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AVALIACAO DA ENDOGAMIA E MORFOLOGIA DE GRANULOS DE AMIDO EM
PROGENIES S; DE MANDIOCA

RESUMO: Este trabalho teve como objetivo utilizar a selecdo assistida por
marcadores moleculares (SAM) para selecionar individuos com elevada endogamia,
avaliar as alteracbes morfolégicas em granulos de amido e estimar os ganhos
genéticos com a selecdo de individuos transgressivos em populacdes
autofecundadas (S;) de mandioca (Manihot esculenta Crantz). Trés acessos foram
autofecundados (BGM0222, BGM1378 e BGM1662), gerando um total de 274
individuos S;. Os parentais (Sp) e suas respectivas progénies (S;) foram avaliados
nas fases de seedlings e avaliacao clonal (CET). Para determinar o coeficiente de
endogamia (f) dos individuos S; foram utilizados 27 iniciadores microssatélites e
cinco minissatélites. Na fase de seedlings, os amidos dos acessos Sp: BGM0222,
BGM1378 e BGM1662 e de suas progénies autofecundas S;: F0222, F1378 e
F1662, foram avaliados para as caracteristicas area do granulo (AG, um?), perimetro
do granulo (PG, um), comprimento do granulo (CG, pum) e numero de granulos de
amidos (NG). No CET, as plantas foram avaliadas para: altura de planta (AP), teor
de matéria seca nas raizes (MS), produtividade da parte aérea (PPA), produtividade
de raizes (PTR) e de amido (PAM). O coeficiente de endogamia (f) dos individuos S;
variou de 0,11 a 0,89 dentro de uma mesma progénie, com média de f = 0,50. A
selecdo de individuos S; com f = 0,60 proporcionou em cada progénie S;, um
aumento de 38% na endogamia em relacdo a média das progénies S;. O tamanho
médio do granulo de amido variou de 9 a 13 um entre individuos em uma progénie
S;. A presenca de transgressivos em relacdo aos caracteres relacionados a
morfologia dos granulos de amido possibilitou ganhos de selecdo expressivos em
individuos S;, ou seja, 52%, 31%, 11% e 10% para namero de granulos, area,
comprimento e perimetro do granulo, respectivamente. Os individuos com elevado
nivel de endogamia serdo selecionados para novos ciclos de autofecundacéo
diminuindo com isso, o tempo para obtencdo de linhagens endogamicas. Os
individuos que apresentam caracteristicas diferenciais para a morfologia do granulo
de amido possuem potencial para explorar diferencas importantes nas propriedades
de pasta que definem diversas aplica¢des industriais do amido.

Palavras Chaves: amido; autofecundacéo; endogamia; Manihot esculenta Crantz



EVALUATION OF INBREEDING AND MORPHOLOGY OF STARCH GRANULES
IN S; CASSAVA PROGENIES

ABSTRACT: The objective of the present work was to use marker assisted selection
(MAS) to select individuals with high inbreeding, evaluate morphological alterations in
starch grains and estimate genetic gains with selection of transgressive individuals in
self-fertilized (S;) cassava (Manihot esculenta Crantz) populations. Three accessions
were self-fertilized (BGM0222, BGM1378 and BGM1662) generating a total of 274 S;
individuals. The genitors (So) and their respective progenies (S;), were evaluated in
the seedlings and clonal phases (CP). In order to determine the inbreeding
coefficient (f) of the S; individuals, 27 microsatellite and five minisatellite primers,
were used. Starch of accessions So: BGM0222, BGM1378 and BGM1662 and of
their self-fertilized progénies S;: F0222, F1378 and F1662, were evaluated in the
phase of seedlings for the following characteristics: granule area (GA, um?), granule
perimeter (GP, um), granule length (GL, um) and number of starch granules (NG).
During the clonal phase (CP), the plants were evaluated for: plant height (PH), root
dry matter content (DM), productivity of aerial part (PAP), productivity of roots (PR)
and starch (PS). The inbreeding coefficient (f) of the S; individuals varied from 0.11
to 0.89 within the same progeny with average of f = 0.50. The selection of S;
individuals with f = 0,60, resulted in an increase of 38% of inbreeding in comparison
to the average of the S; progenies. The average size of the starch granule varied
from 9 tol3 pum among the individuals in an S; progeny. The presence of
transgressive individuals as to the characteristics related to morphology of the starch
granules enabled expressive selection gains in the S; individuals, 52%, 31%, 11%
and 10%, for number of granules, area, length and perimeter, respectively.
Individuals with high inbreeding levels will be selected for new cycles of inbreeding
decreasing time for obtaining inbred lines. Individuals which presented differential
characteristics for morphology of the starch granule have potential for exploring
important differences in the properties of starch paste, which define many industrial
applications of starch.

Kay words: inbreeding; self-fertilization; starch; Manihot esculenta Crantz
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INTRODUCAO
Aspectos gerais da cultura mandioca

A mandioca é uma espécie diploide 2n=36 (EL-SHARKAWY, 2003),
pertence a classe das Dicotiledéneas, subclasse Archiclamydeae, ordem
Euphorbiales, familia Euphorbiaceae, tribo Manihoteae, género Manihot e a
espécie M. esculenta Crantz (FUKUDA; IGLESIAS, 2006). No género Manihot,
existem 98 espécies (ORLANDIN; LIMA, 2014), das quais 76 sdo endémicas do
Brasil. Apenas a espécie M. esculenta é cultivada (OLSEN; SCHAAL, 2001) e
utilizada em diversas finalidades, embora mais comumente empregada na
alimentacdo humana como fonte de carboidratos disponiveis nas raizes, farinha e
amidos, além do uso na suplementacdo animal e também para aplicacdes
industriais (GUIRA et al., 2016; ECHEBIRI; EDABA, 2008).

Existem divergéncias sobre o local de origem da mandioca, mas
atualmente estudos indicam que a regido mais provavel seja a regido sul da bacia
amazonica (OLSEN, 2004). A mandioca foi domesticada a partir do progenitor M.
esculenta ssp. flabellifolia por povos indigenas nativos da regido amazonica,
porém a espécie foi difundida para outras regides e tornou-se uma cultura de
grande importancia, principalmente no continente Africano (RAMU et al., 2017).

A mandioca € uma planta monoica com sistema reprodutivo, masculino e
feminino, separados em uma mesma planta, com alta taxa de polinizagcao cruzada
gue conduz a uma alta heterozigosidade. Mesmo assim, ainda é observada baixa
frequéncia de autofecundacdo natural e ndo existem barreiras fisiologicas que
dificultem a  autopolinizacdo (HALSEY et al., 2008). A espécie ¢é
caracteristicamente um arbusto lenhoso perene (CHETTY et al., 2013),
comumente propagada na forma assexuada por meio de segmentos da haste
popularmente chamados de manivas. Este método de propagacéo clonal auxilia
na conservacdo do gendtipo durante seu processo de propagacdo, mantendo-
se a elevada heterozigosidade da cultura, cujo mecanismo € favorecido

pela biologia reprodutiva e floral da espécie (ELIAS et al., 2001).

Aspectos da producdo de mandioca
A area total cultivada de mandioca no mundo em 2014 foi de 23.867
milhdes ha, com uma producdo de 268 milhGes toneladas. O continente Africano

€ 0 maior produtor com 54,3% da producdo total de mandioca, seguido pelo
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Asiatico com 33,5% e o continente Americano com 12,1%. O maior pais produtor
de mandioca em 2014 foi a Nigéria, com aproximadamente 55 mil toneladas,
seguido pela Tailandia, Indonésia e Brasil, com uma producéo de 30 mil, 24 mil e
23 mil toneladas, respectivamente. No Brasil, a area plantada de mandioca foi de
1.568 milhdes de ha em 2014 (FAO, 2016).

O cultivo da mandioca é tradicionalmente realizado por pequenos
agricultores para consumo proprio e venda do excedente da producdo em
pequenas propriedades, principalmente na América latina, Asia e Africa, sendo
uma importante fonte de calorias para milhares de pessoa nessas regioes e
caracterizando-se como uma importante cultura de subsisténcia (SOUZA et al.,
2017). Todavia, o cultivo para abastecer a demanda industrial tem crescido
consideravelmente em todo o mundo, e a industria de alimentos é o maior
consumidor do amido de mandioca; embora outros setores como industria de
papel, téxtil, bioetanol, cosméticos dentre outros, também absorvem grandes
guantidades de amido (TONUKARI et al., 2015).

Apesar de ser cultivada em todo o territorio nacional, os estados do Para,
Bahia e Parana, representam 50% da producdo nacional de mandioca
(ALBUQUERQUE et al., 2012), embora com realidades bastante diferentes
guanto ao sistema de producdo. A producdo de mandioca para fins agroindustrial
na regido Centro sul do Brasil, especialmente no Estado do Parana, tem gerado
uma demanda continua por novas tecnologias relacionadas principalmente ao
desenvolvimento de praticas culturais e novas cultivares adequadas a demanda
industrial (SAGRILHOS et al., 2008).

Endogamia na cultura da mandioca

Os programas de melhoramento de mandioca baseiam-se principalmente
no uso de parentais heterozigéticos em cruzamento inter e intraespecificos para
obtencao de popula¢cdes segregantes com posterior selecdo reciproca fenotipica
(CEBALLOS et al., 2016). Em principio, esse método de conducdo de populacdo
nao favorece a endogamia, uma vez que 0s genitores utilizados sdo altamente
heterozigéticos e os gendtipos superiores obtidos sdo propagados por meio de
clones (CEBALLOS et al., 2004), sem chances para novos cruzamentos entre
individuos aparentados ou ciclos de autofecundacdo para aumento da

homozigose. Entretanto, o melhoramento da mandioca possui algumas limitagbes
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gue podem ser superadas pela introdu¢cdo da endogamia (CEBALLOS et al.,
2015).

De modo geral, a mandioca possui elevada carga genética (mutacdes
deletérias) que permanece silenciada pelo seu estado heterozig6tico, de tal modo
que o acumulo dessas mutacdes deletérias foi favorecido principalmente pela
propagacgéo vegetativa e a baixa recombinagdo e endogamia propiciados pelos
programas de melhoramento que culminou em uma eliminagéo ineficaz destes
alelos no genoma da mandioca (RAMU et al., 2017). A carga genética € o
principal motivo da depresséo por endogamia (CHARLESWORTH; WILLIS, 2009).

A elevada heterozigosidade dos genitores nos programa de melhoramento
de mandioca tem dificultado a determinag&o do valor genético do genétipo (valor
médio da progénie). Entretanto, o uso de genitores parcialmente endogamicos em
cruzamentos, pode reduzir a variacdo dentro das progénies e melhorar a
determinacdo do valor genético dos genitores (dos genitores) (CEBALLOS et al.,
2016). A exploracdo dos efeitos da endogamia também pode contribuir para
melhor aproveitamento dos efeitos da heterose/vigor hibrido por meio cruzamento
entre linhagens endogamicas, semelhantemente ao relatado para a cultura do
milho, que se tornou a cultura referéncia no uso de linhagens endogamicas para
cruzamento visando obter hibridos com alta produtividade (DUVIC, 2005).

A introducdo da endogamia como uma estratégia para exploracdo de
caracteristicas recessivas e vigor hibrido € relativamente recente nos programas
de melhoramento da mandioca. Essa nova abordagem tem contribuido para que
Novos progressos sejam obtidos com a introducdo de material endogamicos ou
parcialmente endogamicos (CEBALLOS et al., 2015). Estudos recentes foram
desenvolvidos utilizando a autofecundacdo como estratégia para o estudo da
endogamia na mandioca e por meio destes foram observados que progénies S;
apresentam uma ampla variabilidade para diversas caracteristicas agronémicas,
sendo possivel a identificacdo de individuos transgressivos em relacdo aos
parentais ndo endogamicos (FREITAS, et al.,, 2016; KAWUKI, et al., 2011). A
selecdo de individuos transgressivos tem permitido ganhos de selecdo para
produtividade de raizes, parte aérea e amido (FREITAS et al., 2016; KAWUKI et
al., 2011).

Também tem sido reportado que o aumento da endogamia possibilita a

expressao de genes recessivos de interesse para a industria de alimentos, como
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€ 0 caso do gene waxy, que produz um amido ceroso com niveis de amilose
proximos a zero (CEBALLOS et al., 2007). Esse tipo de amido apresenta uma
sinérese menor que o amido comum (SANCHEZ et al., 2010), além de possuir
maior clareza de pasta e estabilidade de géis, que sdo de grande interesse para
as industrias de papel, téxtil e alimenticia (RAEMAKERS et al., 2005). Por meio
da endogamia, também ¢é possivel obter maior resisténcia a doencgas, pois
segundo Keweesi et al. (2016), a autofecundacdo possibilitou a obtencdo de
individuos S; de mandioca com maior resisténcia a doencas como o CBSV
(Cassava Brown Streak Virus). Todavia, existe uma preocupac¢ao na introducao
da endogamia em espécies alégamas, pois a mesma favorece a ocorréncia da
depressao por endogamia (ABDELAZIZ et al., 2014), caracterizada como a perda
de vigor, fertilidade e produtividade por meio de cruzamento entre individuos
aparentados (CHARLESWORTH; WILLIS, 2009).

Na mandioca alguns estudos ja relataram a existéncia de depressao por
endogamia para algumas caracteristicas agronémicas, como produtividade de
raizes, indice de colheita e produtividade de amido (ROJAS et al., 2009; KAW UKI
et al., 2011; FREITAS et al., 2016). Entretanto, esses trabalhos mostraram que
cada progénie apresenta um comportamento diferente sobre os efeitos da
depressao por endogamia em uma determinada caracteristica e que, portanto, €
possivel selecionar clones transgressivos com melhor performance agronémica.

Mesmo que uma cultura apresente niveis significativos de depressédo por
endogamia, isso ndo impossibilita a exploragcdo de linhagens endogamicas, a
exemplo do que acontece na cultura do milho, em que mesmo apresentando
elevada depressdo por endogamia para algumas caracteristicas (PACHECO et
al.,, 2002; GARCIA et al., 2004; AHMAD et al. 2010), este fenbmeno ndo tem
comprometido a exploracdo da endogamia para aumento da produtividade de
graos (DUVICK, 2005). Segundo Rojas et al. (2009), existem muitas semelhancas
entre os efeitos da depresséo por endogamia observados na cultura da mandioca
e milho, e portanto, € esperado que a depressdo por endogamia na mandioca

tenha a mesma viabilidade técnica da cultura do milho.

Selegcdo assistida por marcadores moleculares visando aumento da

endogamia



A selecdo assistida por marcadores moleculares (SAM) consiste na
selecdo de individuos em uma populacdo com base em informagdes moleculares
do DNA. Essa técnica € muito Util, pois permite a selecdo precoce, rapida e
eficiente dos individuos promissores dentro de um programa de melhoramento
(IDREES; IRSHAD, 2014). A SAM apresenta varios beneficios quando associada
aos métodos convencionais de melhoramento, tais como a reducao dos custos no
melhoramento, no avanco de geracdes e na eficiéncia de selecao (XU; CROUCH,
2008). A grande vantagem da utilizagdo da SAM em relagdo aos métodos
convencionais € a diminuicdo de tempo para a obtencdo do gendtipo desejado,
visto que a mesma permite a sele¢cdo de individuos nas fases iniciais de
desenvolvimento e o descarte precoce de individuos que ndo sdo de interesse
(MORRIS et al., 2003).

Essa técnica tem sido utilizada para diversas finalidades, tais como
retrocruzamentos, mapeamento e rastreamento de QTL (Quantitative Trait Loci),
estudos de heterose, piramidacéo de genes, dentre outros (COLLARD; MACKILL,
2007). A SAM também pode ser utilizada para estudos de endogamia auxiliando
na identificacdo de individuos com maior nivel de homozigose em populacbes
segregantes (OLIVEIRA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2012).

O desenvolvimento de ferramentas da biologia molecular, tais como
marcadores moleculares, tém auxiliado os programas de melhoramento
convencional de plantas para melhorar eficiéncia na selecdo e conducdo das
populacdes segregantes (KORDROSTAMI; RAHIMI, 2015). Atualmente existem
varios tipos de marcadores moleculares, sendo 0s mais comuns os ISSR (Inter-
Simple Sequence Repeats), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism),
SNP (Single Nucleotide Polymorphism) e SSR (Simple Sequence Repeats)
(SCHULMAN, 2007). Dentre os varios tipos de marcadores, os microssatélites
(SSR) séo os mais adequados para estudos de endogamia por causa do seu alto
nivel de polimorfismo, alta reprodutibilidade e natureza codominante e
multialélica. Esses também tem sido amplamente utilizados em outros estudos
como, por exemplo, teste de paternidade, conservacdo de recursos genéticos,
estrutura de populacdo, diversidade genética (OLIVEIRA et al., 2006) e na
selecao assistida por marcadores moleculares (KAUR et al., 2015; OLIVEIRA et
al., 2010; OLIVEIRA et al., 2012).



