UNIVERSIDADE FEDERAL DO RECONCAVO DA BAHIA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS, AMBIENTAIS E BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS AGRARIAS
CURSO DE MESTRADO

MAPEAMENTO ASSOCIATIVO E SELECAO DE
VARIAVEIS RELACIONADAS AO DEFICIT HIDRICO EM
MANDIOCA

PRISCILA PATRICIA DOS SANTOS SILVA

CRUZ DAS ALMAS - BAHIA
AGOSTO - 2018



MAPEAMENTO ASSOCIATIVO E SELECAO DE VARIAVEIS
RELACIONADAS AO DEFICIT HIDRICO EM MANDIOCA

PRISCILA PATRICIA DOS SANTOS SILVA
Bidloga
Universidade Federal do Recbncavo da Bahia, 2016

Dissertacao apresentada ao Colegiado
do Programa de Pés-Graduacdo em
Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal do Recbncavo da Bahia, como
requisito parcial para a obtencdo do
Titulo de Mestre em Ciéncias Agréarias

(Area de Concentracgao: Fitotecnia).

Orientador: Dr. Eder Jorge de Oliveira

Coorientadora: Dra. Massaine Bandeira e Sousa

CRUZ DAS ALMAS - BAHIA
AGOSTO - 2018



FICHA CATALOGRAFICA

S586m

Silva, Priscila Patricia dos Santos.

Mapeamento associativo e sele¢do de varidveis relacionadas
a0 déficit hidrico em mandioca / Priscila Patricia dos Santos
Silva._ Cruz das Almas, BA, 2018.

120f.; il.

Orientador: Eder Jorge de Oliveira.
Coorientadora: Massaine Bandeira Cruz.

Dissertagdo (Mestrado) — Universidade Federal do
Recbncavo da Bahia, Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais
e Biologicas.

1.Mandioca — Melhoramento genético. 2.Mandioca —
Variabilidade genética. 3.Deficiéncia hidrica — Analise.
|.Universidade Federal do Recdncavo da Bahia, Centro de
Ciéncias Agrarias, Ambientais e Bioldgicas. 1. Titulo.

CDD: 633.682

Ficha elaborada pela Biblioteca Universitaria de Cruz

das Almas - UFRB. Responsavel pela Elaboragédo —

Antonio Marcos Sarmento das Chagas (Bibliotecério -

CRB5/1615). Os dados para catalogagdo foram
enviados pela usuaria via formulario eletronico.




UNIVERSIDADE FEDERAL DO RECONCAVO DA BAHIA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS, AMBIENTAIS E BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS AGRARIAS
CURSO DE MESTRADO

MAPEAMENTO ASSOCIATIVO E $ELEC}AO DE VARIAVEIS
RELACIONADAS AO DEFICIT HIDRICO EM MANDIOCA

COMISSAO EXAMINADORA DA DEFESA DE DISSERTACAO DE
PRISCILA PATRICIA DOS SANTOS SILVA

Realizada em 09 de Agosto de 2018

Prof. Dr. Eder Jorge de Oliveira
Embrapa Mandioca e Fruticultura
Examinador Interno (Orientador)

Profa. Dra. Edna L6bo Machado
Universidade Federal do Reconcavo da Bahia - UFRB
Examinadora Interna

Dr. Diego Fernando Marmolejo Cortes
Embrapa Mandioca e Fruticultura
Examinador Externo



DEDICATORIA

Dedico a minha amada familia: Meu Pai Anténio (in memoriam), minha Mae
Ivanildes e a minha Avo Vanda.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, que em sua infinita bondade sempre me guiou e
me deu forcas para prosseguir, com o discernimento necessario.

A minha amada familia por todo o incentivo, apoio e preocupacéo. Em especial a
minha mae Ivanildes, por ter me feito persistir mesmo quando achei que néo
fosse capaz, sem vocé eu nao iria tdo longe, essa conquista é por vocé e pra
voceé!

A Fabiola, por todo incentivo, por todos os conselhos e até mesmo pelos sermbes
e puxdes de orelha (risos), e principalmente por ser meu suporte muitas vezes. A
Daniel, por toda disponibilidade, auxilio e dedicacdo quando precisei. E a Daiana,
pelos momentos de descontracéo e fuga do cotidiano.

A Universidade Federal do Recbncavo da Bahia e ao Programa de Poés-
graduacdo em Ciéncias Agrarias, pela oportunidade de realizar o curso de
mestrado.

A CAPES (Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior) pela
concessao da bolsa.

A Empresa brasileira de pesquisa agropecuaria (EMBRAPA), centro Mandioca e
Fruticultura, pela concessao de uso dos laboratdrios e campos experimentais para
o desenvolvimento do projeto de pesquisa.

A meu orientador Eder Jorge de Oliveira, pela exigéncia e pelos conhecimentos
compartilhados ao longo do mestrado.

A minha coorientadora Massaine Bandeira e Sousa, pelo auxilio na minha
caminhada académica, por toda paciéncia e dedicacao.

Aos meus colegas do Laboratério de Biologia Molecular — Embrapa, em especial
a: Ana Claudia, Jocilene, Luana, Hilgana, Andresa e o Vandeson, com VvOCés 0
trabalho se tornou mais leve e divertido, agradeco o companheirismo e por todo o
auxilio e dedicagao!

E a todos aqueles, mesmo que brevemente, fizeram parte desta etapa da minha
vida...
...meu muito obrigado!



Faca um plano e tenha um objetivo.
Trabalhe para alcanca-lo, mas de vez em
quando, olhe ao seu redor e aproveite,
porque € isso...
Tudo pode acabar amanha!

-Meredith Grey

Pra comecar
Cada coisa em seu lugar
E nada como um dia ap6s o outro

Pra que apressar?
Se nem sabe onde chegar
Correr em vao se o caminho € longo

E se tropecar
Do chao nao vai passar
Quem sete vezes cali, levanta oito

Quem julga saber
E esquece de aprender
Coitado de quem se interessa pouco

E quando chorar

Tristeza pra lavar

Num ombro cai metade do sufoco
O tempo dird

O tempo é que dira

E nada como um dia ap6s o outro

-Tiago lorc

Eis 0 meu segredo: s6 se vé bem com o coracdo. O essencial € invisivel aos olhos.
Os homens esqueceram essa verdade, mas tu ndo a deves esquecer.

- O Pequeno Principe



SUMARIO

Pagina
RESUMO
ABSTRACT
REFERENCIAL TEORICO ....ocviviieieeeete ettt ettt aae s 1
ARTIGO 1

MODELOS DE PREDICAO E SELEQAOA DE CARACTERISTICAS
AGRONOMICAS E FISIOLOGICAS PARA TOLERANCIA AO DEFICIT HIDRICO
EM MANDIOCA ..ot e et e ettt e et e e e e et e e e e e e e e 26

ARTIGO 2

ASSOCIACAO GENOMICA AMPLA (GWAS) PARA TOLERANCIA AO DEFICIT
HIDRICO EM MANDIOCA ..o oottt 66

CONSIDERAGOES FINAIS ...ttt 121



MAPEAMENTO ASSOCIATIVO E SELECAO DE VARIAVEIS RELACIONADAS
AO DEFICIT HIDRICO EM MANDIOCA

Autora: Priscila Patricia dos Santos Silva
Orientador: Dr. Eder Jorge de Oliveira
Coorientadora: Dr2. Massaine Bandeira e Sousa

