantes (SHETE;
QUADRO, 2013) e é o carotenoide mais abundante na mandioca (CEBALLOS
et al., 2017). Portanto, a mandioca é uma espécie candidata a atuar como fonte
de carotenoides, sobretudo em regides onde seu consumo é alto devido a
guestBes culturais tradicionais e também pela dificuldade de se cultivar outras
espécies, a exemplo da regiao semiarida no Nordeste do Brasil.

A maioria das variedades lancadas no Brasil até 2002 tinha coloracéo de
polpa branca (FUKUDA et al., 2002). Nesse periodo, o teor de carotenoides em
clones melhorados e landraces no germoplasma de mandioca mantido pelo
CIAT, incluindo clones oriundos do Brasil, apresentava uma variacédo de 1,02 a
10,40 pg.g™ de contetido de carotenoides nas raizes frescas (CHAVEZ et al.,
2005). Nos ultimos anos, as novas variedades biofortificadas langadas no Brasil
apresentaram teores de carotenoides totais variando entre 3,3 e 8,7 pug.g* de
B-caroteno (FUKUDA et al., 2005; FUKUDA; PEREIRA, 2005; FUKUDA et al.,

2009). Entretanto, recentes estudos tém demonstrado uma variacdo entre 0,20
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a 30,84 ug.g™* no germoplasma de mandioca (SANCHEZ et al., 2014; RABBI et
al., 2017). A presenca de variabilidade genética para o teor de carotenoides
totais tem permitido o desenvolvimento de germoplasma biofortificado, usando
estratégias convencionais de melhoramento, para tratar a deficiéncia de
vitamina A na Africa Subsaariana (SAYRE et al., 2011; NJOKU et al., 2014;
TALSMA et al., 2016), e na américa latina (MEENAKSHI et al.,, 2010;
CEBALLOS et al., 2013).

A possibilidade de aliar variedades biofortificadas com caracteristicas
culinérias desejaveis e alto desempenho agronémico tem demandado muitas
pesquisas voltadas para o melhoramento genético da mandioca (MEZZETE et
al., 2009; BELALCAZAR et al., 2016; FUHRMANN et al., 2019; PARKES et al.,
2020). Entretanto, o programa de biofortificagdo em mandioca deve focar no
desenvolvimento de variedades de mesa, considerando que a retencédo de
carotenoides em amostras de raizes cozidas esta entre 95-100% (TALEON et
al., 2019). Neste caso, além do alto teor de carotenoides as variedades de
mesa biofortificadas precisam ter baixo teor de compostos cianogénicos, alto
teor de matéria seca nas raizes, associadas a alta performance agronémica.

As variedades de mandioca “brava” ou amarga possuem elevado teor de
compostos cianogénicos (linamarina e lotaustralina) em toda a planta, os quais
sdo efetivamente reduzidos com diferentes métodos de processamento e
fermentagdo (PARMAR; STURM; HENSEL, 2017). De acordo com a
concentracdo de glicosideos cianogénicos nas raizes, 0os genotipos podem ser
classificados em mandioca “brava” (2100 mg compostos cianogénicos kg™) ou
mandioca “mansa” (100 mg compostos cianogénicos kg™') (MCKEY et al.,
2010).

O teor de matéria seca nas raizes podem variar de 8,4 a 52,5%
(SANCHEZ et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015; OLIVEIRA, et al., 2017; RABBI
et al., 2017), com ampla variagcdo natural para melhorar esta caracteristica.
Entretanto, diversos relatos em painéis de germoplasma oriundos da Africa
(clones melhorados e variedades locais), tem demonstrado a existéncia de
correlagdes negativas (-0,22 a -0,59) entre teor de carotenoides e teor de
matéria seca nas raizes (AKINWALE et al., 2010; ESUMA et al., 2012; NJOKU
et al., 2015; RABBI et al., 2017). Recentemente, Rabbi et al. (2017), analisaram
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um painel de 672 clones africanos de mandioca e identificaram dois loci no
cromossomo 1 nas posicoes 24.1 e 30.5 Mbp, associados a cor das raizes de
mandioca (altamente correlacionada com teor de carotenoides) e um unico
locus para o teor de matéria seca na regido proxima a 24,1 Mbp no
cromossomo 1. Estes autores relataram, portanto, a ocorréncia de ligacéo
fisica entre estas duas caracteristicas no germoplasma de mandioca africano.

A garantia da adocdo de variedades biofortificadas de mandioca
depende da geracdo de progénies que permitam aumento simultaneo do teor
de carotenoides e caracteristicas agronémicas que sdo esséncias para garantir
a comercializacdo das raizes (alto teor de matéria seca, baixo teor de
compostos cianogénicos, raizes com tamanho e formato adequados) e ao
mesmo tempo a rentabilidade dos agricultores (alta produtividade de raizes,
resisténcia pragas e doencas e adequagao a sistemas de plantio minimamente
mecanizados).

Um dos principais passos para a inclusdo de clones como parentais em
blocos de cruzamentos é a caracterizacdo do seu potencial produtivo, de
resisténcia a doenca, adequacao ao manejo cultural alvo, e sobretudo quanto a
gualidade das raizes. Esta etapa permite identificar combina¢es parentais que
podem maximizar as recombinacfes para gerar progénies segregantes com
alta variabilidade genética e a0 mesmo tempo permitir a introgresséo de genes
desejaveis (OLIVEIRA et al.,, 2014). Entretanto, poucos estudos tem se
dedicado a uma ampla caracterizagdo do germoplasma de mandioca brasileiro
para todas estas caracteristicas associadas a aceitacdo de variedades
biofortificadas. Portanto, este estudo teve como objetivo avaliar a variabilidade
fenotipica para caracteristicas associadas a qualidade de raiz e produtividade
de gendtipos biofortificados de mandioca e selecionar os mais promissores
para uso no melhoramento da espécie. Também foram analisadas as
correlacdes entre as diversas caracteristicas avaliadas e o ganho genético

potencial com a selecdo dos melhores clones para blocos de cruzamentos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Ensaios de campo para coleta dos dados
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Neste estudo foram utilizados dados do programa de melhoramento
genético de mandioca da Embrapa Mandioca e Fruticultura, coletados entre os
anos de 2011 a 2020. No total foram conduzidos 21 ensaios nas cidades
baianas de Cruz das Almas, Laje e Valenca entre os anos de 2011 a 2020.
Informacgdes detalhadas sobre cada tipo de solo, coordenadas dos ensaios e
anos de avaliacdo estdo disponiveis na Tabela 1. De acordo com a
classificacdo de Koppen, o clima das regibes de avaliacdo dos ensaios é do
tipo Af, i.e., clima tropical quente e Umido, com precipitagdo média anual
variando de 1200 a 1500 mm, com maior incidéncia de chuvas no periodo
compreendido entre marco e julho, com temperatura média anual de 24,5°C e
umidade relativa do ar de aproximadamente 80%.

Os ensaios de avaliagdo do germoplasma de mandioca foram instalados
em delineamento de blocos aumentados, com parcelas compostas por duas
linhas com oito a dez plantas cada (total de 16 a 20 plantas por parcela),
espacadas de 0,90 m entre linhas e 0,80 m entre plantas. Entre 4 e 34
variedades melhoradas da Embrapa e variedades locais foram plantadas como
testemunhas comuns nos diferentes blocos aumentados (que variaram de 5 a
22).

O sistema de cultivo convencionalmente utilizado na regido foi utilizado
para preparar com solo (uma aracéo, duas gradagens e abertura dos sulcos de
plantio com auxilio de uma plantadeira de mandioca, sem discos de cobertura
do solo). O plantio de manivas com aproximadamente 16-18 cm de
comprimento foi realizado manualmente.

Todos os ensaios foram conduzidos em condi¢cdes de sequeiro (sem
irrigacdo complementar), seguindo o manejo cultural da regido, de acordo com
as recomendagOes de Souza; Souza; Gomes (2006). O plantio foi realizado
durante o periodo chuvoso na regido (maio a agosto) de modo a garantir a
guantidade minima de umidade no solo necessaria para germinacdo e

estabelecimento da cultura.
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Tabela 1. Localizacdo e caracterizacdo dos locais de implementacdo dos

ensaios de avaliagdo do germoplasma de mandioca.

Codigo  Ano Local Cidade Baianas  Altitude Coordenadas ;Fi)[;lug*de
Agrovl 2011 Embrapa Cruz das Almas 215 ;;ggggg\?\/ LatAm
Agrov2 2011 Embrapa Cruz das Almas 210 ;;ggigg\?\/ LatAm
BAG-C 2012 Embrapa Cruz das Almas 200 ;goggggg\i’ LatAm
AgroVl 2013 Bahiamido Laje 180 ;g:ggggj\?\/ LatVemAm
AgrovVl 2013 UFRB Cruz das Almas 210 ;gogiggg\?\/ LatAm
BAG-C 2013 Embrapa Cruz das Almas 217 ;gzrgg(z)éi\?v LatAm
BAG-1.2 2014 Embrapa Cruz das Almas 216 ;g:gggig\?\/ LatAm
BAG-1.1 2014 Embrapa Cruz das Almas 216 ;;gg(z)ig\?v LatAm
BAG-1 2014 Bahiamido Laje 180 ;g:ggigg\?\/ LatAm
BAG-2 2014 Bahiamido Laje 175 ;g:ggigg\?\/ LatAm
BAG-3 2014 Bahiamido Laje 180 ;g:ggigg\?\/ LatAm
BAG-1.1 2015 Embrapa Cruz das Almas 216 ;;gg(z)ig\?v LatAm
BAG-1 2015 Bahiamido Laje 196 ;g:ggjgg\?v LatAm
BAG-2 2015 Bahiamido Valenca 40 ;g:iiigg\?\/ ArgVemAm
BAG-2 2015 UFRB Cruz das Almas 210 ;goiiégj\?\/ LatAm
BAG-3 2015 Bahiamido Laje 196 ;g:ggigg\?\/ LatAm
BAG-4 2015 Embrapa Cruz das Almas 216 ;S:ggégg\?\/ LatAm
BAG-1.1 2018 UFRB Cruz das Almas 223 ;Soiiiéi\?\/ LatAm
BAG-1.1 2019 UFRB Cruz das Almas 223 ;Soiiﬁg\?\/ LatAm
BAG-1.1 2020 UFRB Cruz das Almas 225 ;Soigggi\?\/ LatAm
BAG-1.2 2020 UFRB Cruz das Almas 225 12739'49.2"S LatAm

39°03'58.1"W
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*LatAm = Latossolo Amarelo, LatVemAm = Latossolo vermelho amarelo, ArgvVemAm =

Argissolo vermelho amarelo

2.2Painel de germoplasma

O painel de acessos de mandioca analisados foi constituido
basicamente por gendtipos que possuem raizes de coloracdo creme a amarela,
considerando que a cor amarela das raizes de mandioca estd diretamente
associada com o teor de carotenoides (ESUMA et al.,, 2016). Portanto, foi
selecionado um painel com 265 acessos de mandioca constituidos por
variedades melhoradas e locais (ndo melhoradas) (Tabela Suplementar 1). A
maioria deste germoplasma tem sua origem na Colémbia (6%) e Brasil (3%,
34%, 37%, 4%, 6% nas regibes Centro-Oeste, Norte, Nordeste, Sul e Sudeste,

respectivamente, além de outros 9% com origem desconhecida).

2.3Coleta dos dados agronémicos

A colheita dos ensaios foi realizada manualmente entre 10-12 meses
apos o plantio e nas avaliagbes de 2011 a 2020 foram avaliadas as seguintes
caracteristicas:

1) teor de matéria seca nas raizes com base no método gravimétrico
(DMC.Grav) em %: aproximadamente 5kg de raizes foram limpas para retirar o
excesso de solo e cortadas as extremidades. Em seguida foram obtidos o peso

das raizes no ar e na agua e calculado o DMC.Grav com base na formula:

Peso na agua

DM = 158.3x - 142, de acordo com Kawano et al. (1987),

Peso no ar—Peso na dgua

2) teor de matéria seca nas raizes com base na secagem das amostras
(DMC.OD) em %: entre 3 a 5 raizes de diferentes plantas foram selecionadas e
limpas para retirar o excesso de solo. Em seguida, aproximadamente 200 g de
raizes oriundas de diferentes posi¢cfes das raizes foram trituradas para facilitar
a secagem em forno a 90° C até peso constante (geralmente em 48 horas). A
DMC.OD foi determinada pela formula: MS (%) = 100 — Umidade (%),

3) produtividade da parte aérea (PPA): obtida pela colheita e remocao
das raizes das plantas, pesando somente a parte aérea de todas as plantas na

parcela, sendo ajustada para t.ha™,
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4) produtividade de raizes frescas (PTR), obtido por meio da pesagem
de todas as raizes da parcela, com auxilio de uma balanca digital,
posteriormente convertido para t.ha™,

5) indice de colheita (IC) em %: relagdo entre o peso das raizes e da

PTR
PTR+PPA

parte aérea, de acordo com a formula: IC = % 100,

6) produtividade de raizes secas (PROD.Dry) em t.ha*: multiplicacéo de
PTR x DMC.Grav,

7) numero médio de raizes por planta (NRP): obtido pela contagem de
todas as raizes da parcela dividido pelo numero de plantas colhidas,

8) teor de amido nas raizes (AMD) em %: o amido de aproximadamente
1 kg de raizes oriundas de diferentes plantas da parcela foi extraido de acordo
com Vasconcelos et al. (2017),

9) cor da polpa das raizes (CorPolpa): classificadas em 1 = raizes
brancas, 2 = raizes de cor creme e 3 = raizes de cor amarela,

10) teor de compostos cianogénicos (HCN): obtido pelo método do
picrato (FUKUDA et al., 2010).

2.4Analise do teor de carotenoides totais

Para analise do teor de carotenoides totais (TCC), DMC.OD e AMD as
amostras foram conduzidas até o Laboratério de Préaticas Culturais de
Mandioca, nas primeiras horas da manha. Todas as raizes foram lavadas,
descascadas e cotadas em pequenos pedacos antes de iniciar as analises. As
avaliacdes para TCC foram realizadas apenas nos anos de 2019 e 2020.

Para TCC, as raizes foram manipuladas sempre em condi¢Bes de
baixa luminosidade. Foram coletadas duas amostras contendo 10g, 159 ou 25g
de raiz triturada (a depender da intensidade da coloracdo da polpa) e uma
amostra reserva de 60 g, em potes de vidro com tampas, envolvidos com papel
aluminio. O TCC foi quantificado conforme descrito no HarvestPlus Handbook
for Carotenid Analysis (RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA, 2004). Primeiramente
foram extraidos os pigmentos da amostra de mandioca triturada descongelada
com aproximadamente 50 mL de acetona, por meio da moagem utilizando o

homogeneizador Ultra Turrax.
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A massa contendo a amostra e acetona foi filtrada através de um funil
de Buchner com auxilio de uma bomba de vacuo, e o residuo retido no funil foi
lavado com acetona até ndo apresentar nenhuma coloracdo. O extrato
contendo apenas 0 pigmento e acetona, reservado no baldo de succéo, foi
transferido para um funil de separacao contendo éter de petréleo (a quantidade
variavel dependendo da coloracdo da amostra), e adicionada solucdo salina
lentamente (cerca de 250 mL) para que houvesse uma separacao das fases. A
fase aquosa foi descartada e o procedimento de lavagem com solucéao salina
foi repetido por cinco vezes até que restasse apenas éter de petrdleo e
pigmento. Esse novo extrato foi filtrado em funil com |& de vidro e sulfato de
sédio anidro para um baldo volumétrico ambar e completado seu volume com
éter de petréleo. Uma aliquota de cada amostra foi utilizada para determinacéo
do TCC com uso de espectrofotdmetro (UV-VIS Thermo Scientific, modelo
Genesis 10S) ajustado para absorbancia a 450 nm.