A utilizacdo da SAM em populagbes segregantes para a obtencao de
linhagens endogamicas, tem como objetivo quantificar a endogamia dos
individuos dentro de progénies, permitindo a sele¢cdo dos individuos mais
endogamicos para uso em novos ciclos de autofecundacdo, reduzindo
significativamente o tempo e 0s custos necessarios para a obtencdo de linhas
puras (OLIVEIRA et al., 2010; OLIVEIRA et al. 2012).

Caracteristicas gerais do amido

O amido € um importante constituinte na dieta humana, sendo uma das
principais fontes de carboidratos e energia por estar presente em diversos
alimentos ou fazer parte da constituicdo da maioria dos produtos alimenticios
(COUTINHO; CABELLO, 2005). Aléem da alimentacdo humana, o amido possui
diversas aplicacbes na indastria de papel, farmacéutica e racdo animal
(SANTANA; MEIRELLES, 2014). As principais fontes de amido sédo o milho, trigo,
arroz, batata e mandioca (JOBLING, 2004). Embora essas fontes convencionais
de amido tenham caracteristicas distintas que determinam o uso e aplicacdo do
amido, muitas vezes estes amidos passam por processos fisico-quimicos que
alteram suas propriedades, ou o0s convertem em outros produtos como
maltodextrinas e glicose (MITIDIERI et al., 2006; SODHI et al., 2005).

Tendo em vista a grande aplicabilidade e uso do amido, existe uma
tendéncia dos diversos setores industriais na procura por amidos nativos com
caracteristicas especiais como tamanho, relacdo amilose/amilopectina,
propriedades de gelatinizacdo dentre outras, que possam substituir os amidos
modificados ou facilitar os processos de modificacdo (LEONEL, 2007,
VASCONCELOS et al., 2017).

Apesar da necessidade de se desenvolver novas fontes de amido, pouca
informacéo esta disponivel sobre a viabilidade do uso de novos amidos com
caracteristicas especificas e a aplicabilidade pratica de fontes ndo convencionais
de amido. Assim, é necessario que esses amidos sejam estudados para
entendimento dos parametros estruturais e funcionais que possam propiciar
reducdo dos custos da matéria-prima nas industrias e ainda aumentar a
competitividade na industria para atendimento da demanda crescente, tanto no
mercado nacional, quanto internacional (SANTANA; MEIRELES, 2014).



O amido é a principal forma de armazenamento de energia das plantas por
longos periodos de tempo. O granulo de amido é bem adaptado a essa funcéo,
pois 0 mesmo é insoluvel em agua a temperatura ambiente, mas é susceptivel a
enzimas catabdlicas persentes nas plantas. Os granulos sdo encontrados em
diversas partes da planta, principalmente em sementes, raizes e tubérculos, mas
também podem ser encontrados em hastes, frutos e folhas (PEREZ et al., 2009).

O granulo de amido é um polissacarideo constituido principalmente por
duas moléculas, a amilose e a amilopectina, que representam aproximadamente
98% a 99% do peso seco do granulo (BREUNINGER et al.,, 2009). Esses
polimeros possuem estrutura basica muito semelhante, diferindo principalmente
no comprimento e grau de ramificacdo das moléculas, que resultam em
alteracdes significativas nas suas propriedades fisico-quimicas (SANTANA;
MEIRELLES, 2014). A amilose & um polimero essencialmente linear formado por
ligagbes a-(1-4) entre unidades de a-D-glicopiranose. Todavia, podem possuir
ligacdes a-(1,6) de ate 2% (SANTANA; MEIRELLES, 2014). Essas moléculas
tendem a formar estruturas helicoidais, existindo evidéncias de que a amilose
apresenta-se com uma dupla hélice em solugcéo e que pode existir nesse estado
nos granulos de amido (WHISTLER; DANIEL, 1993).

A amilopectina é essencialmente ramificada, formada por unidades de a-D-
glicopiranose por ligagcbes a-(1-4) e 6% de ligagdes a-(1-6) (SANTANA,;
MEIRELLES, 2014). As suas moléculas de amido desenvolvem-se a partir de uma
Unica unidade de a-D-glicopiranose e as outras unidades de D-glicopiranosil sdo
adicionadas sequencialmente (WHISTLER; DANIEL, 1993). As estruturas

guimicas da amilose e amilopectina, encontram-se na Figura 1.
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Figura 1: Estrutura quimica da amilose (a) e amilopectina (b). Fonte: Corradine et
al. (2005).

Os granulos de amido apresentam diversas formas podendo ser esféricos,
poligonais, plaquetados, em forma de tudbulos irregulares, dentre outras. As
dimensdes no comprimento também podem variar de 0,1 a 200 ym a depender da
espécie (PEREZ et al., 2009). Na mandioca, os granulos de amido possuem
formatos circular, oval e truncado (circular com uma superficie plana em um lado)
e variam no tamanho, de 4 a 40 um (CEBALLOS et al., 2007). O tamanho do
granulo de amido também € uma caracteristica muito importante, visto que
diferencas no tamanho do granulo podem influenciar nas propriedades fisico-
guimicas do amido, tais como propriedades de pasta, gelatinizacao,
susceptibilidade enzimatica, solubilidade e relacdo amilose/amilopectina
(LINDEBOOM et al., 2004).

Para a industria de alimentos, o amido de mandioca apresenta algumas
vantagens em relacdo os amidos obtidos de cereais, considerando o sabor
caracteristico de cereais, que € um aspecto indesejado para aplicacbes
alimenticias, pois pode alterar o sabor do produto final que possui amido na sua
composicao. Todavia, por possuir baixos teores de lipideos, o amido de mandioca
nao apresenta sabor forte e ndo compromete o sabor dos produtos que o utilizam
como ingrediente basico (BREUNINGER et al., 2009). Outros fatores importantes

gue favorecem o amido de mandioca em relagéo ao de cerais para aplicagbes na



industria de alimento e outros setores, € o seu comportamento fisico-quimico
durante o processo de cozimento em solugcéo aquosa, que resulta em pastas com
elevada claridade e viscosidade (CHE et al., 2007). Além disso, o amido de
mandioca apresenta baixa temperatura de gelatinizacdo e baixa tendéncia de
retrogracdo, quando comparado ao amido de cereais (DEMIATE; KOTOVICZ,
2011).
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SELECAO ASSISTIDA POR MARCADORES MOLECULARES PARA
AUMENTO DA ENDOGAMIA EM POPULACOES S; DE MANDIOCA

RESUMO: A selecéo assistida por marcadores moleculares (SAM) é uma técnica
Gtil na selecdo precoce de genotipos desejaveis. Este trabalho teve como objetivo
utilizar a SAM em progénies autofecundadas de mandioca para a obtencdo de
individuos com maior endogamia (f) visando a rapida obtencdo de linhagens de
mandioca. Trés progénies (F0222, F1378 e F1662) foram autofecundadas
gerando um total de 274 individuos S;. As progénies e os individuos S; foram
avaliados nas fases de seedlings e avaliagao clonal (CET). No CET, as plantas
foram avaliadas para: altura de planta (AP), teor de matéria seca nas raizes (MS),
produtividade da parte aérea (PPA), produtividade de raizes (PTR) e de amido
(PAM). Para determinar o nivel de endogamia dos individuos S; foram utilizados
27 iniciadores microssatélites e cinco iniciadores minissatélites. Foram
identificados individuos com valores de f variando de 0,11 a 0,89 dentro de uma
mesma progénie. Também foi observado que a maioria dos individuos S;
apresentaram f acima de 0,50. Por meio da SAM foram selecionados em média,
25% dos individuos S;, proporcionando um aumento médio de 38% na endogamia
nas progénies. Por outro lado, a selecédo fenotipica ndo apresentou diferencas
significativas. Além disso, observou-se que ndo houve correlacdo entre o nivel de
endogamia e as caracteristicas agronémicas avaliadas. A SAM foi bastante
eficiente na identificacdo e selecdo de individuos S; de mandioca com maior
endogamia, contribuindo para a reducdo nos ciclos de melhoramento para

obtencao de linhagens endogamicas.

Palavras chaves: Manihot esculenta Crantz; autofecundacao; linhagens de

mandioca; microssatélites.
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MARKER ASSISTED SELECTION FOR INCREASING INBREEDING IN S;
POPULATIONS OF CASSAVA

ABSTRACT: Marker assisted selection (MAS) is a very useful technique for early
selection of desirable genotypes. The objective of the present work was to use
MAS in self-fertilized cassavas for obtaining individuals with high inbreeding (f)
values aiming rapid obtainment of cassava lines. Three progenies (F0222, F1378
and F1662) were self-fertilized generating a total of 272 S; individuals. The
progenies and the S; individuals were evaluated in the seedlings and clonal
phases (CP). In the CP, plants were evaluated for the following characteristics:
plant height (PH), root dry matter content (DM), productivity of aerial part (PAP),
productivity of roots (PR) and starch (PS). Twenty-seven microsatellite and five
minisatellite primers were used to determine the level of inbreeding of the S;
individuals. Inbreeding (f) values varied from 0.11 to 0.89 in the same progeny,
whereas most of the S; individuals presented f values above 0.50. 25% of the S;
individuals selected via MAS provided an average increase of 38% of inbreeding
in the progenies. In contrast, phenotypic selection did not present any significant
differences. Furthermore, there was no correlation between the level of inbreeding
and the agronomic characteristics evaluated. MAS was very efficient in the
identification and selection of cassava S; individuals with higher inbreeding values
contributing to the decrease in the breeding cycles for obtainment of cassava

inbred lines.

Key words: cassava lines; Manihot esculenta Crantz; microsatellites; self-

fertilization.
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INTRODUCAO

A cultura da mandioca é uma das principais fontes de carboidratos para
milhdes de pessoas, principalmente na Africa, Asia e América Latina, sendo
considerada a segunda fonte de amido mais importante do mundo, ficando atras
apenas do milho (CEBALLOS et al., 2015). A producdo da mandioca esta também
fortemente ligada a agricultura familiar em paises em desenvolvimento (HALSEY
et al., 2008), porém possui um grande potencial industrial (OLIVEIRA et al.,
2012a), devido as diversas aplicacbes como em produtos farmacéuticos, industria
téxtil, cosmética, petréleo, alcool, celulose, alimenticia e de papel, dentre outras
(SAENGCHAN, et al., 2015).

Cultivares de mandioca para uso industrial devem conter caracteristicas
especificas, sobretudo elevada produtividade de raiz e teor de matéria seca, bem
como resisténcia a doencas. Os programas de melhoramento da mandioca tém
buscado desenvolver novas cultivares para atender essas demandas da industria
(CEBALLOS et al., 2004), porém, mesmo havendo grande demanda do mercado,
poucos genotipos melhorados estdo disponiveis para atender a demanda
crescente por variedades de alta performance agronémica.

Possivelmente isso ocorre em funcdo do relativo curto periodo de
domesticacdo da espécie para uso em lavouras comerciais em larga escala, bem
como aos mais diversos intemperes ambientais ao qual a cultura € submetida, o
gque faz com que haja selecdo de variedades adaptadas a ambientes ou
caracteristicas especificas. A tarefa de reunir diferentes caracteristicas em uma
Unica variedade, fica sob responsabilidade dos melhoristas. Contudo, os
programas de melhoramento de mandioca séo relativamente recentes (sobretudo
década de 60), e embora existam relatos de incrementos na produtividade de
raizes, é constante a demanda pelo desenvolvimento de novas variedades cada
vez mais produtivas e com caracteristicas diferenciais de amido.

No ambito dos programas de melhoramento, uma alternativa para o
desenvolvimento de cultivares com maior produtividade, € a exploracdo da
heterose (vigor hibrido), por meio do cruzamento entre linhagens endogamicas
(PRADO et al., 2013). Essa estratégia tem sido empregada com sucesso ha
muitos anos na cultura do milho (LI et al.,2014) e recentemente tem sido
empregada em espécies autdbgamas (GOFF et al.,, 2013) e espécies com

melhoramento genético relativamente recente como o mamoeiro (MARIN et al.,
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2006). Mesmo se tratando de espécies completamente distintas, os resultados
mostram o aumento significativo da produtividade dos hibridos obtidos nessas
culturas. Por outro lado, na cultura da mandioca, a exploracdo da heterose nao
tem sido explorada de forma rotineira, sobretudo pelo fato de haver pouco
investimento na producao de linhagens endogamicas (CEBALLOS et al., 2012).

Um dos principais métodos de melhoramento utilizado para conduzir
populacbes segregantes derivadas do cruzamento entre gendtipos elites
altamente heterozigotos, é a selecao recorrente reciproca fenotipica, que permite
explorar a heterose de forma efetiva (CEBALLOS et al., 2004; CEBALLOS et al.,
2012). Por outro lado, a exploracdo dos efeitos da heterose (efeitos n&o aditivos)
sem o0 uso de linhagens endogamicas classificadas em diferentes grupos
heterdéticos, pode ser bastante lenta (CEBALLOS et al., 2015), por isso esforcos
devem ser empenhados para o desenvolvimento de linhagens endogéamicas de
forma a explorar os efeitos de dominancia que s&o prevalentes em diversas
caracteristicas produtivas em mandioca, a exemplo de rendimento de raizes e
indice de colheita (WOLF et al., 2016).

A autofecundacdo ja vem sendo empregada como uma estratégia para a
obtencdo de populacdes segregantes com o objetivo final de desenvolver
linhagens endogamicas na cultura da mandioca (FREITAS et al., 2016; ROJAS et
al., 2009). No entanto, fatores como a elevada heterozigosidade da cultura, que
resulta em progénies com alta taxa de segregacdo, dificuldades no florescimento
e 0 longo ciclo da cultura, também dificultam a obtencdo de materiais
endogamicos (CEBALLOS et al.,, 2017; HALSEY et al., 2008). De acordo com
Oliveira et al. (2010) os métodos convencionais de melhoramento baseados na
selecdo fenotipica em populacfes segregantes para caracterizacdo de linhagens
endogamicas sao dispendiosos, necessitam de muito tempo e espaco, além de
serem influenciados por fatores ambientais.

Outra abordagem para desenvolvimento de linhagens endogamicas seria a
inducdo de haploides e posteriores duplicacdes cromossdmicas por meio da
tecnologia de duplos haploides. Entretanto, os protocolos para obtencdo de
haploides em mandioca séo limitados e pouco eficientes para a geracdo de um
grande numero de individuos normais (PERERA et al., 2014). Nesse sentido, uma
estratégia viavel para melhorar a eficiéncia no processo de selec¢éo de individuos

homozigoticos seria a utilizacdo de ferramentas biotecnoldgicas integradas aos
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métodos convencionais de melhoramento, como por exemplo, os marcadores
moleculares.

Dentre os diversos tipos de marcadores de DNA, os microssatélites (Simple
Sequence Repeats - SSR) sao especialmente importantes por serem
codominantes, multialélicos, possuirem elevado polimorfismo e alta
reprodutibilidade (OLIVEIRA et al., 2006), o que os tornam adequados para
inferéncias sobre parentesco e endogamia. Os SSRs tem sido os mais utilizados
na cultura da mandioca, sobretudo para analise de diversidade genética
(FREGENE et al., 2003), teste de paternidade (MOHAN et al., 2013), e selecéo
assistida por marcadores (SAM) (LOKKO et al., 2005).

A SAM tem sido utilizada no melhoramento de plantas com o objetivo de
selecionar gendtipos com caracteristicas desejadas diretamente em nivel de DNA
(IDREES; IRSHAD, 2014). Essa técnica apresenta varios beneficios quando
associada aos metodos convencionais de melhoramento, tais como diminui¢éo de
gastos, avanco de geracoes, eficiéncia de selecéo, dentre outros (XU; CROUCH,
2008). A grande vantagem da utilizacdo da SAM em relacdo aos métodos
convencionais, é a diminuicdo de tempo para a obtencdo do genotipo desejado,
visto que a mesma permite a selecdo de individuos nas fases iniciais de
desenvolvimento e o descarte precoce de gendtipos que ndo sédo de interesse
(MORRIS et al., 2003). Essa técnica tem sido utilizada para diversas finalidades,
como retrocruzamentos assistidos, mapeamento de QTLs (quantitative trait loci),
estudos de heterose, dentre outros (COLLARD; MACKILL, 2008; KOBAYASHI et
al., 2013). Também pode ser utilizada na identificacdo de individuos com maior
nivel de homozigose em populacdes segregantes (OLIVEIRA et al., 2010;
OLIVEIRA et al., 2012b).