RESUMO: O presente estudo teve como objetivo a selecdo de variaveis
fisiolégicas e agrondmicas, visando estabelecer um modelo de predicdo para
produtividade total de raizes em genotipos de mandioca sob déficit hidrico; bem
como identificacdo de regibes gendmicas associadas ao déficit hidrico via
mapeamento associativo (GWAS). Foram avaliados 49 genétipos de mandioca
em duas condi¢des hidricas (irrigacdo — IN e déficit hidrico — DH) em dois anos
agricolas (2012/2013 e 2013/2014), utilizando seis modelos preditivos:
Classification and Regression Trees (CART), Artificial Neural Network (ANN),
Support Vector Machines (SVM), Extreme Learning Machine (ELM), Generalized
Linear Model with Stepwise Feature Selection (GLMSS) e Partial Least Squares
(PLS). Os modelos preditivos GLMSS, ELM e PLS apresentaram maior
capacidade de predicdo (r? > 0,75) com RMSE variando entre 0,49 e 0,51. As
caracteristicas mais importantes para a produtividade total de raizes foram:
namero de raizes por planta, indice de area foliar, nimero de folhas mensurado
no oitavo més e produtividade da parte aérea. Em relacdo a GWAS, foram
utilizados 25.597single nucleotide polymorphism (SNP), obtidos apdés o controle
de qualidade utilizando call rate = 0,80 e MAF<0,05. Os dados gendémicos foram
imputados pelo software Beagle. Foram obtidos 54 SNPs associados a
produtividade total de raizes, produtividade da parte aérea, produtividade de
amido, teor de matéria seca nas raizes, indice de tolerancia a seca (DTI) e indice
de estabilidade da tolerancia a seca (DTSI). Os SNPs identificados estéo
préximos a 120 transcritos, previamente identificados, dos quais 24 possuem
anotacdo funcional conhecida relacionados a algumas proteinas conhecidas, a
exemplo do dominio Apetala 2 (AP2) e da proteina ziper de leucina; que estao
envolvidas na tolerancia ao déficit hidrico em outras espécies. Informacoes
importantes para selecdo de genotipos tolerantes ao déficit hidrico sédo
apresentadas e discutidas para uso nos programas de melhoramento de
mandioca.

Palavras-chave: tolerancia a seca, modelos de predi¢cdo, marcadores SNP.



GENOME-WIDE ASSOCIATION STUDY AND SELECTION OF VARIABLES
RELATED TO WATER DEFICIT IN CASSAVA

Author: Priscila Patricia dos Santos Silva

Adviser: Dr. Eder Jorge de Oliveira

Co-Adviser: Dr2. Massaine Bandeira e Sousa

ABSTRACT: The present study aimed at the selection of physiological and
morphological variables, aiming to establish a prediction model for root productivity
In cassava genotypes under water deficit and the identification of genomic regions
associated with water deficit via genome-wide association study (GWAS). 49
cassava genotypes were evaluated in two water conditions (normal irrigation - NI
and water deficit - WD) in two years (2012/2013 e 2013/2014), using six predictive
models: Classification and Regression Trees (CART), Artificial Neural Network
(ANN), Support Vector Machines (SVM), Extreme Learning Machine (ELM),
Generalized Linear Model with Stepwise Feature Selection (GLMSS) and Partial
Least Squares (PLS). The predictive models GLMSS, ELM, and PLS presented
higher reliability of prediction according to the values of r?2 > 0,75 with RMSE
ranging from 0.49 to 0.51. The most important traits for the prediction of fresh root
yield (RoY), were: number of roots (NR); area under progress curve of leaf
expansion based on leaf area index (AUPC.LAI); Number of leaves measured in
the eighth month (NS.8) and shoot yield (ShY). To GWAS, 25.597 single
nucleotide polymorphism (SNP), with call rate = 0.80 and MAF<0.05, were
imputed by the software Beagle. We identified 54 marker-phenotype associated to
the traits: RoY, ShY, starch yield (StY), dry matter content in the roots (DMC),
drought tolerance index (DTI), and drought tolerance stability index (DTSI). The
SNPs identified are close to 120 previously identified transcripts, of which 24 have
known functional annotation related to some known proteins, to the example of
Apetala 2 domain (AP2), Photosystem Il oxygen-evolving enhancer protein;
leucine zipper and bZIP transcription factor, which are involved in tolerance to
water deficit in other species. This study describes important information for

cassava breeding programs aimed at greater tolerance to water deficit.

Keywords: drought tolerance, prediction models, SNP markers.



REFERENCIAL TEORICO

Aspectos gerais da cultura e importancia econémica

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) pertencente a familia
Euphorbiaceae € originaria da América tropical, sendo a regido sul da bacia
Amazbnica do Brasil seu provavel centro de origem (OLSEN & SCHAAL,
2001). Apresenta relevancia mundial por ter se estabelecido como a terceira
mais importante fonte de alimento, perdendo apenas para o arroz e o milho,
constituindo a base alimentar de cerca de 800 milhdes de pessoas na América
Latina, Asia e Africa (CEBALLOS et al., 2010; LIU et al., 2011; CIAT, 2017).
Com a producéao de 20 milhdes de toneladas, o Brasil € o quarto maior produtor
de mandioca, com destaque para o estado do Par4, maior produtor, seguido
pelos estados do Parana, Bahia e Maranhéo (FAO, 2016; IBGE, 2017).

A cultura da mandioca possui uma vasta aplicabilidade, com
aproveitamento de todas as partes da planta, podendo ser destinada para
alimentacdo humana, animal ou utilizada como matéria-prima para uma ampla
gama de produtos industriais (CEBALLOS et al., 2012). As folhas sé&o utilizadas
na alimentacdo humana e animal, e neste Ultimo caso, além das folhas a parte
verde da haste superior é destinada a racdo animal e as hastes lenhosas apos
serem moidas sdo usadas como substrato para o cultivo de cogumelos (FAO,
2013). As raizes sao o principal produto e podem ser destinadas ao consumo in
natura para uso na alimentacdo, seja cozida ou frita, podendo também ser
raladas, fermentadas e posteriormente torradas com a finalidade de produzir
uma farinha granulada, além de ser utilizada no preparo de bolos, biscoitos,
paes e etc. O processamento das raizes origina 0 amido que possui variadas
aplicacbes, tais como na industria téxtil, plastica, siderurgica, papeleira,
farmacéutica, alimenticia e de biocombustiveis (CEBALLOS et al., 2012; FAO,
2013; CIAT, 2017).

A mandioca é uma cultura que apresenta adaptabilidade a escassez de
agua, solos degradados e alta temperatura tendo, portanto, alto potencial para
ser cultivada em condicbes de seca, sendo produzida principalmente por
pequenos agricultores com recursos limitados, tornando-se uma espécie de

seguranga alimentar em ambientes de cultivo marginais (LIU et al., 2011;



MORANTE et al., 2010; OKOGBENIN et al., 2013). Além disso, 0s pequenos
agricultores realizam o cultivo da mandioca em consorcio com outras culturas a
exemplo do milho (Zea mays), amendoim (Arachis hypogaea), feijao-guandu
(Cajanus cajan), feijdo comum (Phaseolus vulgaris) e soja (Glycine max),
visando aumentar a produtividade, o lucro e a diversidade de produtos
(PYPERS et al., 2011; FERREIRA et al., 2014).

Por outro lado, o cultivo da mandioca apresenta algumas limitacdes
importantes tais como: a ocorréncia da deterioracdo fisiologica péds colheita,
que geralmente tem inicio de 24 a 48 horas apos a colheita, sendo que as
condicbes de manejo e de estocagem das raizes influenciam na sua
intensidade; a incidéncia de pragas e doencas que sdo responsaveis por
reduzir substancialmente os rendimentos resultando em perdas na producéo; e
a baixa produtividade total de raizes em consequéncia da tendéncia dos
agricultores em implantar a mandioca nas piores area agricolas, geralmente em
solos degradados com baixo teor de matéria organica, nitrogénio, fésforo, zinco
e ferro (CAMPO et al.,, 2011; ISLAMI et al.,, 2011; MORANTE et al., 2010).
Apesar dessas limitacbes, a mandioca apresenta boa capacidade de
recuperacdo apos ataque de algumas doencas e pragas que afetam o seu
cultivo, além de uma grande adaptabilidade as diversas condicGes
edafoclimaticas. Isto € atribuido a sua ampla diversidade genética resultante da
selecdo natural no decorrer da evolucao da cultura, na pré e pés-domesticacao
(HERSHEY, 1988; FUKUDA et al., 2005).