O TCC foi calculado usando a seguinte férmula: TCC(ug.g™1!) =

AxV(ml)x10*

0,
AT XP(9)

, em que A é a absorbancia; V(ml) € o volume total do extrato em

mililitros; P(g) € o peso da amostra em gramas; e A1% é igual ao coeficiente de

extingdo do B-caroteno em éter de petréleo (2592).

2.5Analise dos dados

Utilizou-se abordagem de modelos mistos para andlise dos dados de
acordo com a formula: Yjjx = p+ E; + B()j + Gy + GEy + &, €m que Y, € 0
valor observado do gendétipo k no bloco j, do ambiente i; p é a constante geral
do experimento; E; € o efeito do ambiente i (aleatorio), i= 1,2...n; B(;); € o efeito
do bloco j, j = 1,2....n, dentro do ambiente i; Gy = Ty, + Tj)k, Sendo G, o efeito
do gendtipo, Ty, o efeito fixo do tratamento comum, k=1, 2 ,3...., € T(;)x O
efeito aleatdrio do tratamento regular k dentro do bloco j. T(;), ~ NID (O,a%(j)k);
GE;, = efeito da interacdo do ambiente i com o gendétipo k (aleatério). GE;, ~
NID (o,agA(j)k); & € o efeito aleatdrio do erro experimental ~ NID (0, o).

Os efeitos do modelo foram estimados com o pacote Ime4 (BATES et

al., 2015) do software R verséo 4.03 (R CORE TEAM, 2021). Os componentes

de variancia foram estimados pelo método REML (restricted maximum
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likelihood) e em seguida obtidos os BLUPs (best linear unbiased predictor) para
os efeitos aleatorios. A significancia de cada efeito do modelo foi testada com
base na andlise de deviance, de acordo com o teste de razdo de
verossimilhanca (LRT), usando a distribuicdo de y2 a 1% de probabilidade, com

um grau de liberdade.

S

A herdabilidade no sentido amplo foi estimada por h? =~
g

<L
v

+o
a e

enquanto que a herdabilidade no sentido amplo por parcela (clonal mean
heritability) na média de genétipos foi obtida pela formula h2, = —:5’ =, em

%G+ tra
que o, é a variancia do efeito de genétipos, oz, é a variancia da interagéo
gendtipo x ensaios, o2 é a variancia do erro, a € o numero de ensaios, e r é 0
produto do namero de repeticdes ajustado pelo nimero de ensaios.

As correlacfes entre as caracteristicas produtivas, qualidade de raizes
e teor de carotenoides foram estimadas com base na correlacdo de Pearson,
cuja hipotese de correlacao igual a zero foi analisada pelo teste t com n-2 graus
(p<0,05), utilizando o pacote corrplot (WEI; SIMKO, 2021) do software R versao
4.03 (R CORE TEAM, 2021). O correlograma com agrupamento hierarquico foi
criado para exibir a magnitude e a dire¢cdo das correlacdes. Além disso, a
correlagcdo network foi realizada utilizando o pacote ggraph (EPSKAMP et al.,
2012) do software R verséo 4.03 (R CORE TEAM, 2021).

O numero de agrupamentos do germoplasma de mandioca de polpa
amarela com base em diversos atributos associados a qualidade de raizes e
aspectos agrondémicos foram determinados com base em sucessivos K-means
e numero crescente de grupos (k variando de 2 a 15) apés transformar o
conjunto de dados por analise de componentes principais usando a funcédo
find.clusters do pacote adegenet (JOMBART; DEVILLARD; BALLOUX, 2010)
na versao R 4.0.4. O namero de clusters foi comparado usando o Critério de
Informacéo Bayesiano (BIC) de adequacéo, e a solucdo de clusterizacdo mais
adequada foi representada como aquele com menor BIC. Apds determinar o
namero de grupos mais adequado para representar a diversidade do
germoplasma, o dendrograma foi construido com auxilio do pacote circlize (GU
et al., 2014) na versédo R 4.0.4.
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Boxplots obtidos com uso do pacote ggstatsplot (PATIL, 2018) na
versdo R 4.0.4 foram utilizados para visualizacdo da distribuicdo e existéncia
de diferencas entre os agrupamentos para os atributos agronémicos e de
gualidade de raizes.

Foram selecionados 30 gendtipos de mandioca para recombinacéo e
geracado de progénies melhoradas de mandioca de mesa biofortificada (alto do
teor de carotenoides e baixo teor de compostos cianogénicos), associada a
elevada performance agronémica. Para isso foi utilizado o seguinte indice de
selecdo baseado na somade ranks (MULAMBA; MOCK, 1978)e pesos
predefinidos: IC = (DMC.Grav X 5) + (DMC.0OD x 5) + (TCC x 30) +
(PTR x 10) + (PPA x 5) + (IC x 5) + (PROD.Dry x 10) + (NRP x 10) +
(AMD X 5) + (CorPolpa x 30) + (HCN x —30), que se refere ao somatério dos
BLUPs de cada caracteristica multiplicados pelos seus respectivos pesos

econdmicos.

3 RESULTADOS

3.1Variacdo e parametros genéticos para teor de carotenoides e
caracteristicas produtivas e de qualidade de raizes

A distribuicdo dos BLUPs somados ao intercepto (deste ponto em
diante, denominado apenas de BLUP) para todas as caracteristicas é
apresentada na Figural. A amplitude de variacdo dos BLUPs para TCC foi
bastante elevada (0,075 a 13,08 pg.g™), com média de 4,09 pg.g™. O mesmo
foi observado para outras caracteristicas associadas a qualidade das raizes
como AMD (amplitude de 13,29 a 30,93% e média de 25,36%), CorPolpa
(amplitude de 1 a 3 no score, com média de 2,11) e HCN (amplitude no score
entre 2,46 a 7,97, e média de 6,3). Isso demonstra que a maioria dos genaotipos
avaliados sédo de coloracdo creme e ainda possuem alto teor de compostos
cianogénicos. Esta afirmacéo pode ser evidenciada pela maior distribuicdo dos
gendtipos a direita do grafico de densidade, ou seja, alto HCN. Para as demais
caracteristicas, observa-se uma distribuicdo préxima a normalidade.

Em relacdo ao teor de matéria seca nas raizes, a amplitude dos dados

obtidos pelo método gravimétrico (amplitude do DMC.Grav entre 26,61 a
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39,57% e média de 34,22%) foi muito menor do que o método de secagem das
amostras (amplitude do DMC.OD entre 14,07 a 52,67% e média de 39,99%).
Embora o método gravimétrico seja mais simples e rapido na obtencdo dos
teores de matéria seca, o DMC.Grav é uma estimativa obtida de forma indireta
com base na regressao proposta por Kawano et al. (1987), e por isso, pode
haver erros implicitos a esta metodologia. Por outro lado, o DMC.OD é uma

analise direta para obtencéo dos teores de matéria seca em mandioca.
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Figura 1. Graficos de distribuicdo dos best linear unbiased prediction (BLUP)
somados a média geral, para diversos atributos associados a qualidade das
raizes e produtividade de gendtipos de mandioca de raizes amarelas. TCC:
teor de carotenoides totais; DMC.Grav: teor de matéria seca pelo método
gravimétrico; DMC.DO: teor de matéria seca pelo método da secagem em
estufa; PTR: produtividade de raizes frescas; PPA: produtividade da parte
aérea; IC: indice de colheita; PROD.Dry: produtividade de raizes secas; NRP:
namero de raizes; AMD: teor de amido; CorPolpa: cor da polpa das raizes;
HCN: teor de compostos cianogénicos.

A variacao fenotipica no germoplasma de mandioca de polpa amarela

para diversas caracteristicas agrondmicas, também evidenciaram ampla
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variacdo para PTR (amplitude de 5,41 a 33,62 t.ha™ e média de 16,49 t.ha™),
PPA (amplitude de 7,92 a 35,00 e média de 18,57 t.ha™), IC (amplitude de
19,05 a 64,64% e média de 45,40%), PROD.Dry (amplitude de 1,24 a 14,81
t.ha’ e média de 5,06 t.ha™) e NRP (amplitude de 0,45 a 8,46 e média de 4,15
raizes por planta). Portanto, este painel de germoplasma de mandioca de polpa
amarela possui elevado potencial para selecdo de genoétipos para
recombinacdo de caracteristicas importantes para o0 programa de
melhoramento de mandioca de mesa, a exemplo do alto TCC e DMC e baixo
HCN.

A analise deviance indicou significancia do efeito de gendtipos para
todas estas caracteristicas (Tabela 2), reforcando os achados prévios
relacionados a elevada amplitude para o teor de carotenoides e demais
atributos associados a qualidade e produtividade de raizes de mandioca. Além
disso, o efeito da interacdo gendtipo x ensaio foi significativo para todas as
caracteristicas, exceto TCC, CorPolpa, DMC.DO e AMD.

Tabela 2. Resumo da variacdo fenotipica, estimativas de componentes de
variancia e herdabilidade para teor de carotenoides totais (TCC), teor de
matéria seca pelo método gravimétrico (DMC.Grav) e da secagem em estufa
DMC.DO, produtividade de raizes frescas (PTR) e secas (PROD.Dry),
produtividade da parte aérea (PPA), indice de colheita (IC), nimero de raizes
(NRP), teor de amido (AMD), teor de compostos cianogénicos (HCN) e cor da

polpa das raizes (CorPolpa).

Caracteristicas Média h? i, o Tje & g Zge
TCC 4,09 0,72 1,00 5,44 0,00 2,16 100,36* 0,00
DMC.Grav 34,22 0,45 0,92 5,26 3,87 2,59 852,71* 288,62*
DMC.DO 39,99 0,54 0,98 13,15 1,68 9,44 48,74* 0,02
PTR 16,49 0,21 0,83 17,28 28,06 37,56 281,36* 209,28*
PPA 18,57 0,22 0,81 19,12 35,14 32,50 287,30* 305,41*
IC 45,40 0,32 0,89 49,42 46,83 56,40 532,64* 151,22*
PROD.Dry 5,06 0,21 0,80 1,78 3,49 3,22 203,33* 227,16*
NRP 4,15 0,32 0,89 0,81 0,80 0,89 41,30* 31,24*
AMD 25,36 0,48 1,00 5,17 0,00 5,59 15,26* 0,00

HCN 6,80 0,60 0,96 1,60 0,53 0,52 128,22* 150,61*
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CorPolpa 2,11 0,42 0,99 0,18 0,00 0,25 31,61* 0,00

h?= herdabilidade no sentido amplo; hZ = herdabilidade no sentido amplo por parcela, das
médias do genétipo; gZ= variancia do genétipo; o, = variancia da interac&o genétipo x ensaio;
o2 = variancia do erro; ;g;: qui-quadrado do efeito do genétipo; Zze: qui-quadrado do efeito da

interacdo gendtipo x ensaio; * = significativo em p <0,01.

Em relacdo aos parametros genéticos, apenas TCC apresentou alta
herdabilidade no sentido amplo (h%?=0,72), enquanto que as caracteristicas
CorPolpa, DMC.Grav, AMD, DMC.DO e HCN apresentaram h? de magnitude
mediana, ou seja, 0,42, 0,45, 0,48, 0,54 e 0,60, respectivamente. Por outro
lado, as caracteristicas produtivas foram as que apresentaram a menor
herdabilidade (h?=0,32 para NRP e IC, e h? entre 0,21 e 0,22 para PTR,
PROD.Dry e PPA). Entretanto, a herdabilidade no sentido amplo por parcela foi
bastante elevada para todas as caracteristicas, especialmente para PTR,
PROD.Dry, PPA, NRP e IC (h?, entre 0,80 e 0,89).

3.2Correlacbes entre as caracteristicas

Na Figura 2 sdo apresentadas as correlagbes de Pearson, que
indicaram fortes correlagdes positivas entre TCC x CorPolpa (r=0,70) e PTR x
PROD.Dry (r=0,93) e correlagbes positivas de média magnitude entre
DMC.Grav versus DMC.OD (r=0,59) e AMD (r=0,58), DMC.OD x AMD (r=0,64),
PTR x PPA (r=0,58), e PPA x PROD.Dry (r=0,53). Além disso, correlacdes
positivas de baixa magnitude, mas também significativas foram identificadas
entre PTR versus IC (r=0,47) e NRP (r=0,42), IC versus PROD,Dry (r=0,42) e
NRP (r=0,32), PROD,Dry x NRP (r=0,35) e CorPolpa x HCN (r=0,29). As
correlagdes negativas observadas foram significativas, mas de baixa magnitude
entre PPA x IC (r=-0,36), IC x HCN (r=-0,32) e NRP x HCN (r=-0,29). As
correlagdes entre TCC versus DMC.Grav e DMC.OD foram negativas (r=-0,04
e -0,05, respectivamente) mas praticamente nulas e sem significancia.

A network construida com base em todos os pares de correlagbes
significativas entre atributos agrondmicos e de qualidade de raizes de
mandioca € apresentada na Figura 3. Como esperado, esta network de
correlagdes mostrou tendéncias semelhantes ao correlograma da Figura 2.

Além disso, essa network identificou uma clara separacdo entre as
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caracteristicas agronémicas e de qualidade de raizes de mandioca. Além disso,
independentemente do sentido da correlacdo, houve uma relacdo muito forte
entre as caracteristicas agronémicas IC, PPA, PTR e PROD.Dry, enquanto a
caracteristica NRP possui uma menor associacdo positiva com os demais
atributos agronbmicos e negativa com a qualidade das raizes. Dentre as
caracteristicas agrondmicas o IC e PTR foram as que apresentaram maior
conexdo com as demais caracteristicas, enquanto PPA e PROD.Dry

apresentaram menor ndamero de conexdes.
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Figura 2. Correlograma de Pearson entre caracteristicas agronémica e de
gualidade de raizes de mandioca avaliados em genétipos de mandioca de
polpa amarela. TCC: teor de carotenoides totais; DMC.Grav: teor de matéria
seca pelo método gravimétrico e DMC.DO pelo método da secagem; PTR:
produtividade de raizes frescas; PPA: produtividade da parte aérea; IC: indice
de colheita; PROD.Dry: produtividade de raizes secas; NRP: nimero de raizes;
AMD: teor de amido; CorPolpa: cor da polpa das raizes; HCN: teor de

compostos cianogénicos. As correlagbes marcadas com “x” ndo s&o
significativas (p>0,05).
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Para a qualidade de raizes, houve a formacgédo de dois subgrupos de
caracteristicas sendo DMC.Grav, DMC.DO e AMD em um subgrupo e HCN,
TCC e CorPolpa em outro subgrupo. Apesar das baixas correlaces (negativas
e positivas), HCN e DMC.Grav tiveram maior nimero de conexdes com as
demais caracteristicas. Por outro lado, TCC relacionou-se basicamente com o

CorPolpa e alguns atributos produtivos em baixa correlacéo.

® @

Cor
polpa

PROD Caracteristicas
Dry © Agrondmicas

@ Qualidade de raiz

Figura 3. Rede regularizada das correlagdes parciais entre caracteristicas
agrondmica e de qualidade de raizes de mandioca avaliados em gendétipos de
mandioca de polpa amarela. A espessura das retas representa as correlagoes,
enguanto as cores verde e vermelha representam as correlacdes positivas e
negativas, respectivamente. TCC: teor de carotenoides totais; DMC.Grav: teor
de matéria seca pelo método gravimétrico; DMC.DO: teor de matéria seca pelo
método da secagem em estufa; PTR: produtividade de raizes frescas; PPA:
produtividade da parte aérea; IC: indice de colheita; PROD.Dry: produtividade
de raizes secas; NRP: nimero de raizes; AMD: teor de amido; CorPolpa: cor
da polpa das raizes; HCN: teor de compostos cianogénicos.