A utilizacdo da SAM em populacfes segregantes para a obtencdo de
linhagens endogamicas, tem como objetivo quantificar a endogamia dos
individuos dentro de progénies e selecionar os mais endogamicos para novos
ciclos de autofecundacédo (OLIVEIRA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2012b). No
entanto, os estudos sobre SAM visando a obtencéo de linhagens endogamicas
sd0 escassos para a cultura da mandioca. Assim, este € um estudo inovador
sobre a identificacdo de individuos com maior nivel de endogamia em populacdes

segregantes de mandioca via SAM, bem como sua associagdo com atributos
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agronbmicos, com a finalidade de reduzir o numero de geracdes de

autofecundacéao para a obtencéo de linhagens endogamicas.

MATERIAL E METODOS

Obtencao de progénies autofecundadas

Para a obtencdo das populacbes segregantes S;, foram selecionados
como progenitores (Sp) trés acessos de mandioca, BGM0222, BGM1378 e
BGM1662, pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma de mandioca (BAG de
mandioca) da Embrapa Mandioca e Fruticultura, em Cruz das Almas-BA. Para
cada acesso, as autofecundacdes foram realizadas artificialmente e controladas
no campo experimental da Embrapa, no ano de 2014. Ap6s a maturacdo dos
frutos, estes foram coletados e armazenados em sacos de papel para
conservacao das sementes. As sementes S; de cada acesso foram colocadas
para germinar em tubos plasticos contendo substrato comercial, fibra de coco e
vermiculita na proporcédo de 2:1:1, sendo mantidas em casa de vegetacao. Aos 50
dias apods o plantio, as plantas foram transplantadas para o campo ao atingirem
tamanho médio de 30 cm, sem a utilizacdo de delineamento experimental na fase
denominada de seedlings.

Na fase de seedlings, o numero de individuos S; avaliados para as
progénies F1662, F0222 e F1378, foi 82, 91 e 101, respectivamente. O
experimento foi instalado na area experimental da Universidade Federal do
Reconcavo da Bahia (UFRB), em Cruz das Almas-BA, situada a 12°66’17” de
Latitude e 39°08'28” de Longitude, no ano de 2014. Aos 12 meses apos o plantio,
as plantas foram selecionadas e colhidas individualmente para o estabelecimento
do ensaio de avaliacdo clonal (CET). O critério adotado para selecionar os
individuos para compor o CET foi a capacidade das plantas de produzirem, no
minimo, cinco manivas com 20 cm de comprimento cada.

O CET foi instalado na area experimental da Bahiamido, em Santo Antonio
de Jesus-BA situada a 13°10’56” de Latitude Sul e 39°25’30” de Longitude Oeste.
Um total de 233 individuos foram selecionados da fase de seedlings, sendo 76, 78
e 79 das progénies, F1662, F0222 e F1378. Os individuos S;, juntamente com 0s
progenitores Sy, foram avaliados em delineamento de blocos aumentados, com os

individuos distribuidos em 4 blocos, e com parcelas constituidas por 5 plantas. O
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espacamento utilizado foi de 0,8 m entre plantas e 0,9 m entre linhas. Os tratos

culturais seguiram a recomendacéo de Souza et al. (2006).

Extracdo de DNA

Foram coletadas amostras de tecido foliar jovem do ter¢co superior das
plantas dos trés progenitores e dos individuos S;. As amostras de folhas
coletadas foram devidamente identificadas e armazenadas em ultra freezer a -
80°C. Em seguida, o DNA genbdmico foi extraido de folhas jovens, utilizando
método CTAB descrito por Doyle e Doyle (1990) com modificacdes. A avaliacdo
da qualidade e quantidade do DNA foi realizada em gel de agarose 1 %, corado
com brometo de etidio. A quantificacdo do DNA foi estimada por comparacédo da
intensidade da banda com as aliquotas de quantidades padrdo de concentragcéo
conhecida (DNA Lambda-Sigma). As amostras foram diluidas em Tris-EDTA (TE)

e padronizadas em 10 ng pL™.

Amplificacdo dos marcadores micro e minissatélites

As reacdes de PCR foram realizadas em um volume final de 15 pL,
contendo 30 ng de DNA gendmico, 0,2mM de primer (IDT), 1 U de TaqDNA
Polimerase (PLUTHERO, 1993), 2 mM de MgCl;, 0,2mM de dNTP e 1X de Tris
KCI (Promega, USA). As amplificacbes foram realizadas em termociclador Veritti®
96-well (Applied Biosystems) nas seguintes condi¢cdes: uma desnaturacdo a 94°C
por 5 minutos, seguidos de 29 ciclos de desnaturacdo a 94°C por minuto,
anelamento especifico para cada primer por 60s a 72°C por minuto (Tabela 1), e
uma extensdo final de 7 minutos a 72°C. A eletroforese dos fragmentos
amplificados foi realizada em gel de agarose 3% (Invitrogen) a 120 v, durante 4
horas, corado com brometo de etideo (0,15 pL/mL), em tampao TBE 0,5X. Os
fragmentos foram visualizados sob luz UV e fotografados com o sistema de foto
documentacdo Gel Logic 212 Pro (Carestream Molecular Imaging, New Haven,
USA). Em seguida, os fragmentos foram analisados em comparacdo com um
marcador de tamanho de par de bases conhecido (DNA ladder 100pb)

(Fermentas) para a determinacdo do tamanho das bandas amplificadas.

Determinacao de polimorfismo dos iniciadores
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Inicialmente foram testados 55 iniciadores microssatélites (série SSRY e
EME) e seis minissatélites para estudo da endogamia em individuos S; de
mandioca. Os microssatélites e minissatélites foram previamente amplificados nos
progenitores F0222, F1378 e F1662. Os iniciadores que revelaram heterozigose
nos progenitores com bom padrdao de amplificacdo e auséncia de bandas
inespecificas, foram selecionados para serem amplificados em todos os
individuos S;.

ApoOs a sele¢do dos iniciadores, foram utilizados um total de 27 locos
microssatélites (SSRY e EME) e cinco minissatélites (VNTR), sendo identificados
16 microssatélites polimérficos para a progénie F1662, e 18 microssatélites para
as progénies F0222 e F1378 (Tabela 1).

AvaliacGes agrondmicas

Para o ensaio clonal, aos 12 meses apos o plantio, foi realizada a colheita
e a avaliacdo dos caracteres agrondmicos. Para isso, as cinco plantas de cada
parcela foram utilizadas, sendo mensurados 0s seguintes caracteres: altura de
planta (AP - mensurada em metros); produtividade de parte aérea (PPA -
mensurado em t ha'); produtividade total de raizes (PTR - mensurado em t ha™);
produtividade de amido (PAM - mensurado em t ha™); e teor de matéria seca (MS
- mensurado em % utilizando balanca hidrostatica, de acordo com KAWANO et
al., 1987).

Analises dos dados

As andlises moleculares dos dados foram realizadas com o auxilio do
software Powermarker 3.25 (LIU; MUSE, 2005) para determinar a
heterozigosidade esperada (He), heterozigosidade observada (Ho) e coeficiente
de endogamia (f), em todos os individuos S; das trés progénies de mandioca. O

coeficiente de endogamia foi determinado seguindo o método proposto por Wright
Ho

etal. (1965) noqual f =1 — o
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Tabela 1. Relacdo de marcadores microssatélites (SSRY e EME) e minissatélites (VNTR) utilizados para avaliacdo da endogamia
em individuos S; de mandioca oriundos da autofecundagdo dos acessos BGM0222 (F0222), BGM1378 (F1378) e BGM1662

(F1662).
Marcadores por familia S;
Locus Motivo Forward Reverse Pb Ta°
F0222 F1378 F1662

SSRY101 (gct)1z ggagaataccaccgacagga acagcagcaatcaccatttc 213 55 X
SSRY103 (ga)22 tgagaaggaaactgcttgcac cagcaagaccatcaccagttt 272 55 X X
SSRY105 (gt)eac(gt)2(ga)1s caaacatctgcacttttggc tcgagtggcttctggtcttc 225 55 X
SSRY106 (ct)24 ggaaactgcttgcacaaaga cagcaagaccatcaccagttt 270 55 X X
SSRY13 (ct)2g gcaagaattccaccaggaag caatgatggtaagatggtgcag 234 55 X
SSRY143 (ga)12 gctcatgaactgagccttca agcagatccaaatcactgaaa 153 55 X
SSRY165 (gt)17(ga)1s aaatgagttgcaaaggccaa ggtaaacaaatgatgtggtgttc 243 55 X
SSRY168 (ga)s(n)s(ga)aga(n)zia acagccacacttgttctcca ctgcaatctccaacagcaac 277 45 X X
SSRY170 (ta)s(n)71(ct)24 tctcgatttggtttggttca tcatccttgttgcagcegtta 299 55 X X
SSRY175 (g@)ss tgactagcagacacggtttca gctaacagtccaataacgataagg 136 55 X
SSRY179 (ga)2s caggctcaggtgaagtaaagg gcgaaagtaagtctacaacttttctaa 226 55 X X X
SSRY182 (ca)17(n)z1gagg(ga)s ggaattctttgcttatgatgcc ttcctttacaattctggacgce 253 55 X

SSRY28 (ct)z6(at)zac(at), ttgacatgagtgatattttcttgag gctgcgtgcaaaactaaaat 180 55 X

SSRY30 (ct)22 ccatccactagaaactitaaaagca caactcagcggagctttttc 220 55 X

SSRY49 (ga)2s tgaaaatctcactggcattattt tgcaaccatagtgccaagc 300 55 X X X
SSRY68 (ct)1occ(ct)17 gctgcagaatttgaaagatgg cagctggaggaccaaaaatg 287 55 X X

SSRYS8 (ca)isct(ca); agtggtttgagaagactggtga tttccaaaatggaacttcaaa 288 45 X X
SSRY81 (9a)22 ggcgatttcatgtcatgcett tgattttctgcgtgatgagce 204 55 X

SSRY82 (92)24 tgtgacaattttcagatagcttca caccatcggcattaaactttg 211 55 X
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Tabela 1. Cont...

Marcadores por familia S;

Locus Motivo Forward Reverse pb Ta°C
F0222 F1378 F1662

SSRY83 (gt)2oct(gt). tggctagatggtgattattgctt tgcttactctttgattccacg 239 55 X
SSRY93 (ct)2s tttgttgctcacatgaaaacg cagatttcttgtggtgcgtg 289 55 X
SSRY94 (ca)aste(ca)s(ct)s(n)g aggatggacttggagatgga ggtggaagtaaggctgttagtg 268 55 X X
EME189 catggts cagagcacatccagaaattgtt gaaatagatcaagtgccccatc 180 60 X X
EME205 gat+taag ccagagcgtataactggaac tgcaggagtgtggatatggtt 250 55 X X
EME260 atyy gttggagttgtagttgctgc catgggctgtgaaaatgaact 160 58 X X X
EME395 tatggcs tcaaaggtatcggggaggtag gtttaccccactaacatcgcat 200 58 X X
EME425 tc,+tggaats cctccacaaccttatcaatca cggtagccatagccataaca 140 55 X
VNTR4 tgcttc(zss) aatcatatcaggggctggtg cgagggaaatgctgacctt 220 58° X X
VNTR5 catctt(>3 2) ttgcttccaatcttctcaca gatcaaaacgggcttgaaat 233 58° X X

aaatcgccagtaaggccacgagtctg
VNTR71 tgcagataaactccaaaagtaagaa gcttcatggttgaggctctt 589 60° X X X

aatctcag(ys)

tgagaagagacagagagaagctcgt

VNTR72 Jagaagagacagagagaageicd gcttaggcgggaagaaaatg tgttcaactgcctctctttge 828 58° X
gaaagagaagaaaa(ye)

atgaacagagccctaagtctccaaatg

VNTR90 gaaccgtgaacagtaaccgata cccggctgtttcaataaaat 835 60° X

ttaccctttatgggtaacccaa(i4)

pb: Tamanho de pares de bases; Ta: Temperatura de anelamento do primer; X: primer selecionado para analise de endogamia em toda progénie.
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Para os dados fenotipicos dos caracteres agronémicos, foi realizada a
analise de acordo com o modelo linear misto, referente a avaliacdo sob o
delineamento de blocos aumentados (RESENDE, 2007). A andlise foi realizada
considerando o seguinte modelo:y = Xf +Zg + Wb + e, sendo: y - vetor dos
dados; f - vetor dos efeitos assumidos como fixo (médias das testemunhas e
média dos individuos); g — vetor dos efeitos genotipicos dos individuos
(aleatorios); b — vetor dos efeitos ambientais de blocos (aleatorios); e — vetor dos
residuos (aleatérios). As matrizes de incidéncia dos efeitos aleatérios estdo
representadas pelas letras mailsculas.

A partir dos valores genéticos (Best Linear Unbiased Prediction - BLUP) e
dos valores do coeficiente de endogamia dos individuos, estimou-se a correlacédo
de Pearson, utilizando o pacote “corrgram” no software R (R Development, Core
Team, 2017 ). A selecdo dos individuos S; com base nos BLUPs das
caracteristicas fenotipicas, foi realizada com uso do seguinte indice de selecao
(IS): IS=(AP*5)+(PPA*5)+(PTR*10)+(PAM*10)+(MS*10).

RESULTADOS

Parametros genéticos e analise de endogamia dos individuos S;

A distribuicdo dos coeficientes de endogamia (f) foi bastante semelhante
entre as trés progénies analisadas. A maior proporcdo dos individuos S;
apresentou f entre 0,40 a 0,60, representando 50%, 56% e 41% do total de
individuos das progénies F0222, F1378 e F1662, respectivamente (Figura 1). A
distribuicdo dos individuos S; com f variando entre 0,60 e 0,79, que consiste em
individuos com elevada endogamia, foi de 24% (F0222), 20% (F1378) e 27%
(F1662). Por outro lado, apenas 1,25% dos individuos nas progénies F0222 e

F1378, apresentaram estimativa de f acima de 0,80.
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Figura 2: Distribuicdo do coeficiente de endogamia (f) nos individuos S; de
mandioca oriundos da autofecundacdo dos acessos BGM0222 (F0222),
BGM1378 (F1378) e BGM1662 (F1662).

A heterozigosidade observada (Ho) dos individuos S; para as trés
progénies analisadas apresentou distribuicdo bastante semelhante ao coeficiente
de endogamia, possivelmente pelo fato de ser um componente importante no
célculo do f. Cerca de 50%, 45% e 41% do total de individuos nas progénies
F0222, F1378 e F1662, respectivamente, apresentaram concentracdo de
individuos com Ho entre 0,40 a 0,60 (Figura 2). A distribuicdo de individuos com
elevada Ho (> 0,60) variou de 24 a 32% nas progénies F0222 e F1378,
respectivamente. Por outro lado, os menores valores de Ho foram de 0,17, 0,11 e
0,25 em individuos S; das progénies F0222, F1378 e F1662, respectivamente
(Tabela 2).
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Figura 2: Distribuicdo da heterozigosidade observada (Ho) nos individuos S; de

mandioca oriundos da autofecundacdo dos acessos BGM0222 (F0222),
BGM1378 (F1378) e BGM1662 (F1662).

Tabela 2: Estimativas dos valores minimos, maximos

e médias da

heterozigosidade observada (Ho) e coeficiente de endogamia (f), obtida pela

analise de individuos S; de mandioca de diferentes progénies.

Progénie Parametro Minimo Maximo Média
F0222 Ho 0,17 1,00 0,50
F 0 0,83 0,48

Parametro Minimo Maximo Média
F1378 Ho 0,11 1,00 0,51
F 0,00 0,89 0,49

Parametro Minimo Maximo Média
F1662 Ho 0,25 1,00 0,51
F 0,00 0,74 0,49
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Em relagdo as analises de He e Ho nos locos microssatélites, houve
variagdo muito pequena nos valores de He em todas as progénies (0,46 a 0,50 e
média de 0,49), enquanto que a variagcdo de Ho foi mais ampla (0,35 a 0,67)
(Tabela 3). Os menores valores de Ho foram observados para os marcadores
SSR83 (F0222), VNTR71 (F1378) e SSR170 (F1662) (0,35, 0,37 e 0,38,
respectivamente), enquanto que os locos com maior Ho foram o SSR08 (0,61) na
progénie F0222; bem como SSR103, SSR106, SSR168, SSR175, SSR28, SSR49
e VNTRO5 (0,60 a 0,65) na progénie F1378 e SSR93 (0,57) na progénie F1662.
Embora a progénie F1378 tenha apresentado maior nimero de locos com Ho
acima de 0,60, as médias de Ho foram semelhantes entre as progénies, ou seja,
0,51 (F0222) 0,54 (F1378) e 0,52 (F1662).

Tabela 3. Estimativas de heterozigosidade esperada (He) e heterozigosidade
observada (Ho) em locos microssatélites avaliados em individuos S; de mandioca
oriundos da autofecundacédo dos acessos BGM0222 (F0222), BGM1378 (F1378)
e BGM1662 (F1662).