Déficit hidrico

Estresses abidticos como o hidrico (seca ou alagamento), salino,
térmico, toxicidade quimica e estresse oxidativo sdo ameacas graves que
afligem a agricultura, resultando na deterioracdo do ambiente. Sendo o
principal motivo de perda de cultivos em todo o mundo (WANG et al., 2003). O
deéficit hidrico € um fator que tem influéncia direta sobre o cenario agricola de
diversos paises produtores de alimentos. Além disso, por ser considerado o
estresse abidtico mais significativo na agricultura, e por interferir diretamente no
crescimento e desenvolvimento das plantas, ocasionando impactos negativos

na producdo; tém-se realizado esforcos com o intuito de melhorar o



desempenho produtivo das culturas sob condicdes de estresse hidrico
(CATTIVELLI et al., 2008).

A cultura da mandioca desenvolveu mecanismos fisiologicos complexos
para suportar a escassez de agua, de forma a evitar ou tolerar o estresse
hidrico pelo desenvolvimento de um sistema radicular profundo, redugéo do
crescimento, com a senescéncia das folhas e fechamento estomatico. Contudo,
0 éxito desses mecanismos esta sujeito a severidade e duracéo do periodo de
seca (LOPES et al.,, 2011; TARDIEU, 2012; CLAEYS & INZE, 2013). O
estresse provocado pelo déficit hidrico estimula a biossintese, distribuicdo e
acumulo do acido abscisico (ABA) nos 6rgaos e nos tecidos das plantas, em
especial nas folhas, ramos e raizes. Esse acumulo de ABA desempenha um
papel importante, pois desencadeia os mecanismos fisiolodgicos ja citados, para
auxiliar a planta no processo de tolerancia ao estresse hidrico (OKOGBENIN et
al., 2013). Outro mecanismo de adaptacdo a seca desenvolvido pelas plantas &
a reducao do potencial hidrico devido ao acumulo de solutos osmoticamente
ativos, que propiciam a expansdo celular e o seu crescimento, mesmo em
situacbes de baixa disponibilidade hidrica, pois mantém parcialmente a
abertura dos estbmatos, permitindo a assimilacdo de CO, (PUGNAIRE et al.,
1999). O aumento desses solutos, a exemplo dos acUcares sollveis, prolina e
outros aminoacidos propicia 0 ajuste osmotico, conservando a integridade de
enzimas, proteinas e membranas, retendo o equilibrio de agua na célula
mesmo em condi¢c6es ambientais desfavoraveis (BARTELS & SUNKAR, 2005).

Apesar da consideravel tolerancia ao déficit hidrico, a mandioca tem o
seu crescimento e rendimento reduzidos por periodos de seca prolongados. A
proporcdo da reducdo no rendimento das raizes depende da duracdo do
estresse e do estagio de desenvolvimento em que a planta se encontra. O
periodo critico para o efeito mais severo do déficit hidrico na cultura estende-se
do primeiro ao quinto més apods o plantio, que € o periodo correspondente a
formacdo dos tubérculos e do rapido crescimento foliar (OKOGBENIN et al.,
2013).

A mandioca possui mecanismos fisiolégicos associados com a
adaptacado a escassez de 4gua, para tolerar e evitar a desidratacdo, permitindo

que a cultura suporte periodos de seca prolongados (EL-SHARKAWY, 2007).



Seus principais mecanismos de adaptacdo sdo a conduténcia estomatica,
reducdo do crescimento dos ramos, area foliar reduzida por meio da
senescéncia das folhas mais velhas, surgimento de folhas novas para
realizacdo da fotossintese e elongacao da raiz principal para captacdo de 4gua
em &reas mais profundas do solo. Todos esses mecanismos estdo
relacionados principalmente com o uso limitado de -carboidratos e a
conservacao da agua, de modo a conservar esses recursos escassos (DUQUE
& SETTER, 2013). Independente da intensidade do estresse hidrico ha
acumulo de ABA nas folhas das plantas submetidas ao déficit hidrico,
coincidindo com a manutencdo do alto potencial de agua nos tecidos e
fechamento estomatico (ALVES & SETTER, 2004; DUQUE & SETTER, 2013).
Em relacdo ao ajustamento osmético sob déficit hidrico, a concentracdo de
acUcares totais no interior da célula sofre uma diminuigdo, expondo uma
correlacdo negativa com o ajustamento osmaético; ha um pequeno aumento na
concentracdo de prolina, porém néo € o suficiente para ocasionar alteracdo no
ajuste osmotico, que € controlado por sais de potassio (ALVES & SETTER,
2004).

Sob restricao hidrica, o mecanismo natural de tolerancia ao estresse que
predomina nesta cultura € a manutencao do alto potencial hidrico nos tecidos,
decorrente do fechamento estomatico (ALVES & SETTER, 2004; EL-
SHARKAWY, 2006). Apesar da producdo de raizes ser reduzida sob déficit
hidrico, a mandioca pode recuperar-se e atingir elevada capacidade apdés a
reidratacdo, em virtude da rapida formacdo de folhas novas, com taxas
fotossintéticas mais elevadas quando comparado com plantas que nao
sofreram o estresse, resultando em uma producdo semelhante a de cultivos
irrigados (EL-SHARKAWY, 2007).

Identificacdo de fontes de tolerancia e melhoramento para mitigacdo do
déficit hidrico em mandioca

A tolerdncia a seca é uma caracteristica quantitativa complexa,
decorrente da acdo de varios genes, e isso implica em dificuldades no
processo de selecdo e melhoramento genético. E por ser um dos estresses

abidticos que mais ocasiona impactos negativos na producdo, O



desenvolvimento de cultivares tolerantes ao déficit hidrico é considerado uma
abordagem promissora em ambientes onde a agua é um fator limitante
(OKOGBENIN et al., 2013).

Inicialmente a selecdo de gendtipos de mandioca com tolerancia ao
déficit hidrico baseava-se na fenotipagem dos gendtipos em condicdes
irrigadas e de sequeiro. O desenvolvimento de cultivares melhoradas com bom
rendimento tanto em ambientes favoraveis quanto em ambientes sob estresse,
utilizando técnicas classicas de fenotipagem de caracteristicas fisiol6gicas e
agron6micas, como: senescéncia foliar tardia, elongacdo da raiz principal;
elevada taxa fotossintética, extenso sistema de raizes finas; producdo e
alongamento das raizes adventicias vem sendo aplicado em diversas espécies
(EL-SHARKAWY, 2007; SUBERE et al., 2009). Por outro lado, o melhoramento
genético para mitigacao do déficit hidrico vem sendo reforgado com o auxilio de
ferramentas moleculares que podem ser utilizadas para identificar regides
gendmicas associadas a tolerancia a seca, permitindo a compreenséo da base
molecular do controle genético desta caracteristica (PROCHNIK et al., 2012).

Atualmente, a combinacdo de ferramentas moleculares com bons
protocolos de fenotipagem, possibilita a producédo de variedades adaptadas a
seca com um bom rendimento na producdo tanto em ambientes favoraveis
quanto em ambientes desfavoraveis (OKOGBENIN et al., 2013). De acordo
com Turyagyenda et al. (2013a), a caracterizacao fisiolégica e molecular de
resposta a seca e identificacdo de genes de tolerancia candidatos em
mandioca pode ser realizada com sucesso. Assim sendo, faz-se necessario a
compreensao basica dos mecanismos agronémicos e fisiolégicos que estao
diretamente relacionados aos altos niveis de producdo mesmo que submetidos
ao estresse hidrico, viabilizando desta forma, uma selecdo eficiente das
caracteristicas fenotipicas mais estritamente relacionadas a tolerancia do déficit
hidrico (TURYAGYENDA et al., 2013b).