3.3. Analise do padréo de diversidade dos clones de polpa amarela
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O critério de informacdo bayesiano (BIC) indicou a formacdo de seis
grupos distintos de diversidade das caracteristicas associadas a produtividade
e qualidade das raizes no germoplasma de mandioca de polpa amarela (Figura
4). Houve uma distribuicdo similar dos acessos em cada agrupamento, ou seja,
24, 60, 38, 39, 60 e 44 gendtipos nos clusters 1, 2, 3, 4, 5 e 6, respectivamente.
No clusterl foram alocadas 17 variedades locais e sete variedades
melhoradas, incluindo duas biofortificadas lancadas no mercado (BRS Jari,
BRS-396 e BRS-399). No cluster2 foram agrupadas 45 variedades locais e 15
variedades melhoradas, incluindo BRS Dourada e BRS Gema de Ovo, que
também foram recomendadas como variedades com alto teor de carotenoides
para uso como mandioca de mesa. Dos 38 gendtipos do cluster3, 11 séo
variedades melhoradas que na maioria dos casos foram recomendadas para a
regido amazonica, enquanto que as demais 27 variedades locais foram
coletadas em diferentes regibes do Brasil. No caso do cluster4, apenas seis
dos 39 gendtipos sao classificados como variedades melhoradas (muitas delas
sejam obsoletas), enquanto mais de 60% das 33 variedades locais deste grupo
foram coletadas na regido Nordeste do Brasil. O cluster5 possui apenas seis
variedades melhoradas (com cultivo restrito no Brasil) e 54 variedades locais,
sendo 20 delas oriundas da regido Norte, 23 da regido Nordeste do Brasil e 0
restante de origem brasileira, porém sem identificacdo precisa da regido de
coleta. Por dltimo, sete dos 44 gendtipos do cluster6 sdo variedades
melhoradas para consumo de mesa, enquanto as demais variedades locais
tem origem de coleta e tradicdo de uso na regido Norte (13 gendtipos) e
Nordeste (18 genotipos). As demais variedades locais do cluster6 ndo tem
origem definida.

As caracteristicas do clusterl foram o baixo teor de matéria seca nas
raizes (30,2% e 31,5% pelos métodos gravimétrico e secagem em estufa,
respectivamente), teores intermediarios de TCC (~4,5 pg.g™) associado a nota
média de 2,35 para cor de polpa, indicando que a maioria dos genaotipos possui
raizes de cor creme e valores intermediarios de HCN (6,6). Além disso, disso
0s genodtipos deste cluster possuem baixo AMD (~21,5 %) e baixo potencial
produtivo: PTR (~14,2 t.ha™), PPA (~16,0 t.ha™®), PROD.Dry (~3,9 t.ha™') e NRP
(~3,6) (Figuras 5 e 6).
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Os genotipos do cluster2 possuem baixo teor de matéria seca, sobretudo
para o método gravimétrico (32,8%), o baixo TCC (~2,7 pg.g™) e cor da polpa
(score ~1,7) indicando que embora a maioria dos genoétipos possua polpa de
cor creme, existem alguns deles com polpa branca. Por outro lado, o cluster2
possui 0 menor score para HCN (4,3) e niveis intermediarios de AMD (~24,5 %)
(Figura 5). Em termos produtivos, foram identificados valores medianos para
PTR (~17,3 t.ha™), PPA (~17,0 t.ha™) e PROD.Dry (~5,0 t.ha™) e alto IC (~50,5
%) e NRP (~5,2) (Figura 6).
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Figura 4. Heatmap circular do agrupamento dos genétipos de mandioca de
polpa amarela com base nos best linear unbiased prediction (BLUP), para
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diversos atributos relacionados a produtividade e qualidade das raizes. As
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caracteristicas estdo numeradas de 1 a 11, na seguinte ordem: teor de
compostos cianogénicos, cor da polpa das raizes, teor de amido, numero de
raizes por planta, produtividade de raizes secas, indice de colheita,
produtividade da parte aérea, produtividade de raizes frescas, teor de
carotenoides totais, teor de matéria seca pelo método da secagem em estufa e
teor de matéria seca pelo método gravimétrico.
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Figura 5. Box/Violino plot dos best linear unbiased prediction (BLUP) dos
diferentes agrupamentos dos genadtipos de mandioca de polpa amarela para as
caracteristicas relacionadas a qualidade de raizes: DMC.Grav: teor de matéria
seca pelo método gravimétrico, DMC.DO: teor de matéria seca pelo método da
secagem em estufa, CorPolpa: cor da polpa das raizes, HCN: teor de
compostos cianogénicos, AMD: teor de amido, e TCC: teor de carotenoides
totais. *,**, *** se refere a comparacdes significativas pelo método Holm a 0,05,
0,01 e 0,001, respectivamente.
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Figura 6. Box/Violino plot dos best linear unbiased prediction (BLUP) dos
diferentes agrupamentos dos genétipos de mandioca de polpa amarela para as
caracteristicas agrondémicas: PTR: produtividade de raizes frescas, PPA:
produtividade da parte aérea; PROD.Dry: produtividade de raizes secas, NRP:
namero de raizes e IC: indice de colheita. ***, *** se refere a comparacdes
significativas pelo método Holm a 0,05, 0,01 e 0,001, respectivamente.
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Em relacdo as caracteristicas associadas a qualidade de raizes de
mandioca o cluster3 apresentou teores intermediarios de matéria seca nas
raizes (34,23% e 40,30% pelos métodos gravimétrico e secagem em estufa,
respectivamente), e maior média para TCC (~8,3 ug.g™) associado & cor da
polpa com nota média igual a 2,86 (maioria dos clones de polpa amarela) e
elevado HCN (7,24). Por outro lado, os gendétipos do cluster3 possuem baixo
potencial produtivo, sobretudo para PTR (~13,4 t.hal), PPA (~17,4 t.ha), IC
(~40,6 %), PROD.Dry (~4,1 t.ha™) e NRP (~3,3).

De forma semelhante ao cluster2, o cluster4 apresentou baixo TCC
(~3,1 pg.g™) e cor da polpa (score ~1,9) indicando que existem alguns clones
com polpa branca embora a maioria dos genoétipos polpa creme. Entretanto o
cluster4 possui valores medianos de AMD (~25,5 %) e HCN (6,6), bem como
altos teores de matéria seca pelos métodos gravimétrico e secagem em estufa
(~35,3% e ~41,0%, respectivamente). Além disso, o cluster4 foi representado
pelos genétipos com a maior PTR (~24,0 t.ha™), PPA (~25,3 t.ha!), PROD.Dry
(~7,6 t.ha') e NRP (~4,8).

Os atributos do cluster5 foram os altos teores de matéria seca nas raizes
(35,5% e 41,7% pelos métodos gravimétrico e secagem em estufa,
respectivamente) e AMD (~26,8%) e HCN (6,9). Por outro lado, os teores de
carotenoides e a cor das raizes também foram baixos (~3,1 pg.g™ e 1,92,
respectivamente). Em termos agrondmicos 0s gendtipos do cluster5 possuem
baixo NRP (~3,4) associado & baixa PTR (~12,7 t.ha™*) e PROD.Dry (~3,9 t.ha
1y, embora tenham apresentado alto PPA (~19,0 t.ha™) e consequentemente o
menor IC (~37,7%), quando comparados aos demais clusters.

Por fim, juntamente com o cluster5, o cluster6 apresentou os mais
elevados teores de matéria seca nas raizes pelo método gravimétrico (~35,3%)
e secagem em estufa (~42,1%), bem como elevado AMD (~26,6%) e HCN
(6,9). Os gendtipos do cluster6 possuem valores medianos de TCC (~4,0 pug.g”
1y e cor da polpa (2,2), indicando a presenca de um mix de clones de cor creme
e amarela neste grupo. Uma outra caracteristica marcante deste grupo é a
presenca de clones com alto IC (~52%), como resultado do maior peso da PTR

(~17,6 t.ha™) em comparacdo com a PPA (~15,9 t.ha'). Os valores de
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PROD.Dry (~5,6 tha') e NRP (~4,0) foram considerados de magnitude

mediana em comparacdo com os demais grupos.

3.4. Selecao de gendtipos

A selec¢do dos 30 melhores genétipos para recombinagdo no programa
de melhoramento de mandioca tem potencial para elevar o TCC em 37%
guando comparado com a média geral do germoplasma, chegando a ~5,6 ug.g°
! (Tabela 3), associado com uma forte reducdo no HCN (-19,4%). Além disso,
existe potencial de ganhos expressivos para diversos atributos agronémicos
como PTR (37,7%), PPA (21%), PROD.Dry (40%) e NRP (17,4%). Por outro
lado, os ganhos para teor de matéria seca nas raizes sdo potencialmente
pequenos (1,9% e 2,6% considerando os métodos gravimétrico e da secagem,

respectivamente).

Tabela 3. Lista de genoétipos selecionados para recombinacdo visando a
geracado de progénies biofortificadas de mandioca de mesa com base no indice
de selecdo, bem como a média geral do germoplasma avaliado e clones

selecionados e ganhos potenciais.

3 E 8 (&) o < g o (] % =
. 2 8 ¢ & E & ¢ g g 5 § 38

s © £ 3 & 5

o (&)
Folha-Fina 4 3591 3784 332 3286 3147 4796 9,79 491 2503 2,07 289
BGM-1390 4 3818 4159 456 26,90 3500 4695 9,79 6,99 2585 3,04 7,33
BGM-1962 4 3530 39,15 9,85 2431 23,77 4732 7,78 4,09 2554 268 740
BGM-0597 3 3280 4216 13,08 1794 2197 4299 482 471 2599 286 7,26
BGM-2127 4 3340 3644 326 3290 1861 6269 1481 475 2197 114 549
CPAFRO-04 6 3801 42,73 753 2367 18,00 57,82 7,09 392 2635 299 746
BGM-0019 3 36,056 4410 1167 1715 2047 4290 530 426 2887 2,74 7,23
BGM-1692 4 3225 3940 451 2491 2361 4985 6,97 499 2432 2,64 4,08
BGM-1700 6 3481 3998 914 20,06 20,00 49,04 646 421 2589 191 6,15
BGM-1709 3 3343 4143 915 20,20 20,90 46,59 599 572 2625 291 7,38
BGM-0290 4 38,06 4336 257 2395 23,03 5040 7,74 342 2470 298 445
BGM-1835 2 3509 4213 222 2202 1757 5621 6,86 740 2742 194 350
BGM-0368 2 3335 3818 356 2117 1655 5380 592 6,11 26,04 209 246
BGM-2353 6 3819 4311 588 16,79 1644 4888 731 245 2799 214 384
BGM-1745 3 3751 42,74 896 16,08 1421 50,83 551 3,62 2910 294 740
BGM-0918 4 3615 4311 2,09 32,06 3327 4118 10,17 423 2590 1,37 7,08
BGM-0444 2 3244 3742 461 2325 2220 5145 646 350 2393 2,07 3,95
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BGM-0901 4 3640 4612 260 2841 2928 4615 873 466 2618 185 746
Tabela 3. Cont....
ko 5 e o o < g o =] % 3
. 2 ¢ g 2 B B © 8 £ 2§ 2
o o o o
BGM-1780 3 3762 4161 898 1585 1444 4904 534 420 2738 318 740
BGM-0212 2 3403 4402 550 1601 1666 4887 463 483 2502 214 281
BGM-1814 4 3447 4105 366 2215 2435 4890 651 462 2893 200 4,83
BGM-0579 4 3664 4566 7,34 2131 2446 4182 697 485 2676 125 7,32
BRS-Dourada 2 3148 4194 265 2478 2428 5030 640 579 2218 229 418
BGM-0120 4 3140 3411 207 3362 3484 5070 890 519 2267 180 7,32
BGM-0659 4 2977 3944 528 2297 3026 4220 611 682 2344 225 563
BGM-0760 4 3222 3893 409 2579 1832 5434 718 472 2470 225 563
BRS-Gema-de-Ovo 2 3575 4273 367 1790 2099 4657 561 574 2577 231 3,08
BGM-0936 3 3393 3958 968 16,19 2549 3537 538 500 2850 3,00 741
BGM-1497 2 3487 3546 356 2074 1632 5714 655 366 2325 209 2,56
BGM-2345 2 3609 4485 315 1921 1759 5297 575 678 2330 189 3,57
Média sel 3485 4101 561 2271 2248 4904 709 487 2567 229 548
Média geral 3422 3999 409 1649 1857 4540 506 4,15 2536 2,11 6,80
Ganho potencial (%) 185 256 37,08 3769 2105 802 4022 17,38 122 870 -19,35

Teor de matéria seca pelo método gravimétrico (DMC.Grav) e da secagem em estufa
(DMC.DO), teor de carotenoides totais (TCC), produtividade de raizes frescas (PTR) e secas
(PROD.Dry), produtividade da parte aérea (PPA), indice de colheita (IC), nimero de raizes
(NRP), teor de amido (AMD), teor de compostos cianogénicos (HCN) e cor da polpa das raizes
(CorPolpa).

A maioria dos genaétipos selecionados para recombinagcdo pertencem ao
cluster4 (43,3%) e cluster2 (26,7%), cuja média das caracteristicas produtivas e
do baixo HCN foram preponderantes para a escolha dos individuos. Entretanto,
também foram selecionados gendtipos dos cluster3 (20%) e cluster6 (10%) que

possuem principalmente alto TCC e DMC.

4. DISCUSSAO

4.1. Variabilidade do germoplasma de mandioca de polpa amarela
Combinar qualidade nutricional com caracteristicas que definem a
aceitacdo do consumidor, como teor de matéria seca e potencial cianogénico,
tem sido uma das principais preocupac¢des no desenvolvimento de variedades
biofortificadas de mandioca. O aumento do TCC em raizes de mandioca e 0s

fatores envolvidos neste processo tem sido foco constante dos programas de
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melhoramento de mandioca (ESUMA et al., 2012; CEBALLOS et al., 2013;
RABBI et al., 2017; CEBALLOS et al., 2017; BEYENE et al., 2017). Por meio de
selecdo recorrente, Ceballos et al. (2013) conseguiram elevar o TCC de 10,3
para 24,3 ug g ' em um periodo de nove anos. Esse aumento é possivel
devido a predominancia de efeitos genéticos aditivos envolvidos na herancga do
TCC em mandioca (ESUMA et al., 2016) e que, portanto, o melhoramento
populacional pode ser bastante efetivo na recombinacéo dos alelos favoraveis
e consequente aumento no TCC. Para um programa de melhoramento atingir
tais objetivos, a exploracdo da variabilidade genética presente no banco de
germoplasma € uma abordagem inicial para a identificacdo de gendtipos com
elevados valores de carotenoides aliados a outras caracteristicas de interesse.