F0222 F1378 F1662

Iniciador Ho He Cr Iniciador Ho He Cr Iniciador Ho He Cr

EME189 0,54 0,49 9 EME189 0,56 0,50 9 EME205 0,56 0,50 1
EME205 0,49 0,50 1 EME260 0,50 0,48 11 EME260 0,51 0,49 11
EME260 0,51 0,50 11 EME395 0,56 0,49 6 EME425 0,57 0,49 5
EME395 0,54 0,50 6 SSR101 0,49 0,49 7 SSR103 0,47 0,49 12
SSR08 0,61 0,50 3 SSR103 0,60 0,50 12 SSR106 0,47 0,49 12
SSR105 0,44 0,50 14 SSR106 0,62 0,49 12 SSR165 0,55 0,50 13
SSR13 0,53 0,50 2 SSR168 0,63 0,50 6 SSR170 0,38 0,49 14
SSR143 0,51 0,50 11 SSR175 0,65 0,49 SSR179 0,51 0,49
SSR170 0,48 0,50 14 SSR179 0,44 0,50 SSR49 0,58 0,50
SSR179 0,56 0,50 4 SSR182 0,51 0,48 9 SSR68 0,57 0,50
SSR49 0,57 0,50 2 SSR28 0,61 0,50 12 SSR8 0,56 0,50
SSR68 0,56 0,49 4 SSR30 0,49 0,48 13 SSR82 0,49 0,49
SSR81 0,56 0,46 5 SSR49 0,65 0,50 SSR93 0,57 0,49
SSR83 0,35 0,50 12 SSR68 0,44 0,50 4 SSR94 0,53 0,50 11
VNRTO04 0,52 0,49 11 SSR94 0,56 0,49 11 VNTRO5 0,51 0,49 10
VNRT71 0,51 0,50 15 VNTR04 0,43 0,48 11 VNTR71 0,52 0,50 15
VNTR72 0,54 0,50 1 VNTRO5 0,62 0,50 10

VNTR90 0,49 0,50 11 VNTR71 0,37 0,47 15

A W
w ot w AN D

N

Média 0,51 0,49 Média 0,54 0,49 Média 0,52 0,49

Cr: localizagao cromoss6mica dos mini e microssatélites.
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Considerando a localizagdo cromoss6mica dos marcadores mini e
microssatélites, observou-se que de modo geral, a distribuicdo da endogamia e
Ho foram mais similares na F1662 (f e Ho variando de 0,40 a 0,62 e 0,38 a 0,60,
respectivamente), em comparacdo com as demais familias (Figura 3). Por outro
lado, a variagéo dos parametros existentes na F0222 (f = 0,39 a 0,65 e Ho = 0,35
a 0,61, respectivamente) e F1378 (f = 0,36 a 0,63 e Ho = 0,37 a 0,64,
respectivamente), ndo foi tdo elevada a ponto de levantar a hipbtese de
desigualdade na homozigosidade nos diferentes cromossomos. Embora tenha
sido utilizado um reduzido nimero de marcadores moleculares, os resultados
indicam que a genotipagem com 0s mini e microssatélites foi bem distribuida nos
diferentes cromossomos da mandioca (11 dos 18 cromossomos de M. esculenta),
0 que contribui para uma melhor cobertura do nivel de homozigosidade no
genoma da espécie.

F0222

0.75-
0.50-

1 12 14 15

F1378

4 6 7 91011121315

F1662

0.75-
0.25-

2 3 4 5 10 11 12 13 14 15
Cromossomo

Figura 3: Distribuicdo da heterozigosidade observada (Ho) e endogamia (f) em
individuos S; de mandioca oriundos da autofecundacdo dos acessos BGM0222
(F0222), BGM1378 (F1378) e BGM1662 (F1662), considerando a localizacédo

cromossO6mica dos marcadores moleculares utilizados na genotipagem.
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Andlise da endogamia e desempenho agronémico baseado em diferentes
critérios de selecéo

Considerando as informacfes genotipicas dos marcadores moleculares,
individuos S; com maior nivel de endogamia dentro de cada progénie (f = 0,60)
foram identificados e selecionados para os proximos ciclos de autofecundacéo.
Neste caso, a intensidade de selecdo aplicada foi 25%, 21% e 27% nas familias
F0222, F1378 e F1662, sendo possivel selecionar 20, 17 e 21 individuos S;,
respectivamente, com maior endogamia.

A comparacado entre as médias das caracteristicas agronémicas avaliadas
(altura de planta; produtividade da parte aérea, raizes e amido; e teor de matéria
seca na raiz), considerando os individuos S; selecionados com base no
coeficiente de endogamia (f = 0,60) e individuos ndo selecionados com base
neste critério, revelou que nao houve diferenca expressiva nas médias destas
caracteristicas para a maioria dos caracteres avaliados, exceto para produtividade
da parte aérea na progénie F1378, em que o grupo de individuos selecionados
pelo f apresentou maior meédia (Figura 4). Portanto, € possivel realizar a selecao
de individuos em progénies S; de mandioca com maior endogamia, sem que haja
perdas expressivas no desempenho agronémico. Por outro lado, como todo
processo seletivo, a selecdo dos individuos S; com maior coeficiente de
endogamia resultou em reducdo da variacdo fenotipica para as caracteristicas
altura de planta (F1378 e F1662), produtividade da parte aérea (F0222 e F1662),
produtividade de raizes e amido (F1662) (Figura 4).

Caso a selecéo dos individuos S; fosse realizada com base no indice de
selecdo (performance agronémica) ao inves do coeficiente de endogamia, como é
feito tradicionalmente nos programas de melhoramento genético, seria observada
elevacdo na meédia das caracteristicas, sobretudo para teor de matéria seca
(F1378 e F1662), produtividade da parte aérea e de raizes (F1378), e
produtividade de amido (F0222 e F1378) (Figura 5). Neste caso, a variacdo para a
maioria das caracteristicas agronémicas nas trés progénies seria preservada, mas
haveria redu¢do na endogamia nas progénies F0222 e F1662, o que certamente
contribuiria para aumento no numero de autofecundacdes necessarias para a

obtencéo de linhagens endogamicas.

33



F0222 F1378 F1662 F0222 F1378 F1662

30- ] 0 :
2.5- 35'**
o )
<L,0- * = 30- **
B=
15- o 25°
N S N & K S N S N S N S
F0222 F1378 F1662 F0222 F1378 F1662
60- 4 °
e : 40 . .
& 40- . E .
s + EN L
~
0' ' ' ' ' ' ' 0_ ' ' ' ' ' '
N S N S - N S N S N §
F0222 F1378 F1662 F0222 F1378 F1662
20- . .
0.75-
< 15- o == =
5 * Y _
gw * - 0.50
. =l B
0.25-
0- . — — | || .
N S N S N S N i N S N S

Figura 4: Boxplot da selecdo de individuos S; de mandioca oriundos da
autofecundacéo dos acessos BGM0222 (F0222), BGM1378 (F1378) e BGM1662
(F1662), com base no coeficiente de endogamia (f). N: grupo de individuos nao
selecionados com f < 0,60. S: grupo de individuos selecionados com f = 0,60. AP:
altura de planta. MS: teor de matéria seca na raiz, PPA: produtividade da parte

aérea, PTR: produtividade de raizes, PAM: produtividade de amido.
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Figura 5: Boxplot da selecdo de individuos S; de mandioca oriundos da
autofecundacéo dos acessos BGM0222 (F0222), BGM1378 (F1378) e BGM1662
(F1662), com base no ranqueamento do indice de selecao
IS=(AP*5)+(PPA*5)+(PTR*10)+(PAM*10)+(MS*10). S e N: individuos S;
selecionados e nao selecionados pelo indice de selecdo. AP: altura de planta.
MS: teor de matéria seca na raiz, PPA: produtividade da parte aérea, PTR:
produtividade de raizes, PAM: produtividade de amido, e f: coeficiente de

endogamia.

Endogamia e atributos agronémicos

Considerando a distribuicdo da endogamia em trés grupos distintos: Grupo
1 (0,10<f<0,39), Grupo 2 (0,40<f<0,59), e Grupo 3 (>0,60), observou-se maior
diferenca fenotipica entre as progénies S; em comparacdo com 0sS grupos de

endogamia (Figura 6). Em nenhuma progénie foi observada relag&o linear entre a
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endogamia e a performance agronémica, pois em alguns casos, a média do
Grupo 2 foi menor em comparacao aos demais grupos (teor de matéria seca nas
raizes, produtividade da parte aérea e de raizes — F1378), e em outros, foi maior
(teor de matéria seca nas raizes, produtividade da parte aérea e de raizes na
progénie F1662, e produtividade da parte aérea e de raizes na progénie F0222).
Além disso, as variacdes das caracteristicas agrondmicas foram muito similares
entre os diferentes grupos de endogamia, indicando auséncia de associacao entre
o desempenho agronémico das progénies S; com o nivel de endogamia. De fato,
as estimativas da correlacdo genética entre f e as caracteristicas agronémicas
foram nulas (ndo diferiram de zero) (Figura 7), o que corrobora a auséncia de
associacdo entre o coeficiente de endogamia com aumento ou reducdo nos
atributos agrondmicos mensurados em individuos S; de mandioca.

Para os caracteres agronémicos, com excec¢ao das estimativas entre AP e
MS e entre PPA e MS que néo diferiram de zero, as demais estimativas da
correlacdo genética foram positivas e diferentes de zero (Figura 7). Foi observada
uma forte correlacdo positiva entre PTR e PAM (0,99). Ja para as estimativas
entre PPA e PTR (0,53); PPA e PAM (0,52); AP e PPA (0,48); AP e PTR (0,30);
AP e PAM (0,30); MS e PTR (0,21); MS e PAM (0,28); os valores evidenciam uma

associacao linear positiva, mas de magnitude moderada.

36



F0222 F1378  F1662 F0222 F1378 F1662

#+ $*_ gaE 230-**ﬁ ﬁw ﬂ-*

1.5- ° :
EE 12 3 1 2 3
F0222 F1 378 F1662 F0222 F1378 F1662
a1 40-
0_40- e
* *F ‘Lzo ﬁ
uk = +
12 3 12 1 2

F0222 F1378 F1662

ol i

Figura 6: Boxplot do desempenho agrondmico de individuos S; de mandioca
oriundos da autofecundacédo dos acessos BGM0222 (F0222), BGM1378 (F1378)
e BGM1662 (F1662), baseado no agrupamento do coeficiente de endogamia (f).
Grupo 1 (0,10 < f < 0,39), Grupo 2 (0,40 < f< 0,59), e Grupo 3 (f > 0,60). AP: altura
de planta. MS: teor de matéria seca na raiz, PPA: produtividade da parte aérea,

PTR: produtividade de raizes, PAM: produtividade de amido.
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0.48 0.30 0.09 0.30 0.04

(0.35,0.59) (0.15,0.43) (-0.07,0.24) (0.15,0.44) (-0.12,0.19)

0.53 0.02 0.52 -0.05

(0.41,083) (-0.14,0.17) (0.40,063) (-0.21,0.10)

prr 0.21 0.99 -0.03

(0.06,0.36) (0.99,0.99) (-0.18,0.13)

0.28 0.02

(0.14,0.42) (-0.13,0.18)

-0.02

(-0.18,0.13)

Figura 7. Estimativas da correlacdo de Pearson para o coeficiente de endogamia
e caracteristicas agrondmicas de individuos S; de mandioca. AP: Altura de planta.
MS: Teor de Matéria seca, PPA: Peso de parte aérea, PTR: Peso total de raiz,

PAM: Produtividade de amido, e f: coeficiente de endogamia.
DISCUSSAO

Selecédo assistida por marcadores moleculares para obtencédo de linhagens
endogamicas

A determinacdo do coeficiente de endogamia por meio da Ho e He,
estimadas com base em diferentes locos marcadores, € uma forma eficiente de
determinar a endogamia especialmente em caso de popula¢cdes originadas por
autofecundacéo, populacbes de irmdos completos e meio irmdos (GOUDET;
KELLER, 2002). A variacdo do coeficiente de endogamia nas progénies S; de
mandioca foi de 0,00 a 0,89 nas diferentes populacfes autofecundadas, porém, a
maioria dos individuos S;, apresentou endogamia entre 0,40 e 0,60. Em média, a
endogamia ficou bem proxima de 0,50 (0,48 para F0222, 0,49 para F1378 e

F1662). Esses resultados estdo de acordo com a reducdo média esperada em
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50% da heterose e, por conseguinte, da heterozigosidade dos locos (Wu et al.,
2016).

Considerando apenas um ciclo de autofecundacéo, foi possivel identificar
individuos S; com coeficiente de endogamia muito acima da média esperada (f >
0,70). Esse resultado € de fundamental importadncia para acelerar o
desenvolvimento de linhagens de mandioca, pois mesmo utilizando um numero
modesto de marcadores moleculares, os resultados demonstraram a eficiéncia da
SAM na identificacdo de individuos mais homozigoticos dentro de populacées
segregantes S;.

A utilizacdo de SAM para obtencdo de linhagens endogéamicas ndo é
amplamente difundida, porém em algumas culturas, tem sido utilizada com
sucesso, a exemplo do mamoeiro, na qual foram identificados individuos com f
variando entre 0,60 até 1,00 em diversos genotipos do banco de germoplasma
oriundos de cruzamentos entre progénies em geracdes avancadas de endogamia
(S3, S4 e F4) (OLIVEIRA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2012b). Em outro trabalho
na cultura da mamoneira, Machado et al. (2016) relataram endogamia variando
entre 0,25 a 0,75 em individuos de progénies F, de mamoneira, indicando a
possibilidade de aplicacdo da SAM pra selecdo de individuos transgressivos em
diferentes espécies e populacdes de melhoramento. Esta selecdo precoce dos
individuos mais endogamicos certamente trara impactos positivos na reducéo no
tempo necessario para o desenvolvimento destas linhagens quando comparado
apenas com a selecao fenotipica praticada no melhoramento convencional.

Apesar dos esforcos e investimentos empregados no desenvolvimento de
marcadores moleculares para estabelecimento da SAM de forma eficiente no
melhoramento da mandioca, poucos resultados praticos como ferramenta auxiliar
de selecdo tem sido relatados (OLIVEIRA et al., 2012a). Por outro lado, alguns
exemplos de sucesso no uso da SAM no melhoramento da mandioca referem-se
a introducdo do gene de resisténcia ao CMD (Cassava Mosaic Disease) no
germoplasma africano, utilizando fontes de resisténcia provenientes da América
Latina (OKOGBENIN et al., 2007). Em outras culturas como o arroz, a
implementacdo da SAM tem contribuido para aumento no ganho genético em
relacdo aos métodos fenotipicos, pois reduziu em média 40% dos custos para
desenvolvimento de gendétipos superiores resistentes a ferrugem (Kuchel et al.,

2005). Adicionalmente, Morris et al. (2003) concluiram que a SAM nao apresentou
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reducdo efetiva de custo em comparagdo com métodos convencionais de selecao
na cultura do milho, porém foi mais eficiente na reducdo do tempo necessario
para obtencéo de linhagens endogamicas.

A selecdo baseada nos dados fenétipos ndo resultou em diferencas
expressivas na meédia dos individuos selecionados e ndo selecionados para a
maioria das caracteristicas, exceto para PPA e PAM na progénie F0222 e PPA,
PTR e PAM na progénie F1378. Por outro lado, a sele¢cdo baseada nos individuos
com f = 0,60 proporcionou um aumento meédio de aproximadamente 38% na
endogamia média das progénies avaliadas, sem afetar o desempenho
agronémico dos individuos selecionados. Portanto, os resultados obtidos via SAM
podem contribuir sobremaneira para selecdo de individuos mais homozigéticos
para compor a geracdo S, e ainda resultar em ganhos genéticos, quando
acompanhado das avaliacdes fenotipicas.

Embora o uso de linhagens endogamicas seja um objetivo importante no
melhoramento da mandioca, sua obtencdo € um processo complexo, pois 0s
métodos convencionais relacionados a autofecundacdo sao dispendiosos,
demorados e ainda podem ser influenciados por efeitos ambientais (CEBALLOS
et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2010). Com isso, o desenvolvimento de linhas puras
de mandioca poderia levar em torno de 14 anos. Por outro lado, o uso da SAM
pode ser bastante eficiente na identificacdo dos individuos mais homozigoticos, 0s
guais podem ser selecionados precocemente e em seguida, rapidamente
submetidos a um novo ciclo de autofecundacédo para gerar populagdes S,, com
locos fixados.