Selecdo de variaveis para avaliacdo da tolerancia ao déficit hidrico e
modelos de predicao
A selecdo das varidveis mais importantes para explicar determinado

fendtipo é utilizada com a finalidade de aprimorar o desempenho do modelo de



predicdo, resultando em melhores acuracias (ANDERSEN & BRO, 2010;
MEHMOOQOD et al., 2012). Modelos de calibracdo multivariada sdo comumente
aplicados para que se possa realizar a predicdo de um ou varios parametros
(ANDERSEN & BRO, 2010), a exemplo do modelo Classification and
Regression Trees (CART), Artificial Neural Network (ANN), Support Vector
Machines (SVM), Extreme Learning Machine (ELM), Generalized Linear Model
with Stepwise Feature Selection (GLMSS) e Partial Least Squares (PLS).

O CART é um modelo de classificagcéo e regresséo que desenvolve uma
arvore de decisdo, de modo a reproduzir graficamente a associacdo existente
entre as variaveis preditoras e a variavel a ser predita. Essa arvore de deciséo
€ desenvolvida por intermédio de divisdes binarias continuas do conjunto inicial
de dados, até que os critérios predeterminados para o crescimento da arvore
sejam alcancados (BREIMAN et al., 1984).

O modelo ANN utiliza algoritmos fundamentados na estrutura de
neurdnios biolodgicos, composta por uma rede com parametros de entrada
(variaveis preditoras) e parametros de saida (variaveis a serem preditas)
interconectadas, onde as conexdes possuem diferentes pesos. Os parametros
do modelo e os pesos das conexdes sao calibrados durante o treinamento do
modelo, com a finalidade de capacitar a rede a produzir uma saida que melhor
explique a variavel predita (HAN et al., 2011).

O SVM consiste em construir um plano para separar grupos distintos,
otimizando a distancia de separacdo. N&o sendo possivel realizar uma
separacao linear, um hiperplano é criado sendo capaz de mapear os dados e
separa-los linearmente. A regressao por vetores suporte € designada pelo vetor
que estabelece a melhor relagdo dentro de uma margem ¢ pré-estabelecida,
sendo que quanto menor for o valor de &, maior sera a complexidade do
modelo gerado e consequentemente, maior sera 0 numero de vetores suporte
produzidos para explicar a fungdo (SCHOLKOPF et al., 2000).

O ELM foi proposto inicialmente para o treinamento de redes neurais
feedforward de camada oculta (SLFNs). No ELM os parametros de camada
oculta sdo selecionados aleatoriamente e 0S pesos ou conexdes entre a
camada oculta e a camada de saida sdo analiticamente determinados. Desta

forma, as variaveis preditoras sédo selecionadas de acordo com a conexao ou



peso que exercem em relacdo a camada oculta, até que o modelo esteja
completo e possibilite a predicdo (HUANG et al., 2015).

Ja o0 método GLMSS considera uma variavel resposta a ser predita e
variaveis explicativas, consideradas como preditoras, onde a média da variavel
resposta € modelada por meio de uma estrutura de regressdo que envolve
amostras aleatorias com n observacdes, que sédo analisadas afim de identificar
quais variaveis possuem maior contribuicdo na predicdo utilizando uma funcao
de ligacdo entre as varidveis preditoras e a variavel a ser predita (CANTERLE
& BAYER, 2015). O método stepwise é utilizado com o propdésito de reduzir o
namero elevado de variaveis estudas, selecionando as variaveis que mais
contribuem para o modelo de predi¢do, reduzindo com isso 0 numero de
variaveis a compor a equacao de regressao. Este método é realizado de modo
interativo, adicionando (forward selection) ou removendo variaveis (backward
selection), a partir do critério de informacdo de Akaike (AIC) (AKAIKE, 1974),
que é uma medida baseada na verossimilhanca de ajuste do modelo, que
explica 0 numero de parametros estimados, de modo que o modelo com o
menor AIC possui o melhor ajuste relativo, conforme o nimero de parametros
incluidos (AKAIKE, 1974; ALVES et al., 2013).

O método PLS relaciona a matriz X (variaveis dependentes) a matriz Y
(composta por variaveis independentes), permitindo analisar dados com
desequilibrio entre 0 numero de variaveis e observagfes; com forte correlacédo
e com elevados niveis de ruido. Esta técnica de regressdo da origem a um
conjunto de parametros que propiciam informacdes sobre a estrutura e
comportamento de X e Y. A selecdo do numero de variaveis a serem mantidas
no modelo é realizada com base na avaliacdo de significAncia em termos
preditivos de cada variavel, a inclusdo de variaveis no modelo € interrompida
guando essas variaveis deixam de ser significativas (WOLD et al., 2001,
ANDERSEN & BRO, 2010).

Ainda que tenham a mesma finalidade, os modelos apresentados
realizam a andlise de predicdo de formas distintas, estando sujeitos ao
conjunto de dados utilizado (PARK et al., 2005; RU, 2009). Tendo isto em
vista, para obter uma predi¢cdo acurada, é necessério testar varios modelos e

selecionar aqueles que melhor se ajustam ao conjunto de dados em analise.
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Ou seja, ao invés de selecionar um modelo especifico para predigéo,
geralmente € mais eficaz comparar modelos baseados em diferentes
pressuposicoes estatisticas e a partir da analise dos parametros de qualidade
da predicao definir aquele com maior acuracia de predi¢do (RUMRR, 2009).

Esses modelos tém sido utilizados na predi¢do da produtividade agricola
(PARK et al., 2005; MUCHERINO et al., 2009; RUR, 2009; WEBER et al., 2012;
MEHMOOD et al., 2012), podendo ser uteis na identificacdo das caracteristicas
mais relevantes para explicar o rendimento mesmo com baixa disponibilidade
hidrica. As variaveis sdo selecionadas de modo que a relagdo entre as
variaveis estudadas e a resposta tenha um alto grau de correspondéncia com
elevada acuracia de predicdo (DAN et al.,, 2016). Como foi observado por
Ferraro et al., (2009) ao realizaram um estudo com o método CART para
analisar as variaveis que mais influenciam no rendimento da produtividade da
cana-de-acucar. RUR (2009) utilizou além do método CART o ANN e SVM para
realizar a predicdo da produtividade de trigo, enquanto Bari et al., (2014)
utilizaram os métodos ANN e SVM para realizar a predicdo de variedades de
trigo resistentes a ferrugem (Puccinia striiformis). A maioria destes estudos
apresentaram elevada acuracia de predi¢cdo. Outro exemplo, foi a utilizacdo da
técnica de PLS em experimentos de campo com diferentes regimes hidricos,
em que Weber et al. (2012) relataram que os modelos de predicdo explicaram
uma maior propor¢cdo de variacdo genética para produtividade de gréos de
milho submetidos ao estresse hidrico em comparacdo com condicBes bem

irrigadas.

Marcadores moleculares aplicados no melhoramento da mandioca

No melhoramento classico da mandioca, a selecdo dos genitores para
cruzamento é realizada de forma criteriosa, tendo como base caracteristicas
agrondmicas com genotipos contrastantes. As principais técnicas utilizadas no
melhoramento convencional da mandioca sdo a introducdo e a selecao de
variedades, inducdo de poliploides e hibrida¢des intra e interespecificas, que
podem ser controladas ou por policruzamentos (LARA et al., 2008). Por ser
uma cultura altamente heterozigGtica, apresenta uma ampla segregag¢do na

primeira geracao apos a hibridacéo, podendo resultar em hibridos superiores,
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que ao serem identificados, s&o fixados por meio da propagagao vegetativa
(FARIAS et al., 2006).