Nesse estudo foi realizado um screening do germoplasma de
mandioca de polpa amarela do Brasil, para avaliar a variabilidade quanto ao
teor de carotenoides e de caracteristicas relacionadas a qualidade de raizes e
ao potencial agronémico. Os gendétipos foram escolhidos por apresentarem
algum nivel de pigmentagdo amarela na raiz, tendo em vista a alta correlagao
entre cor da polpa x TCC (CHAVEZ et al. 2005, SANCHEZ et al., 2006;
ESUMA et al.,, 2016). Os valores de TCC deste estudo baseado em 265
gendtipos apresentaram maiores amplitudes (0,075 pg g~ * a 13,08 ug g~ ) em
relacdo ao relato de Chavez et al. (2005) (1,02 a 10,40 pg g~ ') em 1789
gendtipos de diferentes origens e também com diferentes niveis de
melhoramento. Por outro lado, a amplitude de variagdo da caracteristica
DMC.Grav (10,72 a 57,23%) identificada em 2022 gendtipos foi mais elevada
em comparacdo ao presente estudo (26,61 a 39,57%), embora o DMC.OD
tenha apresentado amplitude muito semelhante (14,07 a 52,67%). Essa
amplitude para DMC.OD foi superior aos achados de Rabbi et al. (2017), que
identificaram variagdo de 8,4 a 45,4% baseada em 3232 gendtipos
desenvolvidos no Instituto Internacional de Agricultura Tropical (IITA).

A estimativa dos valores de PTR também possui grande importancia
para o ranqueamento, selecdo e adogdo de variedade de mandioca. No
presente estudo a média geral de 16,49 t.ha' de raizes frescas foram
semelhantes ao relato de Parkes et al. (2020), ao analisarem gendétipos

parentais elite de mandioca amarela do IITA (média de 16,32 t.ha™™).
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Os gendtipos avaliados nesse estudo, apresentam diferentes origens
de coleta e niveis de melhoramento (Tabela suplementar 1), sendo um
provavel motivo para a presenca da ampla variabilidade genética identificada
(AVIJALA et al.,, 2015). As avaliacbes de caracteristicas de interesse
agrondmico e de qualidade de raiz, permitem identificar parentais com
potencial para o desenvolvimento de progénies segregantes com maxima
variabilidade genética e introgressdo de genes desejaveis disponiveis no
germoplasma (OLIVEIRA et al., 2014).

4.2. Parametros genéticos e correlagdes entre atributos produtivos e de
gualidade de raizes

As estimativas de herdabilidade em sentido amplo séao classificadas
como baixas (<0,30), moderadas (0,30 a 0,60) e altas (>0,60) de acordo com
Mehari; Amsalu; Tewodros, (2015). Altas estimativas de herdabilidade no
sentido amplo foram encontradas para TCC (h?=0,72). Valores similares para
h? da caracteristica TCC foram relatados em outros estudos, a exemplo de
Esuma et al. (2012) (h?=0,73) e Parkes et al. (2020) (h?=0,60). A auséncia do
efeito da interacdo gendtipo x ambiente e alta herdabilidade para teor de
carotenoides sugere a possibilidade de resposta a selecdo via recombinacéo
dos alelos favoraveis. Além disso, valores elevados de herdabilidade permitem
uma selecéo de parentais mais acurada (PARKES et al., 2020; CEBALLOS et
al., 2017). Por outro lado, o teor de matéria seca apresentou h? de magnitude
mediana (DMC.Grav 0,45 e DMC.DO 0,54), sendo similares aos valores
reportados por Parkes et al. (2020) e Rabbi et al. (2017), que também
verificaram valores de h? moderados (variacdo de 0,40 a 0,51) para esta
caracteristica.

As caracteristicas produtivas PTR (h? =0,21), PROD.Dry (h? =0,21) e
PPA (h? =0,22) foram de baixa magnitude. Estes valores tendem a dificultar o
processo de selecdo para o melhoramento genético, devido a maior influéncia
do ambiente (CEBALLOS et al., 2004). Uma alternativa para o melhoramento
de caracteristicas com este tipo de herdabilidade seria submeter a populacdo a
métodos de melhoramento populacional como selecédo fenotipica recorrente

visando aumentar a frequéncia de alelos favoraveis ao longo dos ciclos de
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selecdo. O objetivo deste tipo de selecdo é obter melhoramento populacional
ao longo de diferentes ciclos de selecdo, pelo acumulo de alelos favoraveis
(BOS; CALIGARI, 2007).

As correlagbes entre TCC e HCN foram positivas, mas de baixa
magnitude. Portanto, é possivel identificar geno6tipos com alto contetido de TCC
nas raizes e que ao mesmo tempo possam ser utilizadas como variedades de
mesa (HCN baixo ou intermediario). Variedades biofortificadas de mandioca
devem ser utilizadas para consumo “in natura” porque o cozimento das raizes
retém entre 95-100% do teor de carotenoides, enquanto que o0 processamento
das raizes retém entre 2-5% na forma de fufu (massa cozida de mandioca) e
entre 26-29% na forma de chikwangue (massa de mandioca embebida,
enxaguada, amassada e cozida no vapor dentro de folhas, normalmente de
bananeira) (TALEON et al., 2019). Portanto, é necessario que as raizes
possuam <100 mg de compostos cianogénicos kg* (PEPRAH et al., 2020),
limite aceitavel de cianeto para consumo humano (NHASSICO et al., 2008;
FALADE; AKINGBALA, 2010; CLIFF et al., 2011).

A correlagdo nao significativa entre TCC x DMC (DMC.Grav e
DMC.OD) no germoplasma de mandioca biofortificada no Brasil permite que o
melhoramento da espécie selecione individuos com alto TCC e DMC de forma
simultanea, para atender a demanda dos usuarios finais das variedades. O
DMC em variedades biofortificadas auxilia na retencéo de carotenoides ap6s o
cozimento, evitando que estes pigmentos fluam para agua durante o processo
(CEBALLOS et al., 2012) e portanto, as variedades que combinem essas duas
caracteristicas tem maior probabilidade de recomendacao de cultivo (NJUKWE
et al. 2013; PEPRAH et al., 2020).

Estudos prévios demonstraram que as caracteristicas TCC e DMC séo
herdados de forma independente (SANCHEZ et al., 2006). Em um estudo mais
recente conduzido por Séanchez et al. (2014), utilizando amostras de
germoplasma da América do Sul, os autores reportaram auséncia de
correlagdo entre TCC versus DMC. Entretanto, a analise de um painel de
germoplasma oriundos da Africa (clones melhorados e variedades locais),
demonstrou a existéncia de correlagdes negativas entre essas caracteristicas

em raizes de mandioca, com valores variando entre -0,22 a -0,59 (AKINWALE
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et al.,, 2010; ESUMA et al., 2012; NJOKU et al., 2015; RABBI et al., 2017). A
existéncia desta correlacdo negativa no germoplasma africano de mandioca
tem sido atribuida a presenca de dois loci no cromossomo 1 nas posicoes 24.1
e 30.5 Mbp, associados a cor das raizes de mandioca (altamente
correlacionada com teor de carotenoides) e um unico locus para o teor de
matéria seca na regido proxima a 24,1 Mbp no cromossomo 1, ocasionando
uma ligacdo fisica entre estas duas caracteristicas no germoplasma de
mandioca africano (RABBI et al., 2017).

Embora a presenca de correlagdo negativa entre TCC x DMC seja
indesejavel para o desenvolvimento de variedades melhoradas, é possivel
proceder sucessivas recombinacdes em esquema de selecédo recorrente para
guebrar essa ligacéo fisica entre essas caracteristicas. O uso deste tipo de
abordagem tem sido apresentado como caso de sucesso na obtencdo de
genotipos com elevados valores de TCC e com DMC em niveis aceitaveis, ao
longo de nove ciclos de selecdo, elevando o TCC em mais de 100% em
comparagdo com a populacdo original (CEBALLOS et al., 2013; SANCHEZ et
al., 2014).

Além do germoplasma africano, relatos da existéncia de correlacdo
negativa entre TCC x DMC também foram relatados em variedades
transgénicas, pois o aumento no TCC resultou em efeitos pleiotropicos
indesejados para reducédo do DMC (FAILLA et al., 2012). Beyene et al. (2017)
reportaram uma forte correlacdo negativa entre TCC x DMC em raizes de
mandioca transgénica cultivadas em casa-de-vegetacéao (r = -0,85, P < 0,001) e
em campo (r = -0,92, P < 0,001) em comparagdo com controles né&o
transgénicos. As principais razdes apontadas pelos autores para essa
correlacdo negativa é a mudanca no fluxo metabdlico observado nas raizes
modificadas, em que o desvio do piruvato para a sintese de carotenoides possa
ter suprimido a atividade da ADP-glicose pirofosforilase (enzima importante
para a biossintese do amido).

A existéncia de germoplasma de mandioca nativo ndo transgénico no
Brasil com correlacéo nula entre TCC x DMC e ao mesmo tempo com elevada
herdabilidade abre importantes possibilidades de recombinacdo de alelos uteis

para estas duas caracteristicas utilizando abordagens simples de



61

melhoramento, a exemplo da selecdo fenotipica. Entretanto, o uso de
abordagens mais sofisticadas como a selecdo genémica tem demonstrado alto
potencial para rapida incorporacdo de alelos U(teis e aumento destas
caracteristicas de forma simultanea (ESUMA et al.,, 2021). Esses autores
avaliaram a capacidade de predicdo gendmica dentro da populacéo de base
para carotenoides e identificaram a possibilidade de predizer TCC e DMC no
germoplasma da Africa Ocidental usando esta populacdo, com acuracia média

de 0,40 e 0,34, respectivamente, utilizando o modelo de predicdo G-BLUP.

4.3. Selecédo de gendtipos de mandioca de polpa amarela

A selecdo dos 30 genodtipos para recombinacdo no programa de
melhoramento de mandioca foi baseada no alto TCC e baixo teor de HCN,
associados a alta performance agrondémica. Dentre esses genétipos estdo
algumas variedades melhoradas do programa de biofortificacdo da Embrapa
(BRS Dourada e BRS Gema de Ovo) por possuirem valores medianos de TCC
(3,16 ug.g™) associados com alto potencial produtivo (21,34 t.ha® PTR, 42,33
% DMC.OD e 6,0 tha’ PROD.Dry). Além disso, os genétipos BGM-0659,
BGM-0212 e BGM-2353 apresentaram valores de TCC superior as variedades
melhoradas (5,55 pg.g™), com bom potencial produtivo (18,59 t.ha™ PTR, 42,19
% DMC.OD, 6,01 tha' PROD.Dry), associados com valores de HCN
considerados que podem ser considerados baixos (2,81 e 3,84 para o0s
genodtipos BGM-0212 e BGM-2353, respectivamente) e intermediarios (5,63
para o genotipo BGM-0659). Todos estes parentais promissores irdo compor
blocos de cruzamentos para geracdo de progénies com alta variabilidade para
essas caracteristicas, tendo-se o cuidado para garantir que as caracteristicas
agronbmicas da cultura, como produtividade, ndo fossem afetadas
negativamente. Isso pode ser comprovado com base no ganho genético
potencial para atributos produtivos como PROD.DRY (40,22%), PTR (37,69%)
e PPA (21,05%). Portanto, este painel de parentais tem elevado potencial para
gerar progénies superiores e transgressivas.

A importancia primaria em desenvolver essas variedades com elevado
TCC é por enriquecer nutricionalmente a dieta, a partir do fornecimento do -

caroteno como proé-vitamina A, por meio de suas raizes. Neste sentido, espera-
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se que nos préximos ciclos de reproducéo sejam desenvolvidas variedades de
mandioca de mesa com niveis elevados do conteudo de carotenoides,
ajustados com caracteristicas agronémicas, assim como caracteristicas
organolépticas e que apresentem estabilidade de cultivo em ambientes

diversos.

5. CONCLUSAO

A ampla variabilidade genética foi identificada no germoplasma de
mandioca de polpa amarela para atributos associados a qualidade das raizes e
de performance agronémica e o agrupamento dos gendtipos em seis grupos
bastante distintos quanto aos atributos avaliados, constitui-se em um
importante ponto de partida para posteriores estudos de conservacdo e uso
destes recursos genéticos para fins de melhoramento.

As magnitudes e dire¢cdes das correlacdes identificadas entre as
caracteristicas de maior impacto agrondmico no desenvolvimento de
variedades de mandioca de mesa certamente contribuird para a elaboracéo de
melhores estratégias de selecdo e composicdo de pesos econdmicos em
indices de selecéo.

A maior herdabilidade para TCC (h?=0,72) em raizes de mandioca,
indica que a selecdo de plantas com esta caracteristica pode ser iniciada em
fases mais precoces do programa de melhoramento na qual existem clones
nao replicados e cultivados em apenas um ambiente, a exemplo da fase de
avaliagdo de seedlings e ensaio de avaliagdo clonal. Por outro lado, para as
caracteristicas de herdabilidade baixa ou mediana a exemplo de DMC, a
selecdo deve ser iniciada nos ensaios que permitem a avaliacdo com repeticao
de clones dentro do ensaio e em diferentes ambientes, a exemplo dos ensaios
preliminares, avancados e regionais de producéo.

Os 30 gendtipos selecionados como parentais para recombinagdo no
programa de mandioca biofortificadas de mesa permitirdo a obtencdo de
ganhos genéticos importantes e simultaneos, sobretudo para TCC (37,08%),
DMC (2,56%), PTR (37,69%), PROD.Dry (40,22%) e HCN (-19,35%).
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Tabela Suplementar 1. Acessos de mandioca avaliados para teor de
carotenoides e atributos produtivos e de qualidade de raizes.

Clone Country  State City Region

Aciolina Brazil Cearad Redengéo Landrace
Aipim-Manteiga Brazil Bahia Juazeiro Landrace
BGM-0019 Brazil Paré Braganga Landrace
BGM-0027 Brazil - - Landrace
BGM-0039 Brazil Bahia Cruz das Aimas Landrace
BGM-0054 Brazil Para Braganga Landrace
BGM-0058 Brazil - - Landrace
BGM-0060 Brazil - Landrace
BGM-0061 Brazil Para Landrace
BGM-0067 Brazil Para - Landrace
BGM-0069 Brazil Bahia Boa Vista do Tupim Landrace
BGM-0070 Brazil Para Bragancga Landrace
BGM-0120 Brazil Bahia llha dos Frades Landrace
BGM-0122 Brazil Paré Braganga Landrace
BGM-0123 Brazil Bahia Cruz das Aimas Landrace
BGM-0131 Brazil Amazonas - Landrace
BGM-0132 Brazil Amazonas - Landrace
BGM-0162-B Brazil Bahia Cruz das Aimas Landrace
BGM-0212 Brazil Bahia Boa Vista do Tupim Landrace
BGM-0239 Brazil - - Landrace
BGM-0257 Brazil Bahia ltaparica Landrace
BGM-0267 Brazil Sé&o Paulo Campinas Improved variety
BGM-0269 Brazil Sergipe Araua Landrace
BGM-0285 Brazil - - Landrace
BGM-0290 Colombia ValledelCauca - Improved variety
BGM-0327 Colombia ValledelCauca Cali Improved variety
BGM-0330 Colombia Valle Cali Improved Variety
BGM-0345 Colombia ValledelCauca Cali Improved variety
BGM-0364 Brazil Ceara Pentecoste Landrace
BGM-0368 Brazil Ceara Paraipaba Landrace
BGM-0380 Brazil Ceara Pedra Branca Landrace
BGM-0408 Brazil - - Landrace
BGM-0424 Brazil - - Landrace
BGM-0444 Brazil Séo Paulo Campinas Improved variety
BGM-0468 Brazil Rio de Janeiro ltaguai Improved variety
BGM-0470 Brazil - - Landrace
BGM-0472 Brazil Rio de Janeiro Seropédica Improved variety
BGM-0507 Brazil Mato Grosso - Landrace
BGM-0579 Brazil Pernambuco [també Landrace
BGM-0597 Brazil Rio Grande do Sul Séao Sebastido do Cai Landrace
BGM-0614 Brazil Séao Paulo Campinas Improved variety
BGM-0659 Brazil Maranh&o Vitorino Freire Landrace
BGM-0660 Brazil Maranhéo Mong&o Landrace
BGM-0661 Brazil Rio Grande do Sul Santa Rosa Landrace
BGM-0672 Brazil Maranhéo Coroata Landrace
BGM-0673 Brazil Maranhao S&o Domingos do Maranhdo  Landrace
BGM-0675 Brazil Maranhao Santa Inés Landrace
BGM-0677 Brazil Maranh&o Pindari Mirim Landrace
BGM-0678 Brazil Maranhao Coroata Landrace
BGM-0679 Brazil Maranhéo Mong&o Landrace
BGM-0685 Brazil Maranhao Coroata Landrace
BGM-0694 Brazil Maranhéo Codéd Landrace
BGM-0699 Brazil Maranhao Codé Landrace
BGM-0728 Brazil Bahia Cruz das Aimas Improved variety
BGM-0729 Brazil Bahia Cruz das Aimas Improved variety
BGM-0733 Brazil Espirito Santo Linhares Landrace