Morris et al. (2003) avaliaram o custo beneficio da SAM em comparacéo
com a selecdo fenotipica para o desenvolvimento de linhagens endogamicas de
milho com introgressdo de um alelo dominante por meio de retrocruzamento. Os
autores verificaram que 96% do genoma do parental recorrente foi recuperado
com trés ciclos de retrocruzamentos assistidos por microssatélites. No entanto,
para a selecdo fenotipica, foram necessarios seis retrocruzamentos para
recuperar essa mesma proporcado do genoma do parental recorrente. Portanto, a
SAM possibilitou a reducdo de trés ciclos de retrocruzamento, o que levou a
economia de tempo e recursos humanos. Em outro estudo na cultura do arroz, a
SAM também permitiu a obtencdo de gendtipos altamente homozigoticos com

resisténcia ao alagamento, em trés ciclos de retrocruzamento (BCsF;), enquanto
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que por selecdo fenotipica, isso sO seria possivel no quinto ciclo de
retrocruzamento (BCsFi;) (IFTEKHARUDDAULA et al.,, 2012). Portanto, as
vantagens inerentes do uso da SAM séo bastante evidentes e culturas 6rfas como
a mandioca, podem se beneficiar muito dessa ferramenta quando associada ao

melhoramento convencional.

Efeito do aumento da endogamia nos atributos agrondémicos

N&ao foi observada correlacdo entre o coeficiente de endogamia e as
caracteristicas agrondmicas nos individuos S; de mandioca. Uma hipétese para
explicar esses resultados pode ser a auséncia de ligacdo entre os marcadores
moleculares utilizados e a expressao das caracteristicas agronémicas. De acordo
com Balloux et al. (2004), o numero de marcadores utilizados para determinar
precisamente as estimativas das correlacdes entre desempenho agronémico e
endogamia pode ser um fator limitante, pois um pequeno namero de marcadores,
pode ser inadequado para fornecer informacdes suficientes sobre a
heterozigosidade no genoma inteiro. Particularmente, no caso da mandioca, a
incorporacdo de marcadores SNPs via genotyping-by-sequencing (GBS) para
identificacdo da endogamia em progénies segregantes, poderia resolver o
problema da baixa cobertura genbmica, pois os SNPs sdo amplamente
distribuidos no genoma da mandioca (1 SNP para cada 121pb — POOTAKHAM et
al., 2014).

A auséncia de forte associacdo entre endogamia vs desempenho
agrondémico identificada pelos marcadores moleculares em mandioca, indica que
€ possivel se obter genotipos com maior nivel de endogamia sem grandes perdas
no seu desempenho agrondémico, embora estas informacdes devam ser alvo de
estudos nas populacdes S,. Por outro lado, alguns estudos sobre depressao por
endogamia em individuos S; de mandioca tem relatado que, a depender da
progénie avaliada, existem perdas significativas em alguns caracteres
agronémicos, como produtividade de raizes, peso da parte aérea, indice de
colheita e para o teor de matéria seca, por meio de um fenbmeno conhecido como
depressao por endogamia (ROJAS et al., 2009; KAWUKI et al., 2011; FREITAS et
al., 2016). Entretanto, de acordo com esses mesmos autores, a autofecundagéo
de acessos de mandioca também permite a obtencdo de individuos

transgressivos com valores fenotipicos superiores em relagéo aos parentais.
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Em relagdo as caracteristicas agronémicas, os resultados obtidos neste
estudo mostram associacbes de mediana a elevada magnitude, sobretudo entre
PTR x PAM, PTR x PPA, PPA x PAM, AP x PPA. Esses resultados estado de
acordo com outros estudos realizados na cultura da mandioca, os quais
apresentaram correlagcdes entre diversas caracteristicas agrondmicas,
morfoldgicas e bioquimicas com magnitudes e direcdo similares as apresentadas
no presente estudo (OJULONG et al., 2008; NTAWURUHUNGA, GU et al., 2013;
OLIVEIRA et al., 2016).

Perspectivas para uso da SAM e exploragédo da endogamia em mandioca

A maioria dos programas de melhoramento de mandioca utilizam o método
da selecdo recorrente fenotipica para conduzir as populacdes segregantes
geradas a partir de cruzamentos intraespecificos entre individuos heterozigotos
(CEBALLOS et al.,, 2004), embora a utlizacdo de individuos parcialmente
endogamicos também tenha sido uma alternativa para originar clones superiores
(FREITAS et al., 2016). Os resultados reportados na literatura evidenciam que o
ganho genético obtido pelo uso dessas estratégias para 0 aumento da
produtividade de raizes, matéria seca e produtividade de amido, sdo relevantes
em clones selecionados com alto potencial genético, sendo competitivos para 0s
principais atributos agronémicos encontrados em cultivares de mandioca
utilizadas pelos agricultores. Por outro lado, recentemente, a eficiéncia dos
programas de melhoramento genético de mandioca, utlizando estratégias
convencionais de melhoramento, tem sido questionada, pois de acordo com
Ceballos et al. (2016), menos de 1% dos clones gerados sédo avaliados nos
estadios finais de avaliacdo e recomendacdo para plantio. Por isso, a baixa
capacidade de predicdo dos valores genéticos dos parentais utilizados nos
cruzamentos € um fator que precisa ser superado (CEBALLOS et al., 2016). Para
isso, 0 uso de linhagens endogamicas tem sido apontado como uma alternativa
para melhorar a predicdo dos valores genéticos dos individuos, além de permitir
gue as ferramentas genbmicas sejam utilizadas para melhorar o ganho com a
selecdao.

A busca por linhagens endogamicas de mandioca é relativamente recente
nos programas de melhoramento, porém, os ganhos potenciais do seu uso tém
sido debatidos na literatura (CEBALLOS et al., 2015; FREITAS et al., 2016;
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KAWEESI et al., 2016). Alguns beneficios tedricos sobre o uso da endogamia em
mandioca sao a reducdo da carga genética com a eliminacdo de alelos deletérios
das populacdes; a elucidacdo do controle genético das principais caracteristicas
agronbmicas; a possibilidade de uso de métodos de melhoramento intra e
interpopulacional de forma préatica e rapida; a definicdo de grupos heteréticos para
melhor explorag&o da heterose; uso de retrocruzamentos para transmitir alelos de
interesse para genotipos elites com maior facilidade, principalmente caracteres
monogénicos ou controlados por genes recessivos (CEBALLOS et al., 2004).

O desenvolvimento de linhagens de mandioca poderia inclusive mudar a
forma de propagacado da espécie, pois a utilizacdo de sementes provenientes de
linhagens permitiria a reproducédo integral do gendtipo das cultivares (a exemplo
do que ocorre com a propagacado clonal). Neste caso, o uso de sementes para
plantio poderia favorecer a reducdo dos patdégenos, que frequentemente estao
presentes nas manivas, além de permitir a avaliacdo inicial dos clones com
repeticdes ja nas primeiras fases de avaliacdo clonal, de modo a aumentar a
eficiéncia de selecdo em fases precoces de melhoramento, pois de modo geral,
existe uma baixa correlacdo no desempenho dos clones de mandioca avaliados
nos ensaios clonais e preliminares, o que prejudica diretamente a selecdo de
clones superiores e descarte dos individuos com menor potencial genético.

Além dos fatores supracitados, a obtencdo de linhagens endogamicas de
mandioca ira depender da taxa de florescimento dos gendtipos selecionados.
Sabe-se que a selecao realizada pelos programas de melhoramento tende a
avancar individuos que apresentem porte ereto quando se tem foco em sistemas
mecanizados de plantio, pois os tratos culturais e a colheita, sao facilitados, além
do fato da taxa de multiplicacdo desses genotipos ser elevada. Isso leva a
selecdo de plantas que ndo possuem ramificacdo da haste, e como o
florescimento € diretamente relacionado ao nivel de ramificacdo dos clones
(CEBALLOS et al., 2017), as plantas sofrem selecdo negativa para florescimento.
Portanto, o progresso no avancgo das geracfes de autofecundagéo para obtengéo
de linhagens de mandioca deve ser feito por meio da associagdo entre a selecéo
molecular (SAM) e fenotipica considerando atributos agronémicos, e sempre que
possivel, levando em consideracdo genotipos com elevada taxa de florescimento.

Em resumo, o presente estudo demonstrou que o uso da SAM foi bastante

eficiente na determinacdo do coeficiente de endogamia em individuos S; de
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mandioca, cujos resultados podem ser aplicados para fixacdo de locos em
homozigose em progénies segregantes, tornando possivel a diminuicdo do tempo
necessario para obtencdo de linhagens endogamicas de mandioca, € com iSso
explorar as vantagens inerentes a este tipo de populacao.

CONCLUSOES

A selecdo assistida por marcadores moleculares foi eficiente na
identificacdo de individuos com elevada endogamia, proporcionando uma selecao
de aproximadamente 25% dos individuos avaliados em progénies autofecundadas
de mandioca. Essa identificacdo precoce dos individuos mais homozigéticos
permite agilidade no avanco de geracdes e reducéo de custo e tempo em relagéo
a selecao convencional para o desenvolvimento de linhagens endogamicas.

N&o foi observada correlacdo entre o nivel de endogamia e caracteristicas
agrondmicas nas progénies autofecundadas de mandioca. Esse resultado € muito
importante visto que é possivel obtermos em progénies S; individuos com elevada

endogamia e atributos agronémicos desejaveis.
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APENDICE

Tabela 1. Heterozigosidade esperada (He), heterozigosidade observada (Ho) e

coeficiente de endogamia (f) obtido nos individuos S; da progénie F0222,

estimados por marcadores moleculares.

ID He Ho f ID He Ho f ID He Ho f
P | 097 100 000| 33 |09 056 044| 60 0,95 0,50 0,50
1 (09 050 050| 34 |094 0,33 066| 61 09 0,72 0,27

095 050 050| 35 |09 061 039| 62 09 056 0,44

095 044 055| 36 |09 0,22 0,78| 63 09 0,61 0,38
10 (094 0,22 0,78| 37 |09 050 049| 64 09 0,39 0,61
11 (09 056 044 | 38 |09 0,17 083| 65 09 0,39 0,61
12 (09 056 044| 39 |09 044 055| 66 094 0,28 0,72
13 (09 061 038| 40 |09 061 038| 67 09 0,33 0,67
14 (09 050 050| 41 |09 044 055| 69 09 0,39 0,61
15 (09 0,67 033| 42 |09 056 044| 70 09 0,39 0,61
16 (09 0,39 061| 43 |09 050 050| 71 09 0,33 0,66
17 (095 056 044 | 44 |09 050 050| 72 09 0,72 0,27
18 (09 056 044 | 45 |09 0,39 061| 73 09 0,67 0,33
19 (09 0,61 039| 46 |09 050 050| 74 09 0,56 0,44
20 | 0,96 0,72 0,27 | 47 (095 056 044| 75 0,9 0,61 0,39
21 |09 067 033| 48 (09 o061 0,38| 76 0,95 0,56 0,44
22 1094 028 0,72| 49 (09 0,67 0,33| 77 0,9 0,39 0,61
23 |09 061 039| 50 [095 050 050| 78 0,95 0,50 0,50
24 1095 056 044| 51 (095 039 061| 79 0,9 0,44 0,55
25 |09 050 050| 52 (095 0,39 061| 81 0,9 056 0,44
26 |09 067 033| 53 (095 056 044| 82 0,9 0,78 0,22
27 | 095 050 050| 54 (09 0,44 056| 83 0,95 0,44 0,55
28 | 094 039 061| 55 (09 056 044| 89 095 056 0,44
29 | 096 056 044 | 56 (095 050 049| 90 0,95 0,50 0,49
30 {094 033 066| 57 [095 056 044 91 0,9 0,67 0,33
31 | 0,96 056 044| 58 [095 0,50 0,50 |Média 0,95 0,51 0,49
32 |09 044 055| 59 (095 0,33 0,67

ID: Individuo, P: referente ao parental da progénie autofecundada.
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Tabela 2. Heterozigosidade esperada (He), heterozigosidade observada (Ho) e

coeficiente de endogamia (f) obtido nos individuos S; da progénie F1378,

estimados por marcadores moleculares.

ID He Ho f ID He Ho f ID He Ho f

P |094 100 000| 38 092 044 054| 70 |0,93 050 0,49
1 (092 o061 036| 39 09 061 038| 71 (094 0,67 0,32
2 092 044 054 41 092 050 048] 72 |095 0,61 0,38
3 |092 050 048| 43 092 0,72 0,25| 73 | 0,94 050 0,49
4 1093 044 054 44 093 056 042 75 |092 0,39 0,60
5 |093 056 043| 45 094 o067 031| 77 |094 056 0,43
6 |093 050 048] 46 092 056 042| 78 | 0,93 0,50 0,49
7 094 056 044)| 47 094 056 043| 80 | 0,94 0,67 0,31
8 |09 044 053| 48 093 061 0,37| 81 |0,93 0,67 0,31
9 |092 050 048| 49 094 o067 0,31| 82 |094 0,28 0,72
10 (094 o067 032| 50 092 061 036| 8 |[093 050 0,49
12 (094 o061 037| 51 093 061 037| 8 [092 0,61 0,36
14 (094 056 043| 52 094 050 049| 8 |[093 0,56 0,43
18 (094 0,72 026| 53 094 0,39 061| 8 (093 0,44 0,554
19 (092 039 060| 54 092 0,39 060| 9 |[093 0,11 0,89
21 | 093 067 031| 55 09 056 044 91 |092 0,61 0,36
22 1092 039 060| 57 092 044 054| 92 |09 0,28 0,71
25 | 091 050 047| 58 093 050 048] 93 | 0,93 0,56 0,43
27 1093 061 037| 59 091 0,39 059| 94 | 0,93 0,44 0,54
28 | 093 067 031| 60 091 044 053] 95 | 0,93 0,33 0,66
30 {095 050 049| 62 093 0,72 0,25| 96 | 0,94 0,39 0,60
32 | 093 044 054| 64 093 061 0,37| 97 | 094 0,67 0,32
33 {093 050 048| 65 093 0,28 0,72| 98 | 0,95 0,72 0,27
34 |09 033 065| 66 092 039 060 99 | 0,93 0,44 0,54
35 {093 039 060| 67 093 0,22 0,77 100 | 0,92 0,39 0,60
36 | 092 061 036 | 68 092 056 042]| 101 | 0,89 0,44 0,52
37 1094 028 0,72| 69 094 0,44 0,55 |Média] 0,92 0,51 0,49

ID: Individuo, P: referente ao parental da progénie autofecundada.
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Tabela 3: Heterozigosidade esperada (He), heterozigosidade observada (Ho) e

coeficiente de endogamia (f) obtido nos individuos S; da progénie F1662,

estimados por marcadores moleculares.

ID He Ho f ID He Ho f ID He Ho f

P |093 100 000 28 (092 056 042 56 |092 0,75 0,22
1 (091 025 0,74 29 |091 0,31 067 57 (091 0,31 0,68
2 092 050 048 30 (092 o063 035 58 |092 056 042
3 |092 063 035 31 (091 0,38 061 59 |091 0,31 0,68
4 1091 031 o067 32 |092 063 035 60 |092 044 0,55
5 |091 050 047 33 (093 069 0,29 61 |09 0,38 0,61
6 |092 056 042 34 (092 0,75 0,22 62 |09 0,38 0,61
7 092 056 042 35 (092 069 0,28 63 |091 050 0,48
8 |092 0,75 0,25 36 (092 044 055 65 |093 0,69 0,29
9 |092 063 035 37 (091 0,38 061 66 |093 081 0,15
10 (0,92 044 055 38 |09 0,38 060 67 (091 0,38 0,61
11 (092 056 041 40 |090 056 040 68 |[092 0,56 0,42
12 (092 069 028 41 |091 0,25 0,74 69 (091 056 0,41
13 (092 063 035 42 |091 050 048 70 |09 0,38 0,61
14 (091 o031 068 43 |091 0,38 061 71 [093 0,81 0,15
15 (091 050 048 44 | 092 056 042 72 |(092 050 0,48
16 (093 056 042 45 | 091 050 048 73 (091 050 0,48
17 (091 050 048 47 | 092 069 028 74 (091 0,25 0,74
18 (092 044 055 48 |092 069 028 75 [093 0,75 0,22
19 (091 031 068 49 |091 050 048 76 |[091 0,38 0,61
21 (090 0,44 054 50 (091 0,31 067 77 |092 0,63 0,35
22 (092 038 061 51 (091 050 047 78 (091 0,63 0,34
24 092 050 048 52 (093 0,75 0,22 79 |093 056 042
25 (092 044 055 53 (09 0,31 067 80 |093 0,63 0,35
26 (093 050 048 54 (091 o063 034 81 |091 050 0,48
27 (092 063 035 55 (092 056 041 Meédia|] 0,91 0,52 0,49

ID: Individuo, P: referente ao parental da progénie autofecundada.
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CAPITULO 2

VARIACAO MORFOLOGICA DE GRANULOS DE AMIDO EM PROGENIES S;
DE MANDIOCA

54



VARIACAO MORFOLOGICA DE GRANULOS DE AMIDO EM PROGENIES S;
DE MANDIOCA

RESUMO: A necessidade de geracao de novas variedades de mandioca (Manihot
esculenta Crantz) com caracteristicas diferenciais de amido tem motivado o
desenvolvimento de novas pesquisas. O objetivo desse estudo foi avaliar as
alteracbes morfolégicas nos granulos de amido e o ganho genético em
populacbes segregantes S; de mandioca. Os amidos dos acessos (Sy):
BGM0222, BGM1378 e BGM1662 e de suas progénies autofecundas (S1): F0222,
F1378 e F1662, contendo 78, 80 e 76 individuos, respectivamente, foram
avaliados para as caracteristicas: area (AG, um?), perimetro (PG, um),
comprimento (CG, pm) e numero de granulos de amidos (NG). As avaliagbes
foram realizadas por meio de analise de imagens obtidas via microscopia oOptica.
Com a selecao dos individuos transgressivos para os caracteres morfolégicos do
granulo de amido em populacfes S;, € possivel se obter ganho de selecédo para
valores acima e abaixo da média dos parentais Sy onde os ganhos de selecéo
podem chegar até 31%, 11%, 10% e 52% para os caracteres area, comprimento,
perimetro do granulo e numero de granulos, respectivamente. O tamanho médio
do granulo de amido variou de 9 a 13 um entre individuos em uma progénie Sj.
Correlacdes positivas de elevada magnitude foram observadas entre PG x CG (1),
AG x PG (0,99), AG x CG (0,99), PTR x PAM (0,99) e de moderada entre PPA x
PTR (0,49), AP x PPA (0,46), PPA x PAM (0,46), AP x PAM (0,42) e AP x PTR
(0,41). Correlacbes negativas de elevada magnitude foram observadas entre NG
com AG, CG e PG (= - 0,7). Populacdes segregantes de mandioca permitem obter
individuos com diferentes caracteristicas morfolégicas em granulo de amido,

sendo possivel se obter ganhos genéticos com a selecéo.