Além da utilizacdo de -caracteristicas fenotipicas para selecdo de
gendtipos superiores, 0 uso de ferramentas moleculares foi incorporado nos
programas de melhoramento genético a partir da década de 90 para auxiliar no
processo de selecdo, onde marcadores de polimorfismos amplificados
aleatoriamente (Random Amplified Polymorphism DNA - RAPDs) e
polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo (Restriction Fragment
Length Polymorphism - RFLPs) foram utilizados pela primeira vez na cultura
com a finalidade de estudar a diversidade genética no género Manihot
(MARMEY et al.,, 1994). Em seguida, os marcadores microssatélites (Simple
Sequence Repeats - SSR) foram utilizados para a identificacdo de duplicatas
em colegbes de germoplasma (CHAVARRIAGA-AGUIRRE et al.,, 1999), e
marcadores associados ao polimorfismo de comprimento de fragmentos
amplificados (Amplified Fragment Length Polymorphism - AFLP) foram
utilizados na compreensao da diferenciacdo genética da mandioca (ROA et al.,
1997; ELIAS et al.,, 2000; FREGENE et al., 2000). Além disso, marcadores
AFLP, isoenzimas, e RAPD foram utilizados para construcdo do primeiro mapa
de ligacdo genética da cultura (FREGENE et al., 1997). Posteriormente
diversos estudos com marcadores moleculares na cultura foram utilizados para
diferentes finalidades, como andlise da diversidade genética (ASANTE &
OFFEI, 2003); deteccdo e quantificacdo de doencas virais (MONGER et al.,
2001); diagnostico de doencas como couro de sapo (ALVAREZ et al., 2009);
dentre outras.

Os SNPs (single nucleotide polymorphism) sdo marcadores moleculares
que tém como base as alteracdes da molécula de DNA, ou seja, mutagdes em
bases Unicas da cadeia de bases nitrogenadas. S&o marcadores binarios e
codominantes, capazes de discriminar eficientemente os alelos homozigoéticos
e heterozigéticos (BROOKES, 1999). Esses marcadores fornecem uma
elevada cobertura do genoma, e quando encontrados em sequéncias
codificadoras podem resultar em alteracdes no fenotipo, e assim, expor
associacdo a caracteristicas especificas (JEHAN & LAKHANPAUL, 2006). Na

mandioca, diversos estudos ja fizeram uso dos marcadores SNPs em estudos
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de diversidade; para construcdo de mapa de ligagdo genético; como meio de
rastrear as origens evolutivas e geograficas da mandioca; na identificacdo de
genaotipos com amido ceroso relacionados a expressao do gene GBSSI, dentre
outros (OLSEN, 2004; RABBI et al., 2012; AIEMNAKA et al., 2012).

Os marcadores SNPs tém se destacado em virtude das recentes
tecnologias desenvolvidas para genotipagem, que envolvem o processamento
de um grande numero de amostras e marcadores simultaneamente, reduzindo
assim os custos e proporcionado maior rendimento e reprodutibilidade em
comparacao outras estratégias de genotipagem (JEHAN & LAKHANPAUL,
2006; MAMMADOQJV et al., 2012). Com o desenvolvimento do sequenciamento
gendmico completo da mandioca associado ao uso de ferramentas de
bioinformatica, tem sido possivel desenvolver novas ferramentas moleculares
com ampla cobertura gendmica, para facilitar e consolidar as pesquisas para o
melhoramento genético da cultura (CEBALLOS et al., 2012; PROCHNIK et al.,
2012). O advento do sequenciamento de DNA teve inicio com o0 método Sanger
(SANGER & COULSON, 1975). Posteriormente com a automatizacdo do
método, esta técnica se tornou a principal ferramenta de sequenciamento do
genoma humano e de outros organismos (LANDER et al.,, 2001; GARCIA-
HERNANDEZ et al., 2002).

Em 2005 surgiu um novo método de sequenciamento de DNA,
denominado sequenciamento de nova geracdo, ou NGS (Next Generation
Sequencing). Inicialmente foi langcado o sequenciador 454 da Roche, que
realiza o sequenciamento por sintese, onde a leitura das bases ocorre a
medida que é adicionada ao fragmento de DNA recém-formado, diferindo
assim do método Sanger, onde a leitura da base era realizada por marcacao
fluorescente e pelo peso molecular da sequéncia parcial do DNA contido na
molécula, por meio da analise eletroforética (MARGULIES et al.,, 2005;
SCHUSTER, 2008). Subsequentemente outras plataformas de sequenciamento
foram criadas fazendo uso de diferentes técnicas de sequenciamento, apesar
de divergirem em alguns aspectos metodolégicos, todos os sequenciadores de
nova geracao (NGS) se baseiam no processamento massivo de fragmentos de
DNA.
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A genotipagem por sequenciamento (Genotyping-by-sequencing - GBS)
tem como base o sequenciamento de nova geracdo (NGS), com o diferencial
de conduzir simultaneamente a genotipagem e a deteccdo de polimorfismos
(ELSHIRE et al., 2011). Atualmente a técnica de GBS tem sido bastante
utilizada por propiciar a geracdo de um grande volume de dados de SNPs de
forma rapida e com um custo relativamente baixo. A GBS utiliza a enzima de
restricdo ApeKI para efetuar a digestdo do DNA gen6mico alvo; esta enzima é
uma endonuclease de restricdo do tipo Il que reconhece uma sequéncia
degenerada de cinco bases (GCWGC, onde W pode ser A ou T), originando
fragmentos com tamanhos de 200 a 400pb (pares de base), com uma
extremidade 5' (3pb). Essa extremidade, € reconhecida pelo adaptador,
propiciando a ligagdo deste com o DNA gendmico cortado pela enzima,
reduzindo assim a complexidade do genoma de modo rapido e facil,
promovendo o sequenciamento das extremidades de todos os fragmentos
decorrentes da digestdo. Em virtude disto, GBS € um método relativamente
simples de genotipagem, apropriada para caracterizacdo de germoplasma,
estudos populacionais e de melhoramento genético em diversos organismos
(ELSHIRE et al., 2011). Na cultura da mandioca, varios estudos foram
realizados utilizando marcadores SNPs obtidos por GBS, como por exemplo
andlise de estrutura populacional e identificacdo de variedades de mandioca
(RABBI et al., 2015); construcdo de mapas genéticos com a localizacao
genética e fisica de genes relacionados a imunidade a patégenos (SOTO et al.,
2015); e mapeamento genético visando a identificacdo de regides relacionadas
ao aumento do teor de carotenoides nas raizes de armazenamento; a
resisténcia ao virus do mosaico africano da mandioca (CMD) e rendimento em
areas com alta pressédo de CMD (RABBI et al., 2014).

Os marcadores moleculares tém sido utilizados amplamente com a
finalidade de realizar o mapeamento de QTL (Quantitative trait loci), em muitas
culturas. Os QTLs sao regibes do genoma responsaveis pela expresséo de
caracteres fenotipicos. Na mandioca ja foram identificados QTLs que controlam
a acumulacéo de glucosideos cianogénicos e teor de matéria seca (KIZITO et
al., 2007); teores de caroteno (MARIN et al., 2009) e tolerancia a deteriorac&o

pos-colheita (CORTES et al., 2002). SNPs também ja foram utilizados para o
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mapeamento de QTL que controlam as propriedades de viscosidade do amido
e resisténcia a pragas e doencas, tais como: a bacteriose; virus do mosaico
africano; virus do castanho listrado da mandioca (CBSD) e o &caro da
mandioca (RABBI et al., 2014; NZUKI et al., 2017). Porém, em alguns casos de
mapeamento de QTL na mandioca, houve uma baixa resolugédo de marcadores
ligados a QTL, decorrente do uso de um numero limitado de marcadores e de
um reduzido nimero de amostras. Para analise mais abrangente da arquitetura
genética se faz necessario o uso de populacbes multiplas que representem
uma amostra maior da variacdo genética disponivel nas espécies. Uma
alternativa viavel é o uso de uma nova abordagem, utilizando mapeamento
associativo via mapeamento de QTL ou associacdo gendmica ampla (GWAS)
(HOLLAND, 2007; FERGUSON, et al., 2012).