BGM-0760
BGM-0776
BGM-0779
BGM-0780(B)
BGM-0793
BGM-0815
BGM-0870
BGM-0872
BGM-0878
BGM-0879
BGM-0882
BGM-0884
BGM-0886
BGM-0889
BGM-0893
BGM-0895
BGM-0901
BGM-0902
BGM-0909
BGM-0912
BGM-0914
BGM-0918
BGM-0919
BGM-0920
BGM-0936
BGM-0940
BGM-0941
BGM-0942
BGM-0943
BGM-0945
BGM-0951
BGM-0952
BGM-0953
BGM-0954
BGM-0958
BGM-0961
BGM-0962
BGM-0963
BGM-0966
BGM-0967
BGM-0968
BGM-0971
BGM-0974
BGM-0975
BGM-0976
BGM-0983
BGM-0986
BGM-0987
BGM-0991
BGM-0993
BGM-0994
BGM-0995
BGM-0996
BGM-1034
BGM-1043
BGM-1133
BGM-1136
BGM-1137
BGM-1141

Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Colombia
Brazil
Brazil
Brazil
Colombia
Colombia
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Colombia
Colombia
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil

Espirito Santo
Bahia
Bahia

Bahia
Alagoas

Valle

Amapa
Amazonas
Santa Catarina
ValledelCauca
ValledelCauca
Amazonas
Tocantins
Amazonas
Para

Ceara

Para

Para

Para

Para
Amazonas
Amazonas
Bahia
Para
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
ValledelCauca
ValledelCauca
Goias
Piauf
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas

Boa Esperanga
Alcobaga
Alcobaca

Eunépolis
Arapiraca
Cali

Oiapoque

navegantes
Cali

Cali

Labrea
Tocantinépolis
Labrea

Belém

Bragancga
Braganca

Curralinho
Cameta

Vitoria da Conquista
Braganca

Tapaua

Tapaua

Manacapuru
Manaus
Caracarai
Aripuana
ltacoatiara
Parintins
Tefé
Careiro
ltacoatiara
Barreirinha
Urucara
Manaus

Parintins
Urucara
Manaus

Parintins

Iranduba

Rio Preto da Eva

Cali

Cali

Taguatinga

Cristino Castro
Autazes

Parana de Paracuuba
Careiro
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Landrace
Landrace
Landrace

Landrace
Landrace
Improved Variety
Landrace
Landrace
Landrace
Improved variety
Improved variety
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Improved variety
Improved variety
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace



BGM-1142
BGM-1143
BGM-1144
BGM-1146
BGM-1147
BGM-1152
BGM-1159
BGM-1162
BGM-1164
BGM-1168
BGM-1177
BGM-1178
BGM-1190
BGM-1191
BGM-1198
BGM-1210
BGM-1213
BGM-1214
BGM-1224
BGM-1226
BGM-1227
BGM-1280
BGM-1284
BGM-1286
BGM-1296
BGM-1304
BGM-1310
BGM-1339
BGM-1355
BGM-1390
BGM-1496
BGM-1497
BGM-1498
BGM-1518
BGM-1585
BGM-1586
BGM-1588
BGM-1594
BGM-1596
BGM-1605
BGM-1610
BGM-1614
BGM-1659
BGM-1666
BGM-1674
BGM-1675
BGM-1682
BGM-1690
BGM-1692
BGM-1700
BGM-1701
BGM-1702
BGM-1703
BGM-1704
BGM-1705
BGM-1706
BGM-1708
BGM-1709
BGM-1710

Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Colombia
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil

Amazonas
Mato Grosso
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas

Para

Para

Amapa

Para
ValledelCauca
Para

Pernambuco
Pernambuco
Pernambuco
Pernambuco
Pernambuco
Ceara
Pernambuco
Paraiba

Rio Grande do Norte
Bahia

Bahia

Bahia

Bahia

Piaui

Piaui

Piaui

Piaui

Piaui

Piaui

Piaui

Piaui

Bahia

Para

Para

Para

Bahia
Pernambuco
Bahia
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas

Aripuana
Barreirinha
Barreirinha

Alenquer

Anajas

Mazagéo

Braganga

Cali

S&o Domingos do Capim

Ouricuri
Ouricuri
Araripina
Araripina

Exu

Crato

Sertania
Teixeira
Jacana

Itiiba

Ititba

Itiiba
Cafarnaum
[taueira

ltaueira
Floriano

Sé&o Gongalo do Piaui
Barro Duro BR316
Oeiras
Simplicio Mendes
Paulistana
Cruz das Almas
BR316

BR316

BR316

Tucano
Araripina

Séo Felipe
BR230

BR230

BR230

BR230

BR230

BR230

BR230

BR230

BR230

BR230
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Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Improved variety
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Improved variety
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Improved variety
Improved variety
Improved variety
Improved variety
Improved variety
Improved variety
Improved variety
Improved variety
Improved variety
Improved variety



BGM-1712
BGM-1716
BGM-1718
BGM-1721
BGM-1722-D
BGM-1725
BGM-1732
BGM-1734
BGM-1735
BGM-1737
BGM-1739
BGM-1741
BGM-1742
BGM-1743
BGM-1744
BGM-1745
BGM-1746
BGM-1747
BGM-1752
BGM-1754
BGM-1756
BGM-1759
BGM-1764
BGM-1766
BGM-1768
BGM-1773
BGM-1779
BGM-1780
BGM-1783
BGM-1784
BGM-1814
BGM-1818
BGM-1828
BGM-1832
BGM-1834
BGM-1835
BGM-1866
BGM-1873
BGM-1878
BGM-1884
BGM-1956
BGM-1957
BGM-1962
BGM-1969
BGM-1980
BGM-1985
BGM-2024
BGM-2029
BGM-2041
BGM-2047
BGM-2063
BGM-2074
BGM-2097
BGM-2119
BGM-2123
BGM-2127
BGM-2156
BGM-2167
BGM-2187

Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Colombia
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil

Amazonas
Amazonas
Amazonas
Bahia

Bahia
Maranhao
Maranhéo
Maranhéo
Maranhéo
Maranho
Maranhéo
Maranho
Maranhéo
Maranhéo
Maranhéo
Maranhéo
Maranho
Maranho
Maranho
Maranhéo
Maranho
Maranhao
Maranho
Maranhéo
Maranhao
Maranhao
Maranho
Maranhao
Maranhéo
Bahia

Bahia

Para

Para

Para

Para

Parana

Mato Grosso
Tocantins
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Parana
Pernambuco
Bahia
ValledelCauca
Rio Grande do Sul
Rio Grande do Sul
Parana
Parana
Bahia
Distrito Federal
Pernambuco
Espirito Santo
Pernambuco

BR174
BR178
BR179
Santo Antonio de Jesus

Cruz das Almas
BR226

Santa Rita
Santa Rita
Santa Rita
Santa Rita
Santa Rita
Santa Rita
Santa Rita
Santa Rita
Santa Rita
Santa Rita
Santa Rita
Chapadinha
Chapadinha
Chapadinha
Chapadinha
Chapadinha
Chapadinha
Chapadinha
Chapadinha
S&o Luis

S&o Luis

S&o Luis

S&o Luis
Vitéria da Conquista
Caetité

Belém

Belém

Belém

Belém

Br277
Primavera do Leste
BR277
Parintins
Nhamunda
Juruti

Juruti

Juruti
ltapiranga
Itapiranga
Marechal Candido Rondon
Araripina

Cruz das Almas
Cali

Pelotas

Pelotas
Marechal Candido Rondon
Marechal Candido Rondon
Petrolina
Planaltina
Petrolina

lina

Petrolina
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Improved variety
Improved variety
Improved variety
Landrace

Improved variety
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Improved variety
Improved variety
Improved variety
Improved variety
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Improved variety
Landrace
Improved variety
Improved variety
Improved variety
Improved variety
Landrace
Improved variety
Improved variety
Landrace
Improved variety
Landrace
Landrace



BGM-2191
BGM-2210
BGM-2212
BGM-2293
BGM-2342
BGM-2343
BGM-2344
BGM-2345
BGM-2346
BGM-2348
BGM-2349
BGM-2353
BGM-2357
BRS-396
BRS-399
BRS-Dourada

BRS-Gema-de-Ovo

Conquista-1
CPAFRO-03
CPAFRO-04
CPAFRO-06
CPAFRO-08
CPAFRO-09
CPAFRO-43
Inajazinha
Jacona
Joao-Florestal-5
Joao-Florestal-6
Pioneira
Roxinha

Sao-Francisco-de-Paula

Uberlandia-2

Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Colombia
Colombia
Colombia
Colombia
Colombia
Colombia
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil

Pernambuco
Pernambuco
Pernambuco
Pernambuco
ValledelCauca
ValledelCauca
ValledelCauca
ValledelCauca
ValledelCauca
ValledelCauca
Pernambuco
Bahia

Bahia

Distrito Federal
Distrito Federal
Bahia

Bahia

Roraima
Rondonia

Acre
Paraiba
Roraima
Minas Gerais
Minas Gerais
Para

Minas Gerais
Minas Gerais

Petrolina
Petrolina
Petrolina
Petrolina

Cali

Cali

Cali

Cali

Cali

Cali

Petrolina

Cruz das Almas
Cruz das Almas
Brasilia

Brasilia

Cruz das Almas
Cruz das Almas
Boa Vista
Ariquemes

Rio Branco
Campina Grande
Boa Vista

Florestal
Florestal

Sao Francisco de Paula

Uberlandia
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Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Improved variety
Improved variety
Improved variety
Improved variety
Improved variety
Improved variety
Landrace
Landrace
Landrace
Improved variety
Improved variety
Improved variety
Improved variety
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace
Landrace

Landrace
Landrace
Landrace

Landrace
Landrace
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FENOTIPAGEM BASEADA EM IMAGENS DIGITAIS DE RAIZES DE
MANDIOCA PARA ESTUDOS DE DIVERSIDADE E PREDICAO DO TEOR
DE CAROTENOIDES

RESUMO: A fenotipagem para quantificacdo do teor total de carotenoides é
bastante sensivel, demorada, tediosa e de alto custo. O desenvolvimento de
ferramentas de fenotipagem rapida em larga escala sdo fundamentais para a
triagem de centenas de gendtipos de mandioca em um curto periodo de tempo
no programa de biofortificacdo. Este estudo objetivou: (i) usar imagens digitais
para extrair informacdes sobre a cor da polpa de raizes e estimar suas
correlagdes com o teor de carotenoides totais (TCC); (ii) selecionar modelos
para predicdo do TCC com base nos indices colorimétricos. Imagens Red
Green Blue (RGB) foram capturadas em amostras de raizes de 228 gendtipos
biofortificados e a diferenga na coloragéo foi analisada por meio dos indices L*,
a*, b*, Hue e croma do sistema de cores CIELAB (International Commission on
lllumination) e luminosidade. Os dados colorimétricos foram utilizados para
andlise de componentes principais (PCA), correlacao e construcdo de modelos
de predicdo do TCC com base em regresséo e aprendizado de maquina. Alta
correlacdo positiva entre TCC e as variaveis b* (r= 0,90) e croma (r=0,89) foi
identificada, enquanto que as demais correlacdes foram medianas e negativas,
e 0 parametro L* ndo apresentou correlacdo significativa com TCC. De modo
geral a acuracia da maioria dos modelos de predi¢do (com todas as variaveis e
apenas com as mais importantes) foi elevada (R? variando de 0,81 a 0,94).
Entretanto, o modelo de predicao artificial neural network apresentou a melhor
capacidade preditiva (R*=0,94), associada ao menor erro nas estimativas do
TCC (RMSE= 0,24). A estrutura da populacéo estudada revelou cinco grupos e
alta variabilidade genética com base na PCA quanto aos indices colorimétricos
e conteldo de carotenoides totais. Nossos resultados demonstraram que 0 uso
de dados obtidos a partir da andlise de imagens digitais é uma alternativa
econbmica, rapida e eficaz para o desenvolvimento de ferramentas de

fenotipagem do TCC em raizes de mandioca com alta capacidade preditiva.

Palavras-chave: Visao computacional, CIELAB, modelos preditivos.
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IMAGE-BASED PHENOTYPING OF CASSAVA ROOTS FOR DIVERSITY
STUDIES AND CAROTENOIDS PREDICTION

ABSTRACT: Phenotyping to quantify the total content of carotenoids is very
sensitive, time-consuming, tedious and costly. The development of large-scale
rapid phenotyping tools is essential for screening hundreds of cassava
genotypes in a short period of time in the biofortification program. This study
aimed: (i) use digital images to extract information on the pulp color of cassava
roots and estimate correlations with total carotenoid content (TCC); (ii) select
predictive models for TCC with high accuracy using colorimetric indices. Red
Green Blue (RGB) images were captured in root samples from 228 biofortified
genotypes and the difference in color was analyzed using L*, a*, b*, Hue and
chroma indices from the CIELAB (International Commission on Illumination)
color system and luminosity. Colorimetric data were used for principal
component analysis (PCA), correlation and for developing prediction models for
TCC based on regression and machine learning. Colorimetric data were used
for PCA, correlation and TCC prediction models based on regression and
machine learning. A high positive correlation between TCC and the variables b*
(r=0.90) and chroma (r=0.89) was identified, while the other correlations were
median and negative, and the L* parameter did not present a significant
correlation with TCC. In general, the accuracy of most prediction models (with
all variables and only the most important ones) was high (R? ranging from 0.81
to 0.94). However, the artificial neural network prediction model presented the
best predictive capacity (R?=0.94), associated with the smallest error in the TCC
estimates (RMSE=0.24). The structure of the studied population revealed five
groups and high genetic variability based on PCA regarding colorimetric indices
and total carotenoid content. Our results demonstrated that the use of data
obtained from digital image analysis is an economical, fast and effective
alternative for the development of TCC phenotyping tools in cassava roots with

high predictive capacity.

Keywords: Computer vision, CIELAB, predictions models.
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1. INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) pertencente a familia
Euphorbiaceae € uma espécie amplamente cultivada em praticamente todo o
mundo, por apresentar caracteristicas bastante desejdveis para diversas
espécies comerciais como a tolerancia ao déficit hidrico, com ampla adaptacao
a diversas condi¢cdes edafoclimaticas e produtividades satisfatorias, mesmo em
solos com baixa fertilidade (BURNS et al., 2010; JARVIS et al., 2012). A Nigéria
com 59,19 milhdes de toneladas cultivados em 7,21 milhdes de hectares é o
maior produtor mundial, enquanto o Brasil ocupa a quinta colocacdo com
producdo de 17,49 milhdes de toneladas em uma area de 1,19 milhdes de
hectares, e rendimento médio de 14,70 t ha™ (FAO, 2020).