Palavras chaves: Manihot esculenta Crantz; autofecundacdo; endogamia,

tamanho de granulo.
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MORPHOLOGICAL VARIATION OF STARCH GRANULES IN CASSAVA S;
PROGENIES

ABSTRACT: The need for developing new cassava (Manihot esculenta Crantz)
varieties with different starch characteristics has greatly motivated the
development of new research. The objective of the present study was to evaluate
morphological alterations in starch granules as well as genetic gains in
segregating S; cassava populations. Starch from accessions (Sp): BGM0222,
BGM1378 and BGM1662 and of their self-fertilized progénies (S;): F0222, F1378
and F1662, with 78, 80 and 76 individuals, respectively, were evaluated as to the
following characteristics: granule area (GA, um?), granule perimeter (GP, pm),
granule length (GL, um) and number of starch granules (NG). Evaluations were
carried out via image analysis obtained by optical microscopy. With the selection
of transgressive individuals for the morphological characteristics of starch granules
in the S; progenies, it is possible to obtain selection gains for values higher and
lower than the average of the Sy genitors, whereas selection gains can reach up to
31%, 11%, 10% and 52% for the characteristics of area, length perimeter and
number of starch granules, respectively. Average size of the starch granule varied
from 9 to 13 um among individuals in an S; progeny. Positive and high
correlations between the individuals were found for GP x CG (1), GA x GP (0.99),
GA x CG (0.99), PR x SP (0.46), AP x SP (0.42) and AP x PR (0.41). Negative
and high correlations were found between NG with GA, CG and GP (= - 0,7).
Cassava segregating populations allows the obtainment of individuals with
different morphological characteristics as for starch granules, enabling obtainment

of genetic gains with the selection.

Key words: inbreeding; Manihot esculenta Crantz; self-fertilization; size of starch

granules.
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INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € uma das culturas mais
importantes do mundo, pois € um dos quatro principais alimentos basicos que
compdem a dieta de milhdes de pessoas (NASSAR; ORTIZ, 2007) e também por
apresentar boa producdo em condi¢cdes adversas de cultivo, como seca e solos
marginais de baixa fertilidade (CEBALLOS et al., 2006). Além disso, é uma das
poucas culturas na qual todas as partes da planta sao utilizadas, desde as folhas
para alimentacdo humana e animal, as hastes para propagacdo vegetativa da
planta e as raizes; principal produto da mandioca devido ao acumulo de amido,
gue sdo empregadas tanto para alimentacdo humana quanto para fins industriais
(BREUNINGER et al., 2009).

No cenario global, o cultivo de mandioca € majoritariamente realizado por
pequenos agricultores (HALSEY et al., 2008). No Brasil, o cultivo da mandioca
possui grande relevancia no contexto da agricultura familiar, todavia, grandes
plantios também tém sido realizados para atender a demanda agroindustrial
(OLIVEIRA et al., 2012). A cultura da mandioca apresenta um grande potencial
para a agroindustria, porém ainda ha necessidade de se desenvolver genotipos
com perfil mais adequado a este tipo de mercado (OLIVEIRA et al., 2014),
considerando fatores como alta produtividade de raizes e elevado teor de matéria
seca (CEBALLOS et al.,, 2004). Por outro lado, é fundamental considerar a
tendéncia atual das industrias de alimentos e agricultores que buscam amidos
nativos com caracteristicas especiais que poderiam substituir os amidos quimica
ou fisicamente modificados em algumas situacfes, ou mesmo contribuir para
abertura de novos mercados (LEONEL, 2007; VASCONCELOS et al., 2017).

Para as aplicacdes industriais, 0 amido de mandioca geralmente passa por
processos fisico-quimicos, como tratamentos térmicos ou enzimaticos, que
alteram as propriedades fisico-quimicas da pasta de amido (BREUNINGER et al.,
2009). O tamanho dos granulos é considerado também um fator que contribui
para as mudancas nas caracteristicas do amido, como poder de inchaco do
granulo e gelatinizacdo (NUWAMANYA et al., 2010). Destaca-se que amido com
granulos pequenos (< 10 um) pode ser utilizado para desenvolver filmes plasticos
biodegradaveis ou ser empregado como substituto de gorduras na industria de

alimentos (LEONEL, 2007). Por outro lado, granulos maiores (>20 pum) séo
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desejados por apresentarem menor teor amilose e menor pico de temperatura de
gelatinizagdo (NUWAMANYA et al., 2010).

Os granulos de amido séo particulas semicristalinas que variam de 0,1 a
200 um, dependendo da sua origem botanica e sdo compostos principalmente por
dois polimeros de glicose chamados de amilose e amilopectina (LINDEBOOM et
al., 2004). O tamanho e forma do grénulo de amido s&o caracteristicas
importantes, pois estdo relacionados com diversos atributos como: propriedades
de pasta, gelatinizacdo, susceptibilidade enzimatica, solubilidade e relacdo
amilose/amilopectina (LINDEBOOM et al., 2004). Na mandioca, o granulo de
amido possui forma circular, oval e truncada (circular com uma superficie plana
em um dos lados), com tamanho variando de 4 a 40 ym e teor de amilose entre
16% e 28% (CEBALLOS et al., 2007; BREUNINGER et al., 2009; MWETA et al.,
2008).

Para culturas como milho, trigo e cevada, foi observado que a selecédo em
populacbes segregantes permitiu a obtencdo de individuos com variacéo
significativa para caracteristicas relacionadas a morfologia do granulo de amido e
também para alteracbes em propriedade de amido como a relacdo
amilose/amilopectina. Dessa forma, popula¢des segregantes podem ser utilizadas
para se obter individuos com propriedades especificas com distintas finalidades
(CAMPBELL et al., 1996; IGREJAS et al., 2002; JAISWAL et al., 2014). No caso
da cultura da mandioca, a variabilidade genética para caracteristicas relacionadas
aos granulos de amido, ja foram relatadas na literatura (CEBALLOS et al., 2008;
VASCONCELOS et al., 2017), nos permitindo inferir que ganhos genéticos sao
passiveis de serem obtidos.

Recentemente, populacdes segregantes de mandioca tém sido obtidas via
autofecundacéo para entendimento e exploracdo dos efeitos da endogamia. Os
resultados desses estudos sdo animadores, visto que ja foram observados
individuos com desempenho agronémico e nivel de resisténcia a doencas
superior aos parentais ndo endogamicos (FREITAS et al., 2016; KAWEESI et al.,
2016). Atributos relacionados ao amido também foram estudados, sendo
reportado que em populacdes S; € possivel se obter individuos com grande
variacao no teor de amilose, de 17% até 34% (KAWUKI et al., 2011). Destaca-se
também a obtencdo de genotipos que expressaram 0 gene recessivo waxy, o qual

produz amido com teor de amilose proximo a zero (CEBALLOS et al., 2007) e
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ainda individuos mutantes, que apresentam tamanho médio dos granulos de
amido de 5 pm, com elevado teor de amilose (CEBALLOS et al., 2008). Desse
modo, estudos adicionais, sobretudo no germoplasma brasileiro, sdo necessarios
para quantificar a variabilidade nos tamanhos dos granulos em populagcdes Sj,
avaliar os ganhos genéticos potenciais com a selecdo de individuos com maior e
menor tamanho de granulos de amido, e averiguar a relacdo dessas
caracteristicas com outras de interesse. Assim sendo, o0 objetivo desse estudo foi
avaliar as alteracdes morfolégicas nos granulos de amido e os ganhos genéticos
previstos para estas caracteristicas em populacdes segregantes S; de mandioca.
Nossos dados demonstraram que a autofecundacdo de acessos de mandioca
gerou individuos S; portadores de caracteristicas dos granulos de amido bastante
diferenciadas em relacdo aos genitores e com elevada amplitude, o que

possibilitou a obtencdo de ganhos com a sele¢édo dos individuos transgressivos.

MATERIAL E METODOS
Obtencéao de progénies autofecundadas

Para a obtencdo das progénies autofecundadas (S;) foram selecionados
como genitores (Sp) trés acessos de mandioca, 0 BGM-0222, o BGM-1378 e o
BGM-1662 pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma de mandioca (BAG-
Mandioca) da Embrapa Mandioca e Fruticultura, em Cruz das Almas-BA, Brasil.
Para os trés acessos de mandioca, as autofecundacbes foram realizadas
artificialmente e controladas no campo experimental da Embrapa, no ano de
2014. Ap6s a maturacao dos frutos, estes foram coletados e armazenados em
sacos de papel para conservar as sementes. As sementes obtidas da
autofecundacéo foram armazenadas por um periodo de dois meses para superar
a dorméncia. Posteriormente, as sementes de cada acesso foram colocadas para
germinar em tubetes contendo substrato comercial, fibra de coco e vermiculita, na
proporcao de 2:1:1, sendo mantidos em casa de vegetacdo com condi¢des
controladas (temperatura de 29 + 2 °C e umidade de 65 + 5%). Aos 50 dias apos
a germinacgdao, as plantas com cerca de 30 cm de tamanho, foram transplantadas
para o campo de seedlings.

Na fase de seedlings as plantas de cada progénie S; de mandioca, foram
plantadas na area experimental do campo de autofecundagédo da Universidade

Federal do Recbncavo da Bahia (UFRB), em Cruz das Almas-BA, no ano de
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2014. Essa fase foi composta por 91, 101 e 82 individuos para as progénies
F0222, F1378 e F1662 respectivamente, sendo que apenas um total de 78, 80 e
76 individuos nas progénies F0222, F1378 e F1662 respectivamente,
apresentaram raizes suficiente pra extracdo de amido. Doze meses apos o0
plantio, as plantas foram colhidas, sendo as raizes utilizadas para a analise das

caracteristicas morfologicas dos granulos de amido.

Extrac&o de amido

As plantas coletadas foram levadas para o Laboratério de Préticas
Culturais de Mandioca (LCTM) da Embrapa Mandioca e Fruticultura para o
processamento do amido. As raizes selecionadas foram lavadas em agua
corrente, e em seguida seccionadas até completar 500 g para o processo de
extracdo. As partes selecionadas foram trituradas em liquidificador com 500 mL
de agua com hélice nédo cortante (para diminuir o cisalhamento dos grédos de
amido e, consequente modificacao fisica) durante 90 segundos.

Ao material triturado foi posteriormente adicionado 3,5 litros de agua fria
para filtrar a massa com auxilio de um tecido tipo “voal” e peneirado com peneira
granulométrica (220 Mesh) colocada sobre um balde de 5 litros de volume. Em
seguida, o material filtrado foi acondicionado em camara fria por 12 horas para
decantacdo do amido. Em seguida, foi retirado o sobrenadante, sendo
adicionados 20 mL de &lcool 95% ao amido para acelerar a secagem com
posterior descarte do alcool. Posteriormente o amido foi retirado dos baldes e
colocado em recipientes e acondicionado em estufa com circulacdo de ar forcada
a 45° C por quatro dias. O amido seco foi macerado com auxilio de pistilo e grau
para obtencdo de um pé de textura fina e homogénea. Em seguida, o pé foi
acondicionado em sacos plasticos, selado a vacuo e armazenados em geladeira a

8 °C para melhor conservacao do amido.

Avaliacdo da morfologia de granulos de amido

A confeccao das laminas de amido foi realizada a partir da diluicdo de 1 g
do amido macerado em 4 g de agua, simulando a concentracdo de amido em
raizes de mandioca. Em seguida, realizou-se uma diluicdo contendo 0,8 mL da
solugcao de amido com 1,8 mL de iodo 2%. Dessa solucao foram retirados 0,2 mL

para a confeccdo da lamina e transferido para camara de Neubauer para
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observacéo de microscopia Optica em aumento de 400 vezes. Para cada genétipo
foram confeccionadas trés laminas, e para cada lamina, foram feitas cinco fotos,
totalizando 15 fotos por gendtipo.

As analises das imagens foram realizadas com o auxilio do software
ImageJ (SCHNEIDER., 2012) para a determinacdo das caracteristicas: numero
dos granulos em um grama de amido; area dos granulos (um2); comprimento dos

granulos (um); perimetro do granulo (um).

Estabelecimento do ensaio de avaliagao clonal (CET)

Aos 12 meses apos o plantio dos seedlings, as plantas foram selecionadas
e colhidas individualmente para o estabelecimento do ensaio de avaliagao clonal
(CET). O critério adotado para selecionar os individuos para compor o CET foi a
capacidade das plantas de produzirem, no minimo, cinco manivas com 20 cm de
comprimento cada.

O CET foi instalado na area experimental da Cooperativa Alianca do Amido
(COOPAMIDO), em Santo Antonio de Jesus-BA situada a 13°10°56” de Latitude
Sul e 39°2530” de Longitude Oeste. Um total de 233 individuos foram
selecionados da fase de seedlings, sendo 76, 78 e 79 das progénies F1662,
F0222 e F1378, respectivamente. Os 233 individuos S; juntamente com o0s
progenitores S, foram avaliados em um experimento instalado sob o
delineamento de blocos aumentados, com os individuos distribuidos em quatro
blocos, e com parcelas constituidas por 5 plantas. Um total de 14 variedades
locais e melhoradas (BRS Caipira, Cigana Preta, BRS Verdinha, Correntéo,
Corrente, BRS Dourada, Eucalipto, BRS Formosa, BRS Gema de ovo, IAC 90,
BRS Kiriris, BRS Poti branca, Salangor e Vassoura preta) foram utilizadas como
testemunhas. O espacamento utilizado foi de 0,8 m entre plantas e 0,9 m entre
linhas. Os tratos culturais seguiram as recomendacdes basicas de Souza et al.
(2006).

Para o ensaio clonal, aos 12 meses ap0s o plantio, foi realizada a colheita
e a avaliacdo das seguintes caracteristicas agronémicas: altura de planta (AP -
mensurada em metros); produtividade de parte aérea (PPA - mensurado em t ha’
1y; produtividade total de raizes (PTR - mensurado em t ha'); produtividade de
amido (PAM - mensurado em t ha™); teor de matéria seca (MS - mensurado em %

pelo método da balanca hidrostatica, de acordo com KAWANO et al. 1987).
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Analises dos dados

As andlises de variancia para os caracteres morfologicos foram realizadas
com o auxilio do pacote “easyanova” implementado no software R (R
Development Core Team, 2017). O delineamento utilizado foi o inteiramente ao
acaso com trés repeticbes (laminas). Para cada Iamina foram feitas cinco fotos
totalizando quinze fotos por gendtipos. As médias foram comparadas pelo teste
de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

Para os dados fenotipicos dos caracteres agronémicos foi realizada a
analise de acordo com o modelo linear misto, referente a avaliacdo sob o
delineamento de blocos aumentados (RESENDE, 2007). A analise foi realizada
considerando o seguinte modelo linear:y = Xf +Zg + Wb + e, sendo: y - vetor
dos dados; f - vetor dos efeitos assumidos como fixo (médias das testemunhas e
média dos individuos); g — vetor dos efeitos genotipicos dos individuos
(aleatorios); b — vetor dos efeitos ambientais de blocos (aleatorios); e — vetor dos
residuos (aleatorios). As matrizes de incidéncia dos efeitos aleatérios estéao
representadas pelas letras maidsculas.