Associacdo genémica ampla (GWAS)

A GWAS tem sido utilizada para determinar a base genética de
caracteristicas complexas (ABDURAKHMONOV et al., 2008), tendo como base
o desequilibrio de ligacao (LD), que € a associacao ndo aleatoria de alelos em
loci diferentes e € afetada por padrbes de recombinagdo do genoma, pela
estrutura da populacado e pelo sistema de reproducédo da espécie. Desta forma,
o mapeamento de QTLs (Quantitative Trait Loci) via GWAS, pode estimar a
localizacdo e o numero de genes que possuem controle sobre a variacdo
fenotipica de uma carateristica, por meio da associacdo do genétipo com o
fendtipo (FLINT-GARCIA et al., 2003; GUIMARAES et al., 2009; MYLES et al.,
2009). Uma das vantagens € que na procura por uma associacdo entre um
marcador e uma determinada caracteristica de interesse, o efeito do ambiente
€ reduzido (ABDURAKHMONOV et al., 2008). Na mandioca, a GWAS ja foi
realizada com éxito para mapeamento de caracteristicas agronébmicas como:
conteudo de carotenoides pro-vitaminicos A (ESUMA et al., 2016); resisténcia a
podriddo radicular (BRITO et al., 2017); e para severidade dos sintomas
foliares e nas raizes causados pelo CBSD (KAYONDO et al., 2018).

A GWAS tem se destacado por possuir vantagens como a alto poder de
resolucdo, eficiéncia de mapeamento e baixo custo em relacdo a outras

estraetgias de mapeamento genético. Além de ser uma poderosa ferramenta
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para a identificacdo de variagBes genéticas que compdem a base de fendtipos
de elevada importancia, tais como a resisténcia a doencas e a tolerancia a
seca (IQUIRA et al., 2015). Informacdes sobre QTLs que regulam a resposta
ao déficit hidrico e genes responséaveis por efeitos de QTL podem ser utilizados
para elucidar a base fisiologica da tolerancia a seca e na selecao de genétipos
com maior produtividade em condi¢cdes limitadas de agua (TUBEROSA &
SALVI, 2006). Em grandes culturas como a cevada, o milho e a soja, 0 método
de mapeamento associativo (GWAS) tem sido utilizado com sucesso na
identificacdo de loci controladores de caracteres quantitativos (QTL), por meio
da analise de ligacdo entre SNPs e regides cromossémicas associadas com a
tolerancia ao estresse hidrico (DESHMUKH et al., 2014; WEHNER et al., 2015;
WANG et al., 2016). Entretanto, o mapeamento de QTL via GWAS para

tolerancia ao déficit hidrico tem sido pouco explorado na cultura da mandioca.
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ARTIGO 1

MODELOS DE PREDICAO E SELECAO DE CARACTERISTICAS
AGRONOMICAS E FISIOLOGICAS PARA TOLERANCIA AO DEFICIT
HIDRICO EM MANDIOCA

1Artigo a ser ajustado para posterior submissao ao Comité Editorial do periédico cientifico Crop
Science, em versao na lingua inglesa.
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Modelos de predicéo e selegcdo de caracteristicas agronémicas e

fisiologicas para tolerancia ao déficit hidrico em mandioca

Resumo: O desenvolvimento de estratégias eficientes e acuradas de avaliacao
e predicdo do comportamento produtivo dos gendtipos de mandioca (Manihot
esculenta Crantz), pode reduzir o esforco gasto na fenotipagem de
caracteristica complexas como a tolerancia ao déficit hidrico. O objetivo deste
estudo foi selecionar caracteristicas fenotipicas com elevada associacdo com a
produtividade de raizes (PTR), além de estabelecer um modelo de predicao do
comportamento dos gendtipos em condicfes de déficit hidrico. Foram avaliados
49 genodtipos de mandioca em delineamento em blocos completos
casualizados, com trés repeticdes e em duas condi¢cdes hidricas: com irrigacao
(controle) e sob déficit hidrico. As variaveis fisiolégicas e agrondémicas foram
divididas em trés grupos: Fisiol (todas as caracteristicas fisiologicas);
Fisiol+PPA (todos as caracteristicas fisiologicas, com adicdo da produtividade
de parte aérea) e Fisio+Agro (todos as caracteristicas fisiologicas e
agrondmicas), e avaliados por seis diferentes técnicas de modelagem
preditivas: classification and regression trees (CART), artificial neural network
(ANN), support vector machines (SVM), extreme learning machine (ELM),
generalized linear model with stepwise feature selection (GLMSS) e patrtial least
squares (PLS). Outros trés grupos foram formados pelos mesmos grupos,
porém contendo apenas as caracteristicas mais importantes para cada
condicdo hidrica. As caracteristicas mais importantes para predicdo da
produtividade total de raizes (PTR) foram: NUumero de raizes por planta (NRP);
Area abaixo da curva de progressdo da expansdo das folhas com base no
indice de area foliar (AACP.IAF); Numero de folhas mensurado no oitavo més
(NF.8) e Produtividade da parte aérea (PPA). A selecdo das caracteristicas
mais importantes resultou no melhor ajuste dos modelos, sendo GLMSS; ELM,;
e PLS os modelos que apresentaram maior confiabilidade de predicdo de

acordo com os valores de r? > 0,75 com RMSE variando entre 0,49 e 0,51.

Palavras chave: Manihot esculenta Crantz, produtividade de raizes, seca,

performance agronémica.
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Prediction models and selection of agronomic and physiological traits for

tolerance to water deficit in cassava

Abstract: The development of efficient and accurate strategies for evaluating
and predicting the root yield of cassava (Manihot esculenta Crantz), can reduce
the effort spent on complex phenotyping such as tolerance to water deficit. The
objective of this study was to select phenotypic traits in high association with
fresh root yield (RoY), in addition to establish a prediction model of the
performance of genotypes under water deficit conditions. A total of 49 cassava
genotypes were evaluated in a complete randomized block design, with three
replications and two water conditions: irrigation (control) and water deficit. The
physiological and agronomic traits were divided into three groups: Fisol (all
physiological traits); Fisiol + SP (all physiological traits, with addition of shoot
yield) and Fisio + Agro (all the physiological and agronomic traits), and
evaluated by six different predictive model: classification and regression trees
(CART), artificial neural network (ANN), support vector machines (SVM),
extreme learning machine (ELM), generalized linear model with stepwise
feature selection (GLMSS) e partial least squares (PLS). Three other groups
were formed by the same groups, but they only contained the most important
traits for each water condition. The most important traits for predicting RoY
were: number of roots per plant, leaf area index, number of leaves measured in
the eighth month, and shoot yield. The selection of the most important traits
resulted in the best adjustment of the models, being GLMSS, ELM, and PLS,
the models that presented the highest reliability of prediction according to the
values of 2 > 0.75 with RMSE ranging from 0.49 to 0.51.