As raizes de mandioca sdo compostas basicamente por carboidratos, o
gue a torna uma importante fonte de energia para milhdes de pessoas em todo
o mundo (FERRARO et al., 2016). As raizes ainda possuem em sua
composicao glicosideos cianogénicos (linamarina e lotaustralina) que variam de
9,90 a 3927,0 ug.g~' (SANCHEZ et al., 2014; PEPRAH et al., 2020; PARMAR;
STURM; HENSEL, 2017) e baixa qualidade nutricional, com valores
consideravelmente reduzidos de proteinas, minerais (Zn, Fe, N, Ca, P, K e Mg)
e vitaminas (B1, B2, B3, C e B-caroteno) (SAYRE et al., 2011; PARMAR;
STURM; HENSEL, 2017).

O incremento do conteudo nutricional por meio da biofortificacdo € uma
estratégia que vem agregando valor nutricional as variedades de mandioca
(SALTZMAN et al., 2017). A biofortificacdo € uma iniciativa internacional e
interdisciplinar que busca reduzir a desnutricAo humana aumentando a
concentragdo de micronutrientes em diversas culturas basicas, a exemplo do
aumento do teor de carotenoides em mandioca (CEBALLOS et al.,, 2017;
SALTZMAN et al., 2017). Em raizes de mandioca busca-se o0 aumento do
conteudo de B-caroteno (carotenoide pré vitamina A), com a principal finalidade
de combater a fome oculta (hidden hunger) ocasionada pela deficiéncia de
vitamina A (SALTZMAN et al., 2017; ALAMU et al., 2019). Além disso, 0s
programas de biofortificacdo procuram ajustar os niveis de outros atributos

como elevada performance agronémica (FUHRMANN et al., 2019), baixos
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teores de compostos cianogénicos e altos teores de matéria seca nas raizes,
visando atender preferéncias do mercado de mandioca de mesa (SANCHZ et
al., 2014; SALTZMAN et al., 2017).

Apesar dos avangos importantes no aumento do teor de carotenoides
obtidos em diversos programas de melhoramento genético convencional
(CEBALLOS; HERSHEY; BECERRA-LOPEZ-LAVALLE, 2012; CEBALLOS et
al., 2013; SANCHEZ et al., 2014), a fenotipagem para quantificacdo do teor
total de carotenoides ou de 3-caroteno é bastante sensivel, demorada, tediosa
e de alto custo. Por isso, novos meétodos de fenotipagem rapida sédo
necessarios, uma vez que os programas de biofortificacdo requerem a triagem
de centenas de amostras em um curto periodo de tempo (SANCHEZ et al.,
2014; CEBALLOS et al., 2017).

Recentemente, predicbes com base em NIRS (near infrared
spectroscopy) tém demonstrado alto potencial para fenotipagem indireta do
teor de carotenoides em mandioca (SANCHEZ et al., 2014; BELALCAZAR et
al., 2016; IKEOGU et al., 2017; ALAMU et al., 2019; IKEOGU et al., 2019).
Além disso, metodologias baseadas na analise de imagens digitais permitem
extrair informacdes de cor (BAI et al., 2018) devido a forte correlacdo entre
dados digitais e visuais (WALTER et al., 2019). Uma vez que os carotenoides
presentes possuem forte correlagdo com a intensidade da cor amarela
(CEBALLOS et al., 2013), é presumivel que este tipo de fenotipagem seja uma
opcao viavel e adequada para a quantificacdo do teor de carotenoides.

A fenotipagem de raizes com base em imagens possui como principais
vantagens a economia no tempo de andlise, uso de cameras digitais
disponiveis comercialmente, de facil manuseio, transporte e uso de softwares
de codigo aberto para o processamento das imagens, demonstrando alto
potencial para uso em programas de melhoramento de plantas (CORTES et al.,
2017; WALTER et al., 2019). As imagens gravadas ainda permitem aos
pesquisadores voltar e reexamina-las sempre que surgirem dividas quanto ao
processo de fenotipagem (BAI et al., 2018). Além disso, uma vez calibrados os
modelos de predicdo é possivel reduzir o nUmero de amostras laboratoriais,
concentrando esforcos apenas naquelas de maior interesse e assim, reduzir

em muito o custo das andlises necessérias a selecao dos genotipos.
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A fenotipagem rapida por meio de imagens ja vem sendo amplamente
utilizada para estudar a relacéo entre indices de cor extraidos das imagens e
teor de carotenoides em diferentes culturas como cenoura (Daucus carota)
(PACE et al.,2013), tomate (Solanum lycopersicum L.) (STINCO et al., 2013),
azeite de oliva (Olea europaea) (SANAEIFAR; JAFARI; GOLMAKANI, 2018) e
tangerina (Citrus reticulata Blanco) (HADIMAN; MITTAL, 2019). Normalmente,
as imagens sao obtidas por um dispositivo digital e salvas no espaco de cores
Red Green Blue (RGB) tridimensional; no entanto este espaco ndo €
percentualmente uniforme e n&o representa cores percebidas naturalmente
pela visdo humana (PATHARE; OPARA; AL-SAID, 2013). Alguns estudos tem
optado por converter a matrizes de cores RGB em codigos CIELAB (CIE,
1978), quando ha intencdo de correlacionar as cores das imagens com algum
atributo especifico em plantas (YE; IZAWA; ZHANG, 2018; DODIG et al., 2019;
LI; FRANK; MIGICOVSKY, 2019). O modelo CIE (CIE, 1978) de cores é uma
escolha predominante entre pesquisadores (PATHARE; OPARA; AL-SAID,
2013) porque dispde de espaco de cores com técnica de medicdo padronizada
(DARRIGUES et al.,, 2008). O espaco de cores CIELAB (CIE, 1978)
demonstrou ser bastante acurado na estimativa do teor de carotenoides com
base em imagens digitais em tomate (Solanum lycopersicum) e em poélen de
espécies das familias Brassicaceae, Myrtaceae e Fabaceae (YE; IZAWA;
ZHANG, 2018; GONZALEZ et al., 2020).

Em outras espécies, alta capacidade de predicdo de caracteristicas
associadas a qualidade nutricional tem sido observada quando utilizado indices
colorimétricos obtidos de imagens digitais. Por exemplo, em tangerina (Citrus
reticulata Blanco), os modelos partial least squares (R? =0,96) e regressao
linear de terceira ordem (R®= 0,95) foram capazes de predizer a maturacao dos
frutos (citrus color index) com alta preciséo (HADIMAN; MITTAL, 2019). Em
azeite de oliva (Olea europaea), os modelos support vector machine (R*=0,96)
e redes neurais artificiais (R?=0,94) também apresentaram alta capacidade
preditiva do teor de carotenoides nesta espécie (SANAEIFAR; JAFARI;
GOLMAKANI, 2018). Adicionalmente, um modelo de regressao linear multipla

foi capaz de predizer o teor de carotenoides com alta precisdo (R?=0.89) em
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pélen de espécies das familias Brassicaceae, Myrtaceae, Fabaceae
(GONZALEZ et al., 2020).

Considerando a necessidade de desenvolvimento de metodologias de
fenotipagem de alto rendimento para otimizar a selecdo dos programas de
melhoramento de mandioca de mesa biofortificada, o presente estudo teve
como obijetivos: (i) avaliar o potencial de uso de imagens digitais para captar
informacdes da cor de polpa de raizes de mandioca e estimar as correlacdes
com o teor de carotenoides totais; (ii) selecionar modelos preditivos
alimentados por indices colorimétricos que possuam alta precisdo e

capacidade preditiva do teor de carotenoides totais.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal e delineamento experimental

O conjunto de calibracdo foi composto por 228 genétipos do Banco de
germoplasma (BAG) da Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas,
Bahia, Brasil (Latitude: 12° 40' 12" S, Longitude: 39° 06' 07" W e Altitude:
220m). Este painel de germoplasma €& composto por genétipos com alta
diversidade para teor de carotenoides, compostos cianogénicos, teor de
matéria seca nas raizes e diversos atributos produtivos. Os clones foram
cultivados de junho de 2019 a julho de 2020 na Estagdo Experimental da
Embrapa Mandioca e Fruticultura, utilizando delineamento em blocos
aumentados, tendo 34 variedades locais e melhoradas como testemunhas
comuns. A parcela experimental foi composta por duas linhas com 10 plantas
cada (20 plantas por parcela), com espacamento de 0,90 m entre linhas e 0,80
m entre plantas. O plantio foi realizado com manivas de 16 cm em condi¢éo de
sequeiro, seguindo as recomendacdes e préaticas agricolas para a cultura
(SOUZA; SOUZA; GOMES, 2006). Para compor o conjunto de calibracéo foram
previamente selecionados clones com coloracdo de polpa de raiz creme e
amarela.

O clima na regiao de cultivo do germoplasma ¢é do tipo tropical quente e
umido, sem estacdo seca, com pluviosidade média anual de 1.170 mm, onde

0s meses de marco a agosto se apresentam como oS mais chuvosos e de
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setembro a fevereiro, 0s mais secos. A temperatura média anual é de 24,5°C e
umidade relativa de 80%. Os solos predominantes da regido sdo Latossolos

Amarelos Distroficos.

2.2 Obtencéo e processamento das imagens

Uma caixa (24x18x19 cm) com as paredes internas brancas e com o
fundo forrado com material plastico azul para aumentar a precisdo da
separacao dos pixels da raiz foi utilizada como uma plataforma de fenotipagem.
Para obtencao das imagens digitais foi utilizado um tablet com sistema Android
9.0 e camera com 8MP, com auxilio do flash para uniformizar a luminosidade,
acoplado a parte superior da caixa.

Durante a colheita foram selecionadas entre 4-6 raizes padrao de todos
0s 228 gendtipos. As raizes foram lavadas com &gua corrente para remover o
excesso de solo aderido e em seguida a regido central foi cortada em pedacos
de aproximadamente 2 cm de espessura. Seis pedacos de raizes por genoétipo
provenientes foram colocados no centro do campo de visdo da camera e trés
imagens RGB foram capturadas. As imagens foram salvas no formato Joint
Photographic Experts Group (JPEG) com resolucao de 2448 x 3264 pixels. Foi
realizado um pré-processamento das imagens utilizando os filtros Gaussian
Blur e remove background com auxilio do software ImageJ versdo 1.52a. A
analise colorimétrica foi realizada utilizando o software Tomato Analyzer - Color
Test versdao 4.0 (DARRIGUES et al.,, 2008). Os valores iniciais dos
componentes cromaticos (L*, a* e b*) do sistema CIELAB (CIE, 1978), foram
obtidos utilizando a calibragcéo padréo do software. Esta calibracao foi realizada
assumindo valores de 1,0 para o coeficiente angular e de zero para os
interceptos de uma equacao de regressao linear. O excedente das raizes foi
processado com auxilio de um multiprocessador de alimentos e reservadas

para analise de carotenoides totais.

2.3 Avaliacédo da cor das raizes
As diferencas na coloracao das raizes entre os diferentes gendétipos de
mandioca foram avaliadas por meio dos parametros CIELAB (CIE, 1978), os

guais foram obtidos a partir dos valores RGB. A coordenada L* indica escuridédo
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(0) para claridade (100) da cor, enquanto a* e b* indicam a variacdo do verde
ao vermelho (-60 a 60) e do azul ao amarelo (-60 a 60), respectivamente. Para
cada amostra, cada registro representa uma média de seis medigBes. As
coordenadas cilindricas croma e Hue foram calculadas a partir de a* e b*. O

Hue (matiz) € uma medida angular de 0° a 360°, que representa a cor basica.

. . ~ b*
Seu valor foi calculado com base nas seguintes equacdes: H° = tan — 1 (;) ,

gquando a*>0 e b*20, e H° = 180 +tan — 1 (Z—) gquando a*<0. O valor de

croma é a média da saturacao representada pelas médias de a* e b™.

Também foi calculada a luminosidade, definida pela média da
guantidade de luminosidade (variando de 0 a 240) em todos os pixels. A
luminosidade € responsavel pela sensibilidade variavel do olho humano a
radiacdo em varios comprimentos de onda e define o brilho. A luminosidade foi

estimada a partir do valor de RGB de cada pixel por meio da expressao:

. . [méaximo(R,G,B)+minimo (R,G,B)Xx240]
Luminosidade = ( )2><255 ( ) .

2.4 Quantificagdo do teor de carotenoides totais

Para a andlise do teor carotenoides totais (TCC), foram coletadas duas
amostras contendo 10 g, 15 g ou 25 g das raizes trituradas (a depender da
intensidade da coloracdo da polpa) e uma amostra backup de 60g,
acondicionadas em frascos de vidro com tampas, recobertos com folha de
papel aluminio para evitar a0 maximo o contato com a luz para evitar a
degradacéao dos carotenoides. Em seguida as amostras foram congeladas para
analise posterior.

Para quantificacdo do teor de carotenoides foi adotado o procedimento
descrito pelo HarvestPlus Handbook for Carotenid Analysis (RODRIGUEZ-
AMAYA; KIMURA, 2004). Os pigmentos das raizes trituradas foram extraidos
com aproximadamente 50 mL de acetona, por meio da moagem das amostras
em homogeneizador Ultra Turrax durante trés minutos a fim de fazer com que
as células vegetais fossem rompidas e os carotenoides extraidos pela acetona.
A massa com a amostra e acetona foi filtrada através de um funil de Buchner
com auxilio de uma bomba de vacuo, e o residuo retido no funil foi lavado com

acetona até nao apresentar coloracdo. O extrato contendo apenas o0 pigmento
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e acetona foi reservado no baldo de succdo, em seguida transferido para um
funil de separacdo contendo éter de petrdleo (a quantidade pode variar a
depender da coloracdo da amostra), e adicionada solucdo salina lentamente
(cerca de 250 mL) para separacéo das fases. A fase aquosa foi descartada e o
procedimento de lavagem com solucdo salina repetida por cinco vezes até
restar apenas éter de petrdleo e pigmento. Esse novo extrato foi filtrado em
funil com 1a de vidro e sulfato de sédio anidro para um baldo volumétrico ambar
e completado seu volume com éter de petréleo. Tomou-se uma aliquota de
cada amostra para determinacdo por espectrofotometro (UV-VIS Thermo
Scientific, modelo Genesis 10S) ajustado com uma absorbancia a 450 nm.

O TCC foi calculado usando a seguinte férmula: TCC(ug.g™!) =

AxV(ml)x10*

0,
AT XP(9)

, em que A é a absorbancia; V(ml) € o volume total do extrato em

mililitros; P(g) € o peso da amostra em gramas; e A% é igual ao coeficiente de

extincao do B-caroteno em éter de petréleo (2592).

2.5 Analise dos dados

Inicialmente foi realizada andlise de correlacdo de Pearson entre os
dados fenotipicos do TCC e os dados colorimétricos do sistema CIE de cores a
fim de verificar a magnitude e o sentido da correlacdo existente entre estes
parametros. Foi implementada a analise de componentes principais (PCA) para
verificar a diversidade fenotipica dos genétipos com base no TCC e nos indices
colorimétricos. A andlise PCA também foi usada para verificar a importancia
dos indices colorimétricos como variaveis preditoras do TCC. O agrupamento
dos genatipos foi determinado pelo algoritmo K-means clustering e todas estas
analises foram realizadas com auxilio do pacote factoextra (KASSAMBARA;
MUNDT, 2017) implementado no ambiente de programacdo R verséo 4.03 (R
CORE TEAM, 2021).