Para o estudo da relagéo entre o niumero e o comprimento dos granulos de
amido, foram confeccionados histogramas. Para isso, foram selecionados os dois
individuos dentro de cada progénie S; mais contrastantes para as duas
caracteristicas. Os ganhos esperados com a selecdo (GS) foram obtidos para
cada caracteristica considerando a média dos 10 individuos (S1) com as maiores
e menores médias em relacdo ao parental ndo endogamico (Sp) em cada uma
das progénies avaliadas. A partir dos valores de caracteres agronémicos e
morfolégicos dos granulos de amido foi estimada a correlacdo de Pearson, com
uso do pacote “PerformanceAnalytics” no software R (R DEVELOPMENT CORE
TEAM, 2017).

RESULTADOS
Anélise de Variancia

Foram observados efeitos significativos apenas para a fonte de variacédo
“genitor” para a caracteristica niumero de granulos (Tabela 1), demonstrando que
o uso da autofecundagdo pouco afetou as médias das caracteristicas
relacionadas ao tamanho e nimero dos granulos de amido de mandioca. Porém,

foi demonstrada a variabilidade genética existente entre os diferentes genitores
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utilizados nas autofecundagcBes para estas caracteristicas, sobretudo para
namero de granulos de amido. Também ndo foram observados -efeitos
significativos da interacdo entre genitor x geracao (So e Si). As estimativas do
coeficiente de variacao (CV) foram de baixa magnitude para as caracteristicas de
area, perimetro e comprimento dos granulos (12,02%, 6,09% e 6,05%,
respectivamente), demonstrando a boa precisdo experimental nestas analises.
Por outro lado, o CV para numero de granulos foi mais elevado (25,18%), embora

considerado mediano para uma caracteristica tipicamente quantitativa.

Tabela 1. Resumo da analise de variancia das caracteristicas morfoldégicas dos

granulos de amido em diferentes genitores e progénies S; de mandioca,

Quadrado Médio

Fonte de | — . - >
o GL" Areado Perimetrodo  Comprimento do Numero de
variacao
Granulo Granulo granulo Granulos

Genitor (Gen) 2 248,07 7,10 0,70 8279,68*
Geragéo (Ger) 1 93,51 1,58 0,13 129,44
Bloco 2 5,63 0,05 0,01 200,88
Gen*Ger 2 66,47 1,29 0,13 197,03
Residuo 703 174,57 5,12 0,46 1848,42
CV (%) 12,02 6,09 6,05 25,18
Média 109,48 37,11 11,21 166,40

“*GL: grau de liberdade; *significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Em relacdo ao numero de granulos de amido houve diferenca significativa
entre 0s genitores (Sp) pelo teste de Tukey (p < 0,05), tendo um amplo contraste
entre 0s genitores BGM0222 (141,28) e BGM1662 (193,95), enquanto que o
genitor BGM1378 apresentou numero intermediario de granulos de amido
(171,67) (Tabela 2). Por outro lado, mesmo havendo um contraste entre as
médias das progénies S; semelhante a Sy, ndo houve diferenca significativa entre
os valores médios do numero de granulos de amido entre as progénies S;
derivadas dos genitores F0222 (144,00), F1378 (178,00) e F1662 (191,00).
Possivelmente isso ocorreu em fungdo da grande variabilidade genética liberada

dentro das progénies Si;, como resultado da autofecundagéo. Neste caso, houve
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grande amplitude, mas a média do numero de granulos de amido foi muito

semelhante aos genitores (Figura 1).

Tabela 2. Média das caracteristicas morfolégicas de granulos de amido avaliados

em diferentes progénies Sp e S; de mandioca.

Area do Granulo Perimetrodo  Comprimento do Numero de
. (Um2) Granulo (um)  Granulo (um) granulos de amido
Progénie
So S: So S: So S: So S:

F0222 110,08a* 114,40a 37,13a 37,70a 11,21a 11,39a 141,28c 144,00a
F1378 111,64* 112,00a 37,5la 37,50a 11,35a 11,35a 171,67b 178,00a
F1662 103,052 103,00a 36,05a 36,13a 10,88a 10,95a 193,95a 191,00a

*:Médias seguidas pelas mesma letra na coluna n&o diferenciam entre si pelo teste de Tukey em

nivel de 5% de probabilidade; So: Parental; S;: Progénie autofecundada.

Analise da morfologia dos granulos de amido em individuos S; de mandioca

De modo geral, houve uma grande amplitude nos valores de todas as
caracteristicas morfolégicas dos granulos de amido entre os individuos S;
avaliados nas trés progénies de mandioca (Figura 1). Entre os genitores Sop
BGMO0222, BGM1378 e BGM1662, as médias foram semelhantes para a maioria
das caracteristicas morfolégicos avaliadas, exceto numero de granulos, conforme
apresentado na Tabela 1 e Figura 1. Por outro lado, ndo houve diferenca nas
médias das progénies S; em comparacdo com a Sp. Entretanto, a elevada
variabilidade genética liberada com o uso da autofecundacado, permitiu a geracao
de individuos com fenoétipos bastante divergentes em comparacdo com os dos
parentais.

As variacdes das médias dos individuos dentro de cada progénie S; foram
semelhantes para a maioria dos caracteres morfolégicos, exceto para hiumero de
granulos de amido, cuja variacdo na progénie F0222 foi menor (90 a 290) em
comparacdo com as progénies F1378 e F1662 (95 a 360). Para as demais
caracteristicas a variacdo foi de aproximadamente 75 a 152 um?2 (area do
granulo), 31 a 43 um (perimetro do granulo), 8,5 a 13,2 um (comprimento do

granulo) em todas as progénies S; (Figura 1).
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Figura 1: Boxplot das -caracteristicas morfolégicas de granulos de amido

avaliados em genitores de mandioca (So) e suas progénies autofecundadas (S,).

De modo geral, os tamanhos dos granulos de amido variaram bastante
dentro das progénies, sendo possivel observar dentro de um mesmo clone Sj,
variacdo no comprimento dos granulos de 4 a 30 um (Figura 2). Portanto, além da
grande variabilidade na média dos individuos S;, a autofecundacdo também
gerou individuos portadores de diferentes distribuicdes no comprimento dos
granulos de amido. Por exemplo, os individuos F0222-43, F1378-34 e F1662-62,
apresentaram uma variacao no comprimento dos granulos de 4 a 20 um, sendo
gue mais de 70% dos granulos foram menores que 15 pm. Ja os individuos
F0222-56, F1378-98 e F1662-75, apresentaram granulos variando de 4 até 30
pm, porém com uma distribuicdo mais uniforme dos granulos entre as classes,
com aproximadamente 30% dos granulos menores que 10 um, 30% entre 10 e 15

pm, e 40% acima de 15 pum (Figura 2).
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Figura 2. Histogramas da variagcdo no comprimento do granulo de amido entre

individuos contrastantes dentro de progénies S; de mandioca.

Ganho genético com selecao

O numero de individuos S; com médias acima ou abaixo da média dos
respectivos parentais, encontra-se na Tabela 4. Para todas as progénies e
caracteristicas avaliadas, foram identificados individuos com médias
estatisticamente diferentes (acima ou abaixo) dos valores médios encontrados
para o0s parentais (Sp). Entre as progénies, a F1378 apresentou menor
porcentagem (18%) de individuos que diferiram estatisticamente do parental So,
seguida pela F1662 (32%) e F0222 (37%) (Tabela 4). Dentre os individuos que
diferiram do parental pelo teste t, a maioria apresentou valores acima das médias
do parental Sp na progénie F0222, enquanto que para as progénies F1378 e
F1662, a média entre os individuos S; para valores maiores ou menores gue a

média dos parentais, foi similar.
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Tabela 4. Numero de individuos das progénies S; de mandioca com meédia
superior (1) e inferior (|) aos parentais (Sp) para caracteristicas morfolégicas dos

granulos de amido em mandioca.

Area Perimetro do Comprimento do Numero de
Progénie do Gréanulo Granulo Granulo Granulos
i ! i l T l T }
50 28 49 29 48 30 38 40
F0222 .
| 24 l6|  [20] |8] |21 7| 18]  [11]
41 39 44 36 44 36 41 39
F1378
17| 6] |5 |8 |7l [10] |9 |8
41 35 41 35 41 37 39
F1662
|14 [17] 4] 4] 15| [14]  [5]  [13]

*Numero de individuos S; entre modulos diferem significativamente da geracdo S, pelo teste t.

A autofecundacéo contribuiu para obtencdo de diferencas significativas
para as caracteristicas relacionadas a morfologia dos granulos de amido entre
individuos dentro das progénies S; e também em relacdo aos parentais (So). Isso
possibilita a obtencdo de ganhos genéticos com a selecdo dos individuos
transgressivos, 0s quais podem ser explorados de acordo com suas
potencialidades de uso para cada tipo de amido.

A selecdo de individuos S; para qualquer uma das quatro caracteristicas
relacionadas ao granulo de amido pode resultar em ganhos genéticos (Tabela 5).
Para a caracteristica area do granulo, a selecdo dos 10 individuos S;
transgressivos, proporcionou um aumento predito de 22,80 a 31,18% em
comparacao com o genitor Sp e de 18,16 a 21,16% em comparacdo com a média
dos individuos S;. Para reducdo da area dos granulos de amido, os ganhos
variaram de -15,73 a -19,00% em comparacdo com o genitor Sp e de -16,33 a -
19,26% em comparacdo com a média dos individuos S;. Os ganhos preditos,
portanto, também foram dependentes da progénie S;, na qual a F0222 e a F1662,
foram as mais contrastantes.

Para as caracteristicas comprimento e perimetro do granulo de amido, os
ganhos preditos foram muito semelhantes entre as progénies de mandioca, tanto

para aumento quanto para reducdo do carater, cuja variagcdo ficou entre 8,99 e
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10,65% para aumento da caracteristica e entre 8,11 a 10,31% para reducao, em

comparacao com a Sp. Em comparacdo com a média da S;, 0 aumento predito

variou de 8,69 a 10,41% e a reducao predita variou de 8,39 a 11,06% para ambas

as caracteristicas. O menor ganho no aumento, ou na reducédo do comprimento e

perimetro do granulo de amido, deve-se a sua menor amplitude em comparacao

com as demais caracteristicas.

Tabela 5. Ganho genético com a sele¢do (GS) dos dez individuos com maior

média superior e inferior dentro de cada progénie em comparacdo com 0S

parentais (So) e popula¢gdes autofecundadas (S1).

Area do Granulo

Progénie Aumento Redugéo
X10 GS% (So) GS% (S1) X10 GS% (So) GS% (S1)
F0222 135,18 22,80 18,16 92,76 15,73 18,92
F1378 132,36 21,09 18,18 90,43 19,00 19,26
F1662 124,79 31,18 21,16 86,18 16,37 16,33
Comprimento do Granulo
Progénie Aumento Reducao
X10 GS% (So) GS% (S1) X10 GS% (So) GS% (S1)
F0222 12,38 10,44 8,69 10,13 9,63 11,06
F1378 12,37 8,99 8,99 10,18 10,31 10,31
F1662 12,03 10,57 9,86 9,90 9,01 9,59
Perimetro do Granulo
Progénie Aumento Reducao
%10 GS% (S))  GS% (Sy) %10 GS% (So) GS% (Sy)
F0222 41,06 10,58 8,91 34,12 8,11 9,50
F1378 40,96 9,20 9,23 33,68 10,21 10,19
F1662 39,89 10,65 10,41 33,10 8,18 8,39
Numero de Granulos
Progénie Aumento Redugéo
%10 GS% (S))  GS% (Sy) %10 GS% (So)  GS% (Sy)
F0222 208,00 47,23 44,44 101,00 28,51 29,86
F1378 261,13 52,11 46,70 117,20 31,73 34,16
F1662 258,90 33,49 35,55 134,76 30,52 29,45

So: Parental; S;: Progénies autofecundadas.
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O numero de granulos foi a caracteristica que apresentou maior ganho com
a selecdo, uma vez que em comparagao com a Sp a variagdo no aumento predito
foi de 33,49% (F1662) a 52,11% (F1378) e a reducdo no numero de granulos
variou de 28,51% (F1662) a 31,73% (F1378) (Tabela 5). Em comparacdo com a
média da Si;, o0 aumento no nimero de granulos de amido variou de 35,55%
(F1662) a 46,70% (F1378) e a reducao predita foi de 29,45% (F1662) a 34,16%
(F1378).

Correlacdes entre dados agrondmicos e de morfologia de granulos de
amido

Dentre as caracteristicas morfoldgicas dos granulos de amido, aquelas
relacionadas as suas dimensdes, foram altamente correlacionadas, a exemplo da
elevada correlacéo positiva entre a area do granulo com perimetro (0,99) e com o
comprimento dos granulos (0,99); e entre perimetro e comprimento do granulo de
amido (1,00) (Figura 3). Por outro lado, para numero de granulos de amido as
correlacbes com as outras trés caracteristicas morfolégicas dos granulos de
amido (area, perimetro e comprimento dos granulos) foram negativas, diferentes
de zero e com valores entre -0,67 e -0,71.

As correlacdes entre as caracteristicas morfologicas do granulo de amido e
0S cinco caracteres agrondmicos, nao diferiram de zero, indicando que nao existe
associacao linear entre essas caracteristicas (Figura 3). Assim, a selecdo para
aumento ou reducdo no numero de granulos de amido, parece nao influenciar na
produtividade ou no teor de matéria seca das raizes, de modo que a selecdo
dessas caracteristicas morfolégicas pode ser feita de forma independente da
selecdo praticada para as caracteristicas agronémicas.

Para as caracteristicas agronémicas avaliadas nas progénies S;, o teor de
matéria seca nas raizes, apresentou correlacfes diferentes de zero, porém de
baixa magnitude com produtividade de raizes (0,23) e amido (0,29). Por outro
lado, a correlacdo entre o teor de matéria seca nas raizes x altura de planta e
produtividade da parte aérea, nao diferiram de zero, evidenciando que
caracteristicas da parte aérea também néo influenciam diretamente no teor de
matéria seca nas raizes de individuos S; de mandioca. J& as caracteristicas da
parte aérea apresentaram magnitudes medianas e diferentes de zero com a

produtividade de raizes, cujas estimativas foram de 0,41 entre produtividade de
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raizes x altura de planta e de 0,49 entre produtividade de raizes x produtividade
da parte aérea. Quanto as correlagbes com a produtividade de amido, os valores
foram diferentes de zero e de magnitudes medianas com altura de planta (0,42),
produtividade da parte aérea (0,46) e produtividade de raizes (0,99) (Figura 3).
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Figura 3: Correlacdo de Pearson entre os caracteres agrondmicos e de
morfologia do granulo de amido em progénies S; mandioca. AG: area dos
granulos; PG: perimetro do granulo; CG: comprimento dos granulos; NG: niamero
de granulos; MS: teor de matéria seca nas raizes; AP: altura de planta; PPA:
produtividade da parte aérea; PTR: produtividade de raizes; PAM: produtividade

de amido.

DISCUSSAO

A variabilidade para caracteristicas relacionadas a morfologia do granulo
de amido tem sido demonstrada em outras culturas, a exemplo do milho, cevada
e trigo (CAMPBELL et al., 1996; JAISWAL et al., 2014; WILSON et al., 2006).
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Nesses estudos os autores relataram que a diversidade entre gendtipos para o
tamanho do granulo de amido, exerce influéncia nas propriedades fisico-quimicas
do mesmo, sendo possivel identificar gendtipos com potencial para explorar
novos mercados da industria de amido. Recentemente, esse tipo de
caracterizacdo também tem ganhado atencdo dos programas de pesquisa em
mandioca (CEBALLOS et al., 2008; VASCONCELOS et al., 2017), com o intuito
de se desenvolver novos genétipos que atendam as demandas do mercado por
amido com propriedades especificas. No presente trabalho, mesmo com a analise
de apenas trés acessos de mandioca analisados, diferencas significativas entre
genitores e progénies foram identificadas em diversas caracteristicas de granulos
de amido. Portanto, considerando o grande numero de acessos de mandioca
armazenado nos bancos de germoplasma do pais (cerca de 4.000), ainda é
possivel encontrar uma diversidade ainda ndo explorada nestes recursos
geneéticos.