Keywords: Manihot esculenta Crantz, root yield, drought, agronomic

performance.
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INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz), possui uma ampla gama de
usos na alimentagdo humana ou animal. E um alimento basico para mais de
800 milhdes de pessoas, sendo a terceira fonte de calorias mais importante na
América Latina, Asia e Africa, perdendo apenas para o arroz € o milho
(CEBALLOS et al., 2010; LIU et al., 2011; CIAT, 2017). Do ponto de vista
industrial, o amido da mandioca possui aplicagdes na industria téxtil, plastica,
sideradrgica, papeleira, farmacéutica, alimenticia e de biocombustiveis
(CEBALLOS et al., 2012; FAO, 2013). No Brasil, quarto produtor mundial, a
mandioca € produzida principalmente por pequenos agricultores,
representando uma fonte de seguranca alimentar, devido a sua rusticidade e
tolerancia a estresses abiéticos (MORANTE et al., 2010; CEBALLOS et al.,
2011; OKOGBENIN et al., 2013; FAO, 2016).

A mandioca € uma cultura que apresenta boa adaptabilidade em
diversos ambientes e ecossistemas (EL-SHARKAWY, 2012; OKOGBENIN et
al., 2013). Essa plasticidade fenotipica também pode ser observada quanto a
tolerancia ao déficit hidrico, uma vez que a mandioca atinge produtividade de
raizes relativamente elevada, mesmo quando exposta a baixos niveis de
precipitacdo (BERGANTIN et al., 2004; EL-SHARKAWY, 2007; AINA et al.,
2007; OKOGBENIN et al., 2013). A reducao no rendimento das raizes depende
da duracdo do estresse e do estagio de desenvolvimento em que a planta se
encontra. O periodo critico para o efeito mais severo do déficit hidrico na
cultura estende-se do primeiro ao quinto més apds o plantio, que é o periodo
correspondente a formacdo das raizes e do rapido crescimento foliar
(OKOBEGNIN et al., 2013). Entretanto, apesar da redugéo do rendimento de
raizes sob déficit hidrico, a mandioca possui elevada capacidade de
recuperacdo e consegue atingir alta produtividade de biomassa apds a
reidratacdo, em virtude da rapida formacédo de folhas novas com elevadas
taxas fotossintéticas, resultando em uma producdo de raizes semelhante ao
seu cultivo em condi¢Bes hidricas ideais (EL-SHARKAWY, 2007).

Devido ao cultivo em condi¢cdes adversas, a mandioca desenvolveu

mecanismos fisioldgicos para suportar periodos de seca prolongados e evitar a
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desidratacdo  (EL-SHARKAWY, 2007). Os principais mecanismos
desenvolvidos foram a reducéo do crescimento dos ramos, area foliar reduzida
por meio da senescéncia das folhas mais velhas, surgimento de folhas novas
para realizacdo da fotossintese e elongacgéo da raiz principal para captacéo de
dgua em areas mais profundas do solo. Outros mecanismos observados
independentes da intensidade do estresse hidrico sdo o acumulo do horménio
acido abscisico (abscisic acid - ABA) nas folhas das plantas submetidas ao
déficit de dgua e o fechamento estomético, resultando na manutencgdo do alto
potencial hidrico nos tecidos (ALVES & SETTER, 2004; DUQUE & SETTER,
2013). Em relacdo ao ajustamento osmaotico em condicdes de déficit hidrico, ha
um decréscimo na concentracdo de acgUcares totais no interior da célula e um
aumento na concentracdo de prolina, o que ndo é suficiente para ocasionar
alteracdo no ajuste osmético, que € controlado por sais de potassio (ALVES &
SETTER, 2004). Todos esses mecanismos estao relacionados principalmente
com a conservagao da agua nos tecidos de modo a conservar esse recurso
escasso (EL-SHARKAWY, 2007; DUQUE & SETTER, 2013).

Embora a mandioca seja uma cultura com potencial tolerancia a seca, as
variedades cultivadas em areas comerciais apresentam uma reducéo
significativa no desempenho produtivo sob condicbes de déficit hidrico
(OLIVEIRA et al.,, 2015). Por outro lado, existe uma enorme variabilidade
genética na espécie para toleréncia a este estresse, sobretudo nas regides
semiaridas do Brasil (OKOGBENIN et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2017).
Diversos acessos de mandioca ja foram identificados e selecionados, para
serem utilizados como parentais em programas de melhoramento, por
apresentar alta produtividade sob condi¢c6es de déficit hidrico (EL-SHARKAWY,
2012; OKOGBENIN et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2017). Portanto, a existéncia
de genes de tolerancia a seca no germoplasma de mandioca € uma premissa
importante para inicio das atividades de melhoramento visando a obtencgéo de
novas variedades que sejam capazes de garantir elevados patamares de
produtividade mesmo em condicbes de estresse hidrico prolongado.
Entretanto, o passo seguinte relacionado a identificacdo dos genotipos
tolerantes, geralmente € um processo tedioso, de alto custo, e geralmente

muito sujeito as variacbes ambientais. Neste processo de fenotipagem para
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tolerdncia a seca, é necessario que sejam investigadas quais caracteristicas
fisiolégicas e agrondbmicas estdo intimamente relacionadas a variacdo na
resposta dos genaétipos quando submetidos a restricdo hidrica (LABAN et al.,
2013).

Tendo em vista os custos elevados de fenotipagem para diversos
atributos fisioloégicos e agrondmicos, a selecdo de variaveis capazes de
predizer a produtividade de raizes em condi¢cdes de déficit hidrico, constitui
uma ferramenta importante para auxiliar os programas de melhoramento
genético no processo seletivo. Para realizar a predicdo de pardmetros de um
conjunto de dados multivariados, geralmente utiliza-se modelos de regressao e
classificacdo (ANDERSEN & BRO, 2010; MEHMOOD et al.,, 2012). Esses
modelos, séo eficazes para reduzir o nimero de variaveis avaliadas, por meio
da selecdo daquelas que mais contribuem para o modelo de predicao,
proporcionando o aumento da capacidade preditiva dos modelos (DAN et al.,
2016; CHRISTENSON et al., 2016).

Diversas técnicas de modelagem preditivas tém sido utilizadas para
aperfeicoar a predicdo da produtividade agricola, sendo que os modelos de
classificagcdo e regressao frequentemente utilizados s&o o Artificial Neural
Network (ANN), Classification and Regression Trees (CART), Generalized
Linear Model with Stepwise Feature Selection (GLMSS), Support Vector
Machines (SVM) e Partial Least Squares (PLS) (PARK et al., 2005;
MUCHERINO et al., 2009; RUR, 2009; WEBER et al., 2012; MEHMOOQOD et al.,
2012). O modelo CART foi utilizado com alta eficiéncia na compreensao dos
fatores que influenciam a produtividade da cana-de-acucar (FERRARO et al.,
2009), enquanto que o modelo PLS apresentou alta capacidade de predi¢ao da
produtividade de grdos em variedades de milho submetidas a restricdes
hidricas (WEBER et al., 2012). Contudo, ainda ndo ha relatos da utilizacdo do
modelo Extreme Learning Machine (ELM) para a predi¢cdo da produtividade em
vegetais, embora sua aplicagcdo em outras areas tem mostrado sua elevada
capacidade de predicdo, em alguns casos superior aos modelos SVM e ANN
(OLATUNUJI et al., 2014; ABDULLAH et al., 2015; MOHAMMADI et al., 2015).

A precisdo de um modelo de predicdo € dependente do conjunto de

dados em analise, sendo necessaria a avaliagdo de varios modelos para
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determinar aquele que permite melhor ajuste e acuracia. De acordo com RUR
(2009), o modelo SVM apresentou maior acuracia na predicdo da produtividade
de trigo, em comparacdo com os modelos ANN e CART. Por outro lado, o
modelo CART seguido pelo ANN apresentou maior predicdo da produtividade
de graos de milho, sob diferentes solos e condigbes de manejo, quando
comparados com o modelo GLMSS (PARK et al., 2005). Portanto, tendo em
vista que o0 maior interesse € que 0s modelos expressem a maxima capacidade
de predicdo, a comparacao entre modelos baseados em diferentes principios
matematicos deve ser estudada.

Considerando que diferentes métodos de predicdo e classificacdo
podem ser utilizados para predizer a produtividade agricola com precisao, o
presente estudo teve como objetivo selecionar as variaveis fisiol6gicas e
agrondmicas mais estreitamente associadas a produtividade de raizes em
diferentes gendtipos de mandioca, visando estabelecer um modelo de predicdo
que possa contribuir na selecdo de gendtipos mais produtivos sob déficit

hidrico, seja em bancos de germoplasma ou programas de melhoramento.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal, local e condi¢cbes experimentais

Foram avaliados 49 gendétipos pertencentes ao Banco Ativo de
Germoplasma de Mandioca da Embrapa Semiarido e Embrapa Mandioca e
Fruticultura, compostos por 25 variedades locais e 24 variedades melhoradas
com historico de tolerdncia a seca (Material suplementar, Tabela S1). Estes
gendtipos foram avaliados em experimentos com delineamento em blocos
completos casualizados (DBCC), com trés repeticbes e em duas condi¢cdes
hidricas: irrigado (controle) e sob déficit hidrico. Inicialmente, ambos os
experimentos foram submetidos a irrigacao até o quarto més apos o plantio, em
seguida, a irrigacdo foi suspensa somente no experimento destinado a
aplicacdo do estresse hidrico. A lamina de agua aplicada foi calculada em
funcdo da evapotranspiracdo da cultura, usando dados meteorologicos
fornecidos pela estacdo meteoroldgica. As parcelas experimentais foram

compostas de dez plantas, com espacamento de 0,90 m entre linhas e 0,80
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entre plantas. O plantio foi realizado com manivas de 16 cm, seguindo as
recomendacdes e praticas agricolas para a cultura.

Os experimentos foram realizados na Estacdo Experimental de
Bebedouro, da Embrapa Semiérido, em Petrolina - PE (9°22’ de latitude Sul,
40°22' de longitude Oeste e altitude de 365,5 m), durante dois anos agricolas
(2012/2013 e 2013/2014). O local de avaliacdo apresenta clima semiarido e
baixa precipitacdo pluviométrica anual. As condi¢des climaticas do ano 2013
foram de precipitacdo anual média de 347,8 mm, umidade relativa do ar
variando entre 48 e 61% e temperatura média entre 27,7 e 29,2 °C. Em 2014, a
precipitacdo anual média foi de 216,3 mm, umidade relativa do ar entre 55 e
67% e temperatura média variando entre 24,5 e 26,9 °C (EMBRAPA
SEMIARIDO, 2013; EMBRAPA SEMIARIDO, 2014). Portanto, as safras de
2012/13 e 2013/14 foram marcadas por condicbes meteoroldgicas com baixo
volume de precipitacdo e consequente ocorréncia severa de déficit hidrico,
principalmente no periodo entre os meses de maio a outubro, nos dois anos

agricolas.

Variaveis fisioldgicas e agrondmicas analisadas

Para cada condicdo hidrica, foram realizadas avaliacbes para diversas
caracteristicas agronémicos e fisioldgicos, que se iniciaram no quarto més apos
o plantio, onde a irrigacdo foi suspensa no experimento destinado a aplicacdo
do estresse hidrico. As caracteristicas fisiologicas avaliadas foram:

1) Temperatura foliar no 4° (TF.4), 6° (TF.6), 9° (TF.9) e 10° (TF.10) més
apos o plantio (MAP); e diferenca entre a temperatura foliar e do
ambiente mensuradas no 4° (DTFA.4), 6° (DTFA.6), 9° (DTFA.9) e 10°
MAP (DTFA.10), apdés o plantio. A temperatura foliar foi mensurada
utilizando um pordémetro de difusdo (modelo SC1 - Decagon) em folhas
completamente expandidas, localizadas na parte superior da planta,
exposta a radiagéo solar entre 09:00 e 11:00 horas;

2) indice de area foliar (IAF, m?> m?), mensurado no 5° e 6° MAP, utilizando
0 equipamento Accupar (modelo LP80 - Decagon), posicionando a linha
de sensores junto a superficie do solo sob a copa da planta, exposta a

radiacéo solar entre 09:00 e 11:00 horas; considerando a area abaixo da
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curva de progressdo da expansdo das folhas com base no indice de
area foliar (AACP.IAF), de acordo como o modelo de Campbell &
Madden (1990);

3) indice de retencéo foliar (IRF, %), mensurado do 4° ao 12° MAP, com

intervalo de 15 dias, por meio da porcentagem de folhas presentes na

planta;

4) indice relativo de clorofila (IRC, SPAD), mensurado no 4° (IRC.4), 7°

(IRC.7) e 11° MAP (IRC.11), mensurado por meio do equipamento
Clorofilog (Modelo CFL1030 - Falker), em folhas novas totalmente
expandidas, pré-aclimatadas por 20 minutos a condicdo de escuro com
“dark leaf clips”;

5) Eficiéncia quantica potencial dos fotossistemas Il (Fv/Fm), mensurada

1)

2)

3)

1)
2)

3)

no 7° MAP, utilizando o equipamento Chlorophyll Fluorometer (Modelo
OS30p+ - OptiScience), no periodo entre as 8:00 e 11:00horas, em
folhas novas inteiramente expandidas, pré-aclimatadas por 20 minutos a

condicao de escuro com “dark leaf clips”.

As caracteristicas agronémicas avaliadas antes da colheita foram:
Diametro do caule (DC, cm), por meio de trés mensuracoes, realizadas
no 4° (DC.4), 7° (DC.7) e 11° MAP (DC.11), utilizando um paquimetro a
15 cm do solo;

Area abaixo da curva de progressdo do crescimento das hastes com
base no diametro do caule (AACP.DC) conforme Campbell & Madden
(1990);

Numero de folhas (NF), mensurado no 8° (NF.8) e 10° MAP (NF.10).

As caracteristicas agrondmicas avaliadas durante a colheita foram:
Altura da planta (AP, cm), do solo até broto apical,

Area abaixo da curva de progressdo do crescimento das plantas com
base na altura das plantas (AACP.AP) e considerando a taxa de
crescimento relativo da altura da planta (AACP.TCR.AP);

Numero de raizes por planta (NRP);
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4) Produtividade da parte aérea (PPA, kg), por meio da pesagem da parte
aérea (folhas, peciolos e hastes) a partir do corte realizado a 10 cm da
superficie do solo;

5) Produtividade de raizes (PTR, t ha!), comerciais e ndo-comerciais;

6) Teor de matéria seca da raiz (DMC, %), avaliada pelo método da
balanca hidrostatica (KAWANO et al., 1987).

Obtencédo dos BLUPs, herdabilidade e analise de deviance

Foi realizada uma andlise de variancia individual (caracteristicas
avaliadas somente em um ano agricola) e conjunta (caracteristicas avaliadas
nos dois anos agricolas) para cada condicdo hidrica, para obtencdo dos
componentes de variancia e estimacdo dos BLUPs (best linear unbiased
prediction). Os BLUPs da analise individual foram obtidos para cada
caracteristica, onde as observagdes fenotipicas Y;; do gendtipo i na repeticao j,
foi modelada pela equagéo Y;; = u + g; + €;;, no qual, u € a média geral, g; € 0
efeito aleatdrio do gendtipo i, e ¢;; € o efeito residual aleatorio do genotipo i na
repeticdo j. Para a andlise conjunta, as observacdes fenotipicas Y, do
genaotipo i na repeticdo j dentro do ambiente k, foi modelada pela equacéo
YVi=ute+gi+