Em seguida os dados colorimétricos foram utilizados na construcao de
modelos de predicdo do TCC. Doze modelos de predicdo derivados de
regressao e aprendizado de maquina foram testados: Linear Regression with
Forward Selection (LRFS), Linear Regression with Backwards Selection

(LRBS), Ridge Regression (RR), Linear Regression with Stepwise Selection
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(LRSS), Generalized Linear Model with Stepwise Feature Selection (GLMSS),
Random Forest (RF), Partial Least Squares (PLS), The Bayesian Lasso (BL),
The Bayesian Blasso (BBL), Artificial Neural Network (ANN), Support vector
machine (SVM), Classification and regression trees (CART) (SINGH; BHATIA;
SANGWAN, 2007; DOMINGOS, 2012). Os modelos de predicao foram
implementados no ambiente de programacao R versao 4.03 (R CORE TEAM,
2021) com auxilio do pacote caret (KUHN, 2008). O esquema de validacdo
cruzada foi realizado em 5 repeticbes com 6-folds cada. Portanto, 60% das
amostras foram usadas como populacdo de treinamento e 40% como
populacéo de validacao.

O desempenho dos modelos de predicdo foi avaliado com base na
média dos valores do erro quadratico médio (RMSE) e do coeficiente de
determinacao (R?), obtidos em cada particéo da validacdo cruzada. O RMSE foi
utilizado para analisar os erros da estimativa, sendo a medida da magnitude
média dos erros estimados. Possui valor positivo e quanto mais proximo de 0O,

maior sera a qualidade dos valores estimados. E calculado segundo a

equacao:RMSE = \/%ZL(EL- — 0;))%, onde: E; e 0; sdo os valores estimados e

observados, respectivamente, e n é o nimero de observacdes. O R? varia entre
0 e 1, e quanto mais proximo de 1, melhor sera o seu poder de explicagcdo. O
R? é descrito como a relacdo que pondera a proporcdo da variacdo total da
variavel dependente que é explicada pela variacio da variavel independente. E

_ LG9’
Z?:l(yi_}_’)z,

corresponde a variagédo explicada, e YI-,(y; — ¥)? corresponde a variagdo nao

estimado considerando a equaG&o:R? em que: XM, —¥)?

explicada.
3. RESULTADOS

3.1 Correlagcdo entre teor de carotenoides totais e indices
colorimétricos

O TCC apresentou amplitude de 0,30 ug g~ * a 13,67 ug g~ * com base

no peso fresco das amostras, enquanto a média geral dos 228 gendtipos de

mandioca foi de 3,56 ug g '. Gréficos de dispersdo foram construidos para
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avaliar a distribuicéo dos dados e estimar a correlagéo de Pearson entre o TCC
e os indices colorimétricos extraidos das imagens digitais (Figura 1). Alta
correlagdo positiva foi identificada entre TCC e as variaveis b* (r= 0,90) e
croma (r=0,89), enquanto que correlagbes medianas e negativas foram
identificadas entre TCC e os indices a* (r= -0,53), Hue (r= -0,59) e
Luminosidade (r= -0,66). Por outro lado, o parametro L* ndo apresentou

correlacéo significativa com TCC.
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Figura 1. Gréficos de disperséo entre o teor de carotenoides totais e indices
colorimétricos. Os valores numeéricos representam o0s coeficientes de
correlagcédo de Pearson entre os indices colorimétricos e o teor de carotenoides
totais. A linha em azul representa a isolinha 1:1.
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3.2 Diversidade fenotipica e agrupamento dos genétipos de mandioca
com base no teor de carotenoides totais e nos indices
colorimétricos
A estruturacdo populacional com base nos dados fenotipicos de TCC e

indices colorimétricos foi avaliada com base na analise de componentes
principais (PCA). De acordo com o algoritmo K-means clustering foram
identificados cinco grupos com base na informacdo da soma de quadrados da

variacéo dentro de grupos (Figura 2).

80000 100000 120000
| | |

60000
|

40000
1
/

Soma de quadrados dentro de grupos

°—o

20000
|

—~
o—
o —
°TO0—0—0—05_0

T T I T I I T
2 4 6 8 10 12 14

Ndmero de grupos

Figura 2. Soma de quadrados da variancia dentro de grupos em 228 genotipos
de mandioca biofortificados com base em dados fenotipicos do teor de
carotenoides totais (ug.g™') e indices colorimétricos (CIELAB). O critério de
agrupamento foi realizado com base no algoritmo K-means clustering.

Os dois primeiros componentes principais explicaram 89% da variancia
total do conjunto de dados da populacdo amostral e, portanto, permitem uma
boa representacdo do agrupamento dos genoétipos de mandioca com base nos
parametros avaliados (Figura 3). Houve ampla variacdo fenotipica entre os
genotipos de mandioca para TCC e também para os indices colorimétricos. O
TCC e os indices colorimétricos b* e croma foram as variaveis que mais

contribuiram para dispersdo dos gendétipos. De forma semelhante ao que foi
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observado nas analises de correlacdes, os indices b* e croma foram os que
apresentaram maior associacdo com TCC, e por isso possuem alta importancia
relativa para a predicdo deste fenotipo. Por outro lado, o indice L* foi o que

menos contribuiu para variagéao fenotipica dos genaotipos de mandioca.
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Figura 3. Analise biplot de componentes principais (PCA) com base em dados
fenotipicos do teor de carotenoides totais (ug.g™) e indices colorimétricos
(CIELAB) avaliados em 228 genétipos de mandioca biofortificados.

Com base na PCA os gendtipos de mandioca foram agrupados em cinco
grupos. Os grupos 1, 2, 3, 4 e 5 reuniram 76, 34, 26, 21 e 71 genotipos,
respectivamente. Os grupos 1 e 2 foram constituidos por genétipos com baixos
valores de TCC (1,91 pg.g™ e 1,82 pug.g™, respectivamente), b* e croma, além
dos maiores valores de L*, luminosidade e Hue (Figura 4). Os grupos 3 e 5
foram constituidos por gendtipos de mandioca com polpa amarela, mas com
teores medianos de TCC (4,82 ug.g” * e 3,60 pg.g™, respectivamente) e por
valores medianos de luminosidade (variacdo de 158 a 159). Por outro lado,
estes dois grupos diferem quanto aos valores a* (-10,23 e -4,60 nos grupos 3 e

5, respectivamente), b* (36,48 e 22,20 nos grupos 3 e 5, respectivamente),



95

L*(78,60 e 73,10 nos grupos 3 e 5, respectivamente), Hue (105,59 e 101,87 nos
grupos 3 e 5, respectivamente) e croma (37,93 e 22,72 nos grupos 3 e 5,
respectivamente).

O grupo 4 foi composto pelos gendtipos de mandioca com maior TCC
(média de 10,74 ug.g™). Em relacéo aos indices colorimétricos, o grupo 4 foi
caracterizado por apresentar alto croma (média de 56,96) e b* (média de
55,57), baixos valores de Hue (média de 102,59), a* (média de -12,38) e

luminosidade (média de 136,04) e valores medianos de L* (média de 76,14).
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Figura 4. Boxplot dos valores médios do teor de carotenoides totais e dos
indices colorimétricos, para cada agrupamento dos 228 genotipos de mandioca
formado com base na andlise de PCA. Letras diferentes representam
diferencas significativas entre grupos de acessos, p < 0.05 pelo teste Tukey
HSD.
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3.3 Predicdo do teor de carotenoides totais utilizando indices
colorimétricos

O desempenho dos modelos de predicdo para TCC em raizes de
mandioca utilizando dados colorimétricos obtidos de imagens digitais foi
avaliado considerando o modelo completo (todas as variaveis para predicao de
TCC) e o modelo reduzido, na qual apenas as variaveis com importancia
relativa maior ou igual a 50% para a predicdo de TCC foram mantidas nos
diferentes modelos avaliados.

Os indices colorimétricos b* e croma com importancia relativa de 100%
foram as variaveis que mais contribuiram para a predicdo de TCC na maioria
dos modelos (Figura 5). A Unica excec¢do ocorreu no modelo PLS em que os
indices b* e a* apresentaram importancia relativa de 100%. Os indices
Luminosidade e Hue apresentaram importancia entre 50 e 70% dependendo do
modelo analisado. Para todos os modelos o indice L* apresentou importancia
inferior a 50% e por isso foi excluido nos modelos reduzidos. Portanto, a
maioria dos modelos reduzidos incluiu as variaveis a*, b*, croma, Hue e
Luminosidade, a exce¢do do RF cujo modelo reduzido foi representado apenas
por b*, Hue e croma. Apesar do modelo reduzido possuir apenas as variaveis
como maior capacidade preditiva do TCC, ndo houveram diferencas na
capacidade preditiva em comparacdo com o modelo completo (Tabela 1).
Apenas os modelos RF e PLS apresentaram uma pequena diferenca na
acuracia de predicéo, ou seja, R?=0,91 e 0,90 (RF) e R?*=0,94 e 0,93 (PLS) nos
modelos completos e reduzidos, respectivamente.

De modo geral a acuracia dos modelos de predicdo (completo e
reduzido) foi elevada, com R? variando de 0,90 (modelo SVM) a 0,94 (modelo
ANN) (Tabela 1). Apenas o modelo de predicdo CART apresentou acuracia de
predicdo do TCC abaixo de 0,90. Por outro lado, o melhor modelo de predigéo
foi o ANN, por apresentar a melhor capacidade preditiva (R?=0,94), associada
ao menor erro nas estimativas do TCC (RMSE= 0,24). Os modelos baseados
em regressao linear (LRFS, LRBS, LRSS, GLMSS) bem como os modelos
PLS, BL, BBL e RR apresentaram desempenho semelhante (RMSE=0,23;

R%=0,93). Apesar dos modelos RF e SVM apresentarem alta capacidade



preditiva (R?=0,91 e 0,90, respectivamente), eles também apresentaram
maiores valores de RMSE (0,32 e 0,33, respectivamente).
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Figura 5. Importancia relativa de indices colorimétricos para predicdo do teor
de carotenoides totais usando 12 modelos de predicdo. Linear Regression with
Forward Selection (LRFS), Linear Regression with Backwards Selection
(LRBS), Ridge Regression (RR), Linear Regression with Stepwise Selection
(LRSS), Generalized Linear Model with Stepwise Feature Selection (GLMSS),
Random Forest (RF), Partial Least Squares (PLS), The Bayesian Lasso (BL),
The Bayesian Blasso (BBL), Artificial Neural Network (ANN), Support vector
machine (SVM), Classification and regression trees (CART).

O gréfico de dispersdo dos valores observados e preditos para TCC
mostra claramente o maior ajuste do modelo ANN (R?=0,94) seguido pelos
modelos LRFS, LRBS, LRSS, GLMSS, PLS, BL, BBL e RR (R*= 0,93)
independentemente do fold da validacdo (Figura 6). Por outro lado, o modelo

CART (R%=0,82), RF e SVM (R?=0,90) apresentaram maior dispersdo dos
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dados preditos e, portanto, menor ajuste para predicdo de TCC em raizes de
mandioca.

De modo geral, para a maioria dos modelos, as predicdes de TCC com
valores entre 0,50 e 5,0 ug g~ * foi bastante acurada. Entretanto, acima deste
valor, os gréficos de regressdo mostram uma maior dispersdo dos dados. Isso
possivelmente ocorreu pelo fato de que a maioria dos gendtipos (82%)

1

apresentaram TCC abaixo de 5,0 ug g~ -, representando assim a maior parte

das amostras.

Tabela 1. Desempenho de diferentes modelos de predicdo para teor de
carotenoides totais em raizes de mandioca utilizando indices colorimétricos
obtidos de imagens digitais e considerando o modelo completo (todas as
varidveis) e modelo reduzido (apenas variaveis com mais de 50% de

importancia relativa).

Completo Reduzido

Modelo . .
RMSE?* R*® RMSE R

Linear Regression with Forward Selection 0,26 0,93 0,26 0,93

Linear Regression with Backwards Stepwise Selection 0,26 093 0,26 0,93
Ridge Regression (method = ridge’) 0,26 093 0,26 0,93
Linear Regression with Stepwise Selection 0,26 0,93 0,26 0,93

Generalized Linear Model with Stepwise Feature
0,26 093 0,26 0,93

Selection

Random Forest (method = 'Rborist’) 0,31 0,91 0,32 0,90
Partial Least Squares 0,26 0,94 0,26 0,93
The Bayesian lasso (method = 'lasso’) 0,26 0,93 0,26 0,93
The Bayesian blasso (method = 'blasso’) 0,26 093 0,26 0,93
Artificial Neural Network 0,24 094 0,24 094
Support vector machine 0,33 0,90 0,33 0,90
Classification and regression trees (Decision Trees) 0,43 0,81 043 0,81

°R”: coeficiente de determinacéo e RMSE: raiz do erro quadratico médio.
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Figura 6. Relagdo entre os valores observados e preditos para teor de
carotenoides totais de raizes de mandioca. A predicao foi realizada com base
em 12 diferentes modelos com base em validagdo cruzada. Linear Regression
with Forward Selection (LRFS), Linear Regression with Backwards Selection
(LRBS), Ridge Regression (RR), Linear Regression with Stepwise Selection
(LRSS), Generalized Linear Model with Stepwise Feature Selection (GLMSS),
Random Forest (RF), Partial Least Squares (PLS), The Bayesian Lasso (BL),
The Bayesian Blasso (BBL), Artificial Neural Network (ANN), Support vector
machine (SVM), Classification and regression trees (CART). Cada fold da
validacdo cruzada esta representado em diferentes cores. Os dados numéricos
incluidos nos gréficos representam: equacdes lineares (y) e coeficiente de
determinacao (R?). A linha representa a isolinha 1:1.
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4. DISCUSSAO

4.1. Variacdo e correlacdo entre o teor de carotenoides totais e indices
colorimétricos

O TCC nos 228 gendtipos de mandioca analisados apresentou
amplitude de 0,30 ug g~ * a 13,67 pg g~ *. Esta variacdo no TCC é coerente com
outros relatos em mandioca, a exemplo da triagem de 1789 gendtipos de
mandioca do Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT, Colémbia),
cuja variagao no TCC foi de 1,02 a 10,40 uyg g ' (CHAVEZ et al., 2005).
Entretanto, em populacdes de melhoramento especificamente voltadas para o
aumento do TCC, esta variacdo pode ser ainda mais ampla a exemplo da
variacdo de 0,2 ug g~ ' a 25,5 ug g observada por Sanchez et al. (2014).

A variagdo observada no TCC constitui-se em uma ampla faixa de
variacdo para construcdo de modelos de predicdo com alta acuracia para esta
caracteristica. E, portanto, neste estudo foi analisado o potencial de uso da
fenotipagem rapida com base imagens digitais e a capacidade de estimar o
TCC nas raizes de mandioca a partir de dados colorimétricos utilizando o
sistema de cores CIELAB (ITLE; KABELKA, 2009; AFONSO et al., 2017).

A presenca dos pigmentos carotenoides contribui para intensidade da
coloracdo da polpa das raizes de mandioca (CEBALLOS et al., 2013;
CEBALLOS et al., 2017), conferindo uma correlagéo positiva entre estas duas
caracteristicas (AFONSO et al., 2017). Assim, primeiramente foi avaliada a
relacdo entre TCC e as variaveis relacionadas a cor, sendo observada alta
correlacéo entre TCC e b* (r=0,90). Esta alta correlacéo era esperada uma vez
que os valores positivos do eixo b* correspondem a cor amarela. Este resultado
esta de acordo com estudos em outras espécies onde foi verificado que o
acumulo de carotenoides indica uma tendéncia de aumento de b*, como
verificado em diversas variedades de tangerina Kinnow (Citrus reticulata
Blanco) (HADIMANI; MITTAL, 2019) e em amostras de milho extrusadas
(CUETO et al., 2017). Em mandioca, Afonso et al. (2017) também constataram
gue os maiores valores de b* estavam associados as amostras de mandioca
com maior conteado de carotenoide. Esse comportamento se deve a

correlacdo entre o parametro b* com o B-caroteno (KLJAK; GRBESA;
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KAROLYI, 2014), uma vez que o B-caroteno € o carotenoide mais abundante
na mandioca (CEBALLOS et al., 2017).