A auséncia de significancia entre as meédias das progénies Sy e Si,
demonstra que a autofecundacdo exerceu pouca influéncia na expressdo das
caracteristicas relacionadas aos granulos de amido nos acessos BGM0222,
BGM1378 e BGM1662. Estudos posteriores, envolvendo a autofecundacdo de um
maior numero de genitores pode indicar com precisédo, se os efeitos relacionados
a autofecundacdo podem realmente causar algum tipo de depressdo por
endogamia, que pode ser observada nas caracteristicas dos granulos de amido.
Outros estudos em mandioca tém demonstrado que a depresséo por endogamia
€ bastante forte para atributos agronémicos, variando de 55% a 89% para
produtividade de raiz, 7% a 58% para produtividade de parte aérea, e 25% a 77%
para indice de colheita (FREITAS et al., 2016; ROJAS et al., 2009). Entretanto,
esses autores mencionam que a depressdo por endogamia é altamente
dependente dos genitores utilizados nas autofecundacbes. Por exemplo, a
depressado por endogamia pode variar entre genitores de 1% a 55%, 0% a 7% e
6% a 25% para produtividade de raizes, produtividade de parte aérea e indice de
colheita, respectivamente (FREITAS et al., 2016).

Sobretudo, para as caracteristicas de area, perimetro e comprimento dos
granulos de amido, além da néo significancia das médias entre geracdes (So X So;
Si1 x S;), também néo foi detectada nenhum interacdo entre geracao x genitor (So

X Si1). Resultados concordantes na cultura da mandioca foram relatados por
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Nuwamanya et al. (2010), ao avaliarem nove populacdes F; para teor de amido e
amilose, onde concluiram que as médias entre geracdo e genitores foram muito
semelhantes. Em outras culturas como o milho, a anélise do tamanho médio dos
granulos de amido em 35 popula¢des naturais, revelou que em termos meédios,
ndo houve diferenca entre as populagfes para estas caracteristicas, porém dentro
de 28 populagdes, foram observados individuos que diferiram para o tamanho do
granulo de amido dentro de uma mesma populacdo (CAMPBELL et al., 1996).

Apesar da auséncia na diferenca entre as médias entre genitores, geracdes
e interacdo entre geracdo X genitor, para a maioria das caracteristicas, a
amplitude das médias dos individuos dentro das progénies S; de mandioca, foi
bastante elevada. A autofecundacao, portanto, € um método para gerar individuos
contrastantes para diversas caracteristicas de interesse, de forma alternativa a
fonte original do germoplasma. Em relagdo aos recursos genéticos de mandioca,
alguns relatos tém demonstrado que o comprimento dos granulos de amido de
mandioca da América Latina pode variar de 4 a 40 pum, com média de 12 pm
(CEBALLOS et al., 2007). Outros estudos no germoplasma do Brasil relataram
variacdo no comprimento do granulo de amido, de 8 a 14 um (VASCONCELOS et
al., 2017).

Além da variacado natural, o tamanho dos granulos de amido em mandioca
também pode ser alterado com o uso de agentes mutagénicos associados a
autofecundacéo das plantas mutantes (CEBALLOS et at., 2008). De acordo com
0s autores, apoés este procedimento, alguns genoétipos de mandioca apresentaram
granulos de amido de menor tamanho (variacdo de 3 a 6 um, com média 5 pm);
em muitos casos associados com teor de amilose 30% superior aos genotipos
nao mutantes.

Também € possivel obter genoétipos de mandioca com variacdes
significativas no tamanho do granulo e nas propriedades de amido por meio de
cruzamentos (NUWAMANYA et al., 2010), corroborando o0s resultados
observados na autofecundacdo do presente estudo, na qual a distribuicdo do
tamanho dos granulos apresentou uma variacdo significativa entre os individuos
S;. Em alguns casos, os individuos S; apresentaram até 70% dos granulos
menores que 15 um, a exemplo dos individuos F0222-43, F1378-34 e F1662-62.
A eficacia do uso de cruzamento entre genitores contrastantes para obtencéo de

gendtipos com caracteristicas especificas quanto a morfologia dos granulos de
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amido, também foi relata em cevada, na qual o gendtipo KK-2 foi selecionado
entre 139 gendtipos por apresentar uma reducdo na distribuicdo dos granulos de
amido acima de 15 pm e um aumento no comprimento nos granulos de amido
entre 5 a 15 um (JAISWAL et al., 2014). Esses autores promoveram uma série de
cruzamentos e avanco de geracOes até Fs e observaram a presenca de trés
genotipos sem granulos tipo C (< 5 um) e cinco gendétipos com granulos acima de
15 um de comprimento. Os fendtipos de amido incomuns exibidos pelas linhagens
Fs confirmaram que a distribuicdo de tamanho de granulos de amido em cevada
pode ser geneticamente alterada via melhoramento convencional (JAISWAL et al.,
2014).

Em mandioca, ainda ndo existem trabalhos que expliquem efetivamente o
controle genético e quais genes regulam o tamanho dos granulos de amido.
Todavia, na cultura do trigo, foi reportado que os genes SS (starch synthase) e
GBSS (granule-bound starch synthase) e seus alelos, estdo diretamente
relacionados com o controle do tamanho do granulo de amido no endosperma
(ZHANG et al., 2010).

De modo geral, apesar da escassez de trabalhos que tenham como
enfoque os fatores genéticos que controlam atributos morfolégicos dos granulos
de amido, existem indicios que o tamanho dos granulos seja um carater
poligénico, influenciado por efeitos genéticos aditivos (CAMPBELL et al., 1996;
STODDARD, 2003). Segundo Freitas et al. (2016) em populacdes S; de
mandioca, € possivel obter-se ganhos de sele¢cdo quando o carater € controlado
principalmente por efeitos genéticos aditivos ou parcialmente dominantes. Assim,
para o carater tamanho do granulo, o uso de populacdes S; pode ser uma
alternativa viavel para a obtencdo de individuos com caracteristicas distintas dos
genitores (Sp), permitindo ganho genético com a selecdo dos individuos
transgressivos.

Segundo Freitas et al. (2016) a autofecundacdo em mandioca permitiu a
obtencdo de ganho de selecdo para diversos caracteres agronémicos, podendo
chegar a 111%, 182%, 44%, 20%, 126% e 82% para produtividade de raizes,
indice de colheita, teor de matéria seca, produtividade de amido e altura de
planta, respectivamente. No presente trabalho, os ganhos genéticos mais
significativos foram de 31%, 10%, 10% e 52% para aumento do granulo até 19%,

10%, 10% e 31% para reducdo do granulo, para os caracteres de area,
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comprimento, perimetro do granulo e numero de granulos, respectivamente. Para
os caracteres relacionados a morfologia do granulo, os ganhos de selecédo foram
muito semelhantes entre progénies. Todavia, entre 0s caracteres, 0s que
possibilitaram maiores ganhos de selecdo foram a area de gréanulo com ganho
variando de 18% a 31% e 15% a 19% para aumento e reducdo do tamanho de
granulo, respectivamente, e o nimero de granulo de amido com ganho variando
de 33% & 52% e 28% a 34% para aumento e reducdo do granulo de amido,
respectivamente. Os ganhos genéticos apresentados no presente trabalho foram
menores que os reportados por Freitas et al. (2016), provavelmente devido ao fato
de que as variancias fenotipicas obtidas para os caracteres agronémicos sao
maiores que para os caracteres relacionados a morfologia do granulo de amido.

As correlagbes entre as caracteristicas relacionadas a morfologia do
granulo de amido com elevadas magnitudes, positivas ou negativas, podem
favorecer a adocao de estratégias de melhoramento mais eficazes para acelerar o
desenvolvimento de novos gendtipos. A elevada correlacdo positiva entre a area,
perimetro e comprimento do granulo de amido, indicam que nos trabalhos futuros,
apenas uma destas caracteristicas deve ser utilizada para otimizar a tomada de
dados, pois certamente a selecdo dos gendtipos de maior interesse nao sera
alterada. Por outro lado, a correlacdo entre o numero de granulos de amido com
as outras trés caracteristicas (area, perimetro e comprimento dos granulos), foi
negativa e de magnitude mediana, indicando que a sua mensuracao deve ser
mantida em analises posteriores, por ndo apresentar informacdes
complementares as demais caracteristicas. Em outros estudos, o tamanho do
granulo de amido também apresentou correlacdo positiva com outras
caracteristicas relacionadas a qualidade e as propriedades do amido, a exemplo
do teor de cinzas, lipideos, poder de inchamento e solubilidade; além de
correlacdes negativas com o teor de amilose, umidade e fibra bruta, materiais
soliveis em agua fria e também para pico de temperatura de gelatinizacao
(NUWAMANYA et al., 2010).

A existéncia dessas correlacbes pode ser util para nortear a selecdo de
individuos com caracteristicas especificas para um determinado mercado. Por
exemplo, atualmente, o amido de mandioca é muito utilizado pelo seu baixo teor
de lipideos, que resulta em uma auséncia de sabor caracteristico de cereais e

assim nado compromete o sabor final de diversos produtos industrializados
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(BREUNINGER et al., 2009). Assim, o entendimento e o0 uso da correlagdo entre o
tamanho de granulo e o teor de lipideos, pode contribuir para uma melhoria ainda
maior neste atributo, de modo a direcionar a sele¢cdo de gendétipos para industria
de alimentos.

Outras possiveis contribuicdes da pesquisa referem-se ao entendimento da
correlagdo com o teor de amilose, considerando relatos anteriores de que
gendtipos com granulos pequenos, tendem a apresentar elevado teor de amilose
(CEBALLOS et al.,, 2008; NUWAMANYA et al., 2010), cujos principais usos
industriais sdo para fabricacdo de produtos adesivos, papel, biopolimeros e
alimentos de baixa digestibilidade. Por outro lado, granulos maiores, séo usados
na indastria de alimentos associados a produtos que precisam de facil
gelatinizagdo e que ndo congelem facilmente, tendo ainda acdo estabilizadora e
espessante em produtos alimentares e emulsionante para molhos, como exemplo
para saladas (JOBLING, 2004). Outro processo muito influenciado pelo tamanho
dos granulos é a susceptibilidade enzimatica, pois granulos menores sao mais
rapidamente degradados por enzimas em comparacdo aos granulos maiores
(HUNG; MORITA, 2005; LINDEBOOM et al., 2004), que € particularmente
importante para o processo de modificacdo quimica do amido por meio de
enzimas. Assim sendo, genotipos com a maioria dos granulos de menor tamanho,
podem ser interessantes para auxiliar nesse processo (QIl; TESTER, 2016).

No presente estudo ndo foram observadas correlagbes entre
caracteristicas agronémicas e morfolégicas de amido, o que indica que o
processo de selecdo de clones nas diferentes etapas do programa de
melhoramento genético pode ocorrer sem causar nenhuma interferéncia na
selecdo para qualidade dos granulos de amido. Portanto, este é um aspecto
positivo, considerando que, em outras culturas, foram identificadas correlacfes
indesejaveis entre atributos agronémicos e de qualidade do amido, a exemplo a
analise de 139 acessos de cevada, que revelou que o0s gendtipos que
apresentaram granulos maiores (<5 um), também apresentaram reducdo no peso
de gréos e na concentracao total de amido (JAISWAL et al., 2014). Os autores
argumentaram que esses genotipos nao sao adequados para producéo de graos,
todavia, os resultados obtidos sdo fundamentais para auxiliar no entendimento da

base genética que controla o tamanho do granulo de amido em cevada.
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As correlagbes positivas observadas entre produtividade de amido X
produtividade de raizes (0,99) e produtividade de amido x teor de matéria seca
nas raizes (0,29), foram semelhantes aos resultados reportados por Gu et al.
(2013), os quais estimaram correlacdo de 0,53 entre a matéria seca e teor de
amido nas raizes de mandioca. Outras correlacbes associadas foram reportadas
por Ntawuruhunga e Dixon (2010), cuja correlagdo positiva entre matéria seca nas
raizes x area foliar (0,56), foi considerada de magnitude mediana e com
consequéncias importantes para o processo de selecdo de novas variedades de
mandioca. Esses resultados estdo de acordo com outros estudos para a cultura
da mandioca, 0s quais apresentaram correlacdes entre diversas caracteristicas
agronbmicas, morfolégicas e bioquimicas, com magnitudes e direcéo
semelhantes as apresentadas no presente estudo (OJULONG et al., 2008;
NTAWURUHUNGA; DIXON, 2010; GU et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2016).

Mesmo havendo poucas informacdes sobre as caracteristicas morfolégicas
do gréanulo de amido, alguns estudos tém mostrado que esses caracteres sao
estaveis ao longo dos ambientes e anos de cultivo. De acordo com Gu et al.
(2013), o tamanho médio e a distribuicdo do tamanho do granulo de amido nao
sofreram alteracdes nos ambientes de cultivo ao analisarem sete cultivares de
mandioca em diferentes regifes da Africa. Outros estudos demonstraram que
tanto o tamanho médio, quanto a distribuicdo dos granulos de amido, ndo foram
alterados a partir do sexto més de colheita apos plantio, quando quatro cultivares
de mandioca foram avaliados em diferentes periodos de colheita (SRIROTH et al.,
1992).

Esses resultados sao importantes e sugerem que, independente da época
de colheita e/ou ambiente de cultivo, as caracteristicas morfolégicos do granulo
de amido, ndo serdo alteradas. Portanto, a selecdo de clones com caracteristicas
diferenciais de amido poderia apresentar uma maior estabilidade do carater,
ampliando as possibilidades de cultivo destes individuos, sobretudo em paises
com dimens@es continentais como o Brasil.

Considerando os relatos de alta estabilidade das caracteristicas associadas
aos granulos de amido de mandioca, € provavel que as selecbes realizadas
dentro dos programas de melhoramento da cultura, nas diferentes fases, i.e.,
ensaio de seedlings, ensaios de avaliacdo clonal, ensaio preliminar, avancado,

uniforme e regional de producéo, sejam bastante acuradas de modo a permitir
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gue o ranqueamento dos individuos com fenétipos especificos desejados sejam
estaveis nas diferentes fases de selecdo, o que certamente contribui para
melhorar e eficiéncia do melhoramento. Isso € particularmente interessante, pois
existe uma necessidade de se selecionar os individuos da maneira mais acurada
possivel nas diferentes fases de selecdo, sobretudo nas fases iniciais, onde o
namero de clones a serem avaliados é extremamente elevado, como ocorre na
fase de seedlings. Nessa fase, a selecao fenotipica baseia-se em caracteres que
possuam alta correlagcdo e estabilidade entre geracdes, de modo a reduzir
significativamente o tempo de avaliacdo e os custos para implementacao da fase
clonal (ESUMA et al., 2016). Portanto, h4 um indicativo de que a selecdo dos
clones entre e dentro das progénies de mandioca considerando os atributos para
gualidade de amido, pode ocorrer ja na fase de seedlings.

CONCLUSOES

A autofecundacdo em mandioca possibilitou uma ampla variabilidade
genética para caracteristicas morfolégicas do granulo de amido de forma
alternativa a fonte original do germoplasma. A amplitude do tamanho dos granulos
encontrada permitiu obtencdo de ganho genético com a selecdo de individuos
transgressivos

As caracteristicas morfolégicas do granulo de amido possuem correlacoes
entre si e ndo apresentam correlacdo com caracteres agronémicos. Tal resultado
€ desejavel, visto que € possivel realizar o melhoramento de uma caracteristica,

sem que haja perdas em outras caracteristicas de importancia.
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CONSIDERACOES GERAIS

Os programas de melhoramento de mandioca vém avaliando os efeitos que
da endogamia exerce na cultura. Essa nova abordagem no melhoramento da
mandioca tem possibilitado diversos avangos, como a expressdo de genes
recessivos relacionados ao amido, genétipos com aumento de nivel de resisténcia
a doencas e aumento de produtividade. Dentre as possibilidades que a
endogamia oferece para o melhoramento de mandioca, o desenvolvimento de
linhagens endogamicas permite a exploracdo do vigor hibrido por meio de
cruzamentos especificos de linhagens que podem contribuir significativamente
para aumento da produtividade de raizes. O presente estudo teve o intuido de
avaliar o nivel de endogamia e a morfologia do granulo de amido de individuos
em progénies autofecundadas de mandioca, visando a sele¢do de individuos
promissores.

A avaliacao do nivel de endogamia dos individuos de progénies S; permitiu
identificar gendtipos com elevada endogamia, sendo possivel a selecdo desses
genotipos para novos ciclos de autofecundacgéo, o que resultara em uma reducao
consideravel de tempo para o desenvolvimento de linhagens endogamicas.

Como as diferencas no tamanho meédio de granulo de amido podem
influenciar nas propriedades fisico-quimicas do amido, este estudo permite
concluir que, por meio da autofecundacao, é possivel explorar ampla variabilidade
genética na morfologia do granulo de amido observada em progénies S; para a
identificacdo e selecdo de individuos que possuem amidos com potencial para

distintas aplicacdes industriais.
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