O mesmo padrdo de correlacdo foi observado entre TCC e croma
(R=0,89) (Figura 1). O parametro croma indica a intensidade da coloragéo
(PATHARE; OPARA; AL-SAID, 2013), e portanto, pode-se afirmar que quanto
maior o teor de carotenoides totais maior serd a intensidade da coloracédo da
polpa de mandioca. Itle; Kabelka (2009) encontraram correlacdes semelhantes
entre b* e croma ao analisarem o teor de carotenoides individuais e TCC em
aboboras (Cucurbita spp). Além disso, estes autores observaram que o angulo
Hue apresentou correlacdo negativa com TCC (r=-0,83), de forma semelhante
ao observado no presente estudo em mandioca (r=-0,59), sugerindo que a
medida que os angulos diminuem, as concentracdes de carotenoides
aumentam. Além do mais, Itle; Kabelka (2009) identificaram fortes correlacdes
entre os indices colorimétricos e o conteudo de carotenoides, e afirmaram que
essas correlagcbes podem ser Uteis na selecao indireta para alto teor de
carotenoides em populacdes melhoradas de abdbora, sendo de féacil

implementag&o e a0 mesmo tempo de baixo custo.

4.2 Agrupamento da diversidade fenotipica do teor de carotenoides
totais com base nos indices colorimétricos
Os dois componentes principais explicaram quase 90% da variancia
fenotipica, e com isso foram capazes de demonstrar a dispersao dos genotipos
de mandioca e a formacédo de cinco grupos com caracteristicas similares em
termos de TCC e indices colorimétricos. Especificamente os grupos 3 e 4
reuniram 0S acessos com polpa amarela e consequente maiores teores de
TCC, b* e croma, visto que esses dois indices colorimétricos estédo
positivamente correlacionados com TCC
O potencial de agrupamento de gendtipos com base nos indices
colorimétricos tem sido recentemente analisado em diversas espécies e até
mesmo em mandioca. Afonso et al. (2017) avaliaram o potencial de
agrupamento de diferentes amostras de raizes de mandioca com base nos
indices do espacgo de cores CIELAB, obtidos por meio de um colorimetro. Os

autores identificaram que as amostras com maior TCC apresentaram maiores
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valores de b*. Os autores também reportaram agrupamento dos genétipos via
PCA com base na coloracdo da polpa da raiz e no TCC, utilizando dados
colorimétricos.

Moresco et al. (2015), utilizaram PCA e outros métodos de
agrupamentos a partir da matriz de dados espectrofotométrico aplicado na
regido UV-Vis (400-500nm) em amostras de raizes de mandioca com cor de
polpa creme, amarela e avermelhada. Nesta estratégia, os dois primeiros
componentes representaram 99,97% da variancia, revelando claramente trés
grupos de acordo com os teores de carotenoides. Estes autores atribuem o
agrupamento dos genotipos ao teor de carotenoides e a discrepancia do
gendtipo de polpa avermelhada a presenca de licopeno em quantidades
relevantes, detectado pela andlise cromatografica.

A eficiéncia do PCA em distinguir diferentes amostras também foi
descrita por Nankar et al. (2020), cujo estudo reportou a diversidade
morfométrica e colorimétrica dos frutos da colecédo de pimenta (Capsicum spp.)
dos Balcas e o agrupamento via PCA. Uma das caracteristicas avaliadas que
mais contribuiu para a variabilidade das pimentas foi a cor do fruto, estimadas
pelos parametros do sistema CIELAB, obtidos pelo software Tomato Analyzer.
Zaouay et al. (2012) reportaram a similaridade entre as variedades de roma
(Punica granatum L.) quanto a atividade antioxidante e as propriedades
fisioquimicas de frutos. Esses autores verificaram a contribuicdo significativa no
agrupamento realizado pela analise PCA do indice a* mensurado no suco da
fruta e sua correlagdo com outros atributos importantes para a cultura, a

exemplo do teor de fendlicos totais e contetdo total de antocianinas.

4.2. Desempenho dos modelos de predi¢cdo do TCC

Os diferentes modelos de predicdo baseados em aprendizagem de
maquina apresentaram elevada capacidade de predigcdo do TCC em raizes de
mandioca, em funcédo dos altos valores de R? e baixos valores de RMSE.
Entretanto, o modelo baseado em redes neurais artificiais (ANN) foi o modelo
mais acurado em comparacdo aos demais por apresentar melhor ajuste do
RMSE (0,24) e R? (0,94). Resultados similares também foram observados por

Sanaeifar; Jafari; Golmakani (2018), que identificaram alta capacidade preditiva
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do teor de carotenoides em azeite de oliva (Olea europaea) utilizando ANN
(R?=0,94) e SVM (R%=0,96). Em tangerina (Citrus reticulata Blanco), os
modelos PLS (R?=0,96) e regresséo linear de terceira ordem (R*= 0,95) foram
capazes de predizer a maturacdo (citrus color index) com alta acuracia
(HADIMAN; MITTAL, 2019). Gonzalez et al. (2020), apresentaram uma
metodologia para predicdo do teor de carotenoides individuais a partir de
parametros de analise de imagens digitais de amostras de pdlen de espécies
das familias Brassicaceae, Myrtaceae, Fabaceae, com base em regressao
linear multipla (MLR), com altos R? (variacdo de 0,76 a 0,89).

ANN € um modelo que utiliza técnicas inspiradas no cérebro e na
maneira como ele aprende e processa informacdes (WANG; SUMMERS,
2012). O modelo ANN, assim como os demais utilizam aprendizagem
supervisionada, que visa fornecer a previsdo de uma varidvel de saida de
acordo com as variaveis de entrada conhecidas (LIAKOS et al.,, 2018). Os
modelos de aprendizagem de maquina tem sido uma ferramenta eficiente
bastante utilizada em diferentes abordagens na agricultura, para desvendar,
guantificar e compreender processos intensivos de dados (LIAKOS et al.,
2018). Entretanto, a capacidade preditiva depende do conjunto de dados em
analise e por esse motivo é interessante avaliar diferentes abordagens a fim de
explorar diferencas nos algoritmos que podem beneficiar as predicdes
(CARMO et al., 2020).

A busca por metodologias de fenotipagem rapida tem sido prioridade em
programas de melhoramento de mandioca. Portanto, varios grupos tém
buscado alternativas para encurtar os ciclos de sele¢cdo, aumentar o0 nimero de
gendtipos avaliados e diminuir custos associados com a fenotipagem de
caracteristicas que sao dificeis de mensuracdo a exemplo do teor de
carotenoides. Mesmo com a implementacdo de metodologias de fenotipagem
rapida, poucos estudos tém se dedicado a validacdo dos modelos de predi¢ao
de caracteristicas associadas a qualidade nutricional como o teor de matéria
seca e carotenoides em mandioca com base em analise de imagens. Os
modelos com boa acuracia de predicdo podem permitir a selecdo precoce

apenas dos gendtipos mais interessantes, permitindo a otimizacdo da selecéo.
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O uso de variaveis preditivas de facil mensuracdo, como os dados
colorimétricos extraidos das imagens digitais, € um ponto chave para acelerar a
triagem dos gendtipos em programas de melhoramento que visam 0 screening
de milhares de individuos anualmente. Esta abordagem demonstrou que as
variaveis b* e croma foram fortemente correlacionadas com o TCC em raizes
de mandioca (Figura 1). Este resultado permite simplificar ainda mais o
protocolo de fenotipagem para o TCC em raizes de mandioca utilizando as
imagens digitais, pois permite a reducéo de variaveis, sem perder a capacidade
preditiva da caracteristica.

Em mandioca, outros autores também utilizaram técnicas
colorimétricas para predicdo do TCC em raizes. Afonso et al. (2017)
demonstraram que a medi¢do da cor a partir dos dados colorimétricos usando
o sistema de cores CIELAB, pode ser usada como um método rapido e ndo
destrutivo para calibrar o TCC de raizes com erro de predicéo aceitavel. Estes
autores utilizaram dados CIELAB como entrada para os varios modelos de
aprendizagem de maquina e dados de TCC determinado por
espectrofotometria e encontraram valores de R ~ 0.60. Moresco et al. (2017),
também utilizaram a técnica colorimétrica associada a UV-vis /| HPLC para
predicdo do TCC em raizes de mandioca. Estes ultimos autores encontraram
valores de R >0,40 e RMSE < 9,99 nos modelos PLS, SVM e Elastic Net.
Portanto, as abordagens utilizadas no presente estudo permitiram a obtencao
de maior capacidade preditiva e menor erro em comparacdo com relatos
semelhantes na literatura. Uma possivel explicacdo para isso seria o fato de
gue Afonso et al. (2017) e Moresco et al. (2017) utilizaram colorimetro na
obtencdo dos indices colorimétricos CIELAB. Especula-se que as imagens
digitais permitem maior precisdo na analise de cores, uma vez que capturam
todos os pixels das imagens das raizes, enquanto que os colorimetros medem
apenas uma porc¢ao especifica dessa amostra.

O software utilizado no presente estudo para analise das imagens RGB
(Tomato Analyzer) também apresentou alto potencial para quantificagdo de
caracteristicas de dificil mensuracdo por métodos convencionais de
fenotipagem, a exemplo da espessura da parede do fruto e espessura do
pericarpo em frutos de pimenta (Capsicum spp.) avaliados no germoplasma
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coletado em diferentes regides dos Balcas (NANKAR et al., 2020). O Tomato
Analyzer permite estimar um grande numero de caracteristicas associadas ao
formato e cores derivadas de imagens digitalizadas de sec¢des de frutas (FIGAS
et al., 2015) ou mesmo de raizes como foi o caso do estudo atual.

De uma forma geral, o desenvolvimento de modelos de predicao
baseados em diferentes abordagens tem demonstrado sua grande utilidade e
confiabilidade para estimar o TCC em mandioca. Um dos primeiros estudos
para predicéo do teor de carotenoides em mandioca foi desenvolvido com base
em dados NIRS (SANCHEZ et al., 2014), cuja capacidade preditiva foi de 0,92
e 0,93 para TCC e B-caroteno, respectivamente, utilizando regressao PLS. Em
outro estudo, também utilizando dados NIRS, Belalcazar et al. (2016)
demonstraram pela primeira vez o uso pratico das predicbes do teor de
carotenoides para selecao nos programa de melhoramento da espécie. Com
base no uso de regressdo LOCAL, estes autores relataram R?=0,74 para o teor
de [B-caroteno. Mais recentemente I|keogu et al. (2017, 2019), também
utilizaram dados NIRS, mas com diferentes modelos de predi¢do, a exemplo do
modified partial least squares (MPLS) e RF. Estes ultimos autores relataram
para elevada capacidade preditiva do teor de B-caroteno (R?=0,99).

No presente estudo, a fenotipagem via imagens digitais também
demonstrou sua elevada capacidade preditiva (R°=0,94 e RMSE=0,24) para
predicdo do TCC com base no modelo ANN, e, portanto, esta € uma nova
abordagem para mensuracdo desta caracteristica em mandioca, com custo
muito menor na aquisicdo e manutencdo de equipamentos. A implementacao
de sistema de visdo computacional baseado em imagens RGB para detectar
caracteristicas colorimétricas em tomate, utilizando equipamentos de baixo
custo, apresentou excelente capacidade de classificagcdo (WAN et al., 2018).
Ye; lzawa; Zhang (2018), também desenvolveram um aplicativo para
determinacao rapida do teor de licopeno nos frutos de tomate e classificacao
dos diferentes estagios de maturacdo com base nas cores, a partir dos
pardmetros L* a* b*, obtidos de imagens RGB. Portanto, a utilizagdo de
técnicas de andlise de imagens digitais, com base em softwares livres e
cameras de baixo custo, permitem obter modelos de predicdo acurados e

confiaveis para quantificagdo do TCC em mandioca. Todos esses aspectos
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otimizam o tempo de analise, recursos humanos e financeiros, sem perder a

confiabilidade nos resultados.

4.3. Perspectivas futuras

O potencial de implementacdo da fenotipagem rpida baseada em
imagens digitais para predicdo do TCC foi demonstrada neste estudo. Além
disso, a analise de imagens permite analisar e incorporar outras caracteristicas
de importancia agrondmica na cultura da mandioca a exemplo da avaliagcéo de
caracteristicas relacionadas a estrutura do dossel e rendimento da raiz,
avaliacdo da ligacdo entre arquitetura da raiz e concentracdo de
micronutrientes (zinco e calcio) e estimativa do crescimento e desempenho
nutricional da mandioca sob irrigacdo deficitaria e fertirrigacdo com potassio
(SELVARAJ et al., 2020; BUSENER et al., 2020; WASONGA et al., 2021).
Portanto, estas variaveis podem vir a ser utilizadas na composicao de indices
de selecdo multi-caracteristicas para maio otimizacdo dos programas de
melhoramento de mandioca. Além disso, 0 uso conjunto desta abordagem com
ferramentas genOmicas de selecdo pode acelerar o desenvolvimento de
variedades de mandioca com maior teor de carotenoides totais.

Essa foi uma primeira etapa para a constru¢cdo de um banco de dados
de imagens digitais para predicdo do TCC em mandioca. Os proximos passos
envolverdo a inclusdo de amostras de raizes com maior TCC para que seja
possivel reduzir o erro de predicdo, sobretudo em amostras com mais de 5,0
ug g*. Além disso, amostras de raizes cultivadas em diferentes ambientes de
cultivo serdo avaliadas para inclusdo do efeito da interagdo genotipo x
ambiente nos modelos de predicdo para que eles possam ter uso mais
generalizado nos diferentes programas de melhoramento genético. Todos
estes aperfeicoamentos tem como foco principal o aumento da capacidade
preditiva do TCC e a implementacéo pratica da fenotipagem de alto rendimento
para screening de centenas de amostras diarias. A expectativa € que as
metodologias de fenotipagem baseada em imagens permitam melhorar a
gualidade e precisdo dos dados coletados em diversas avaliagdes fenotipicas,
contribuindo assim para aumento no diferencial de selecdo e no coeficiente de
herdabilidade, com efeito direto no ganho genético (CORTES et al., 2017).
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5. CONCLUSAO

O uso de dados colorimétricos do espaco CIELAB obtidos a partir da
andlise de imagens digitais RGB é uma alternativa econémica, rapida e eficaz,
que demonstrou excelente capacidade preditiva para o teor de carotenoides
totais em raizes de mandioca. Os indices b* e croma do modelo CIE de cores
estao fortemente correlacionados com TCC e podem ser usados com precisdo
para avaliacdo desta caracteristica em mandioca. Também foram as variaveis
gue mais influenciaram na acuracia dos modelos preditivos, e que mais
contribuiu para o agrupamento dos genotipos com niveis mais altos de TCC
baseado na PCA.

O modelo ANN apresentou a maior capacidade preditiva do TCC em
raizes de mandioca em comparacdo com o0os demais algoritmos, chegando a
apresentar acuracia e erros de predicdo comparavel com abordagens mais
sofisticadas a exemplo do NIRS. Dessa forma, esta primeira prova de conceito
demonstrou o elevado potencial do uso de imagens digitais para

implementacé&o préatica da fenotipagem de alto rendimento em mandioca.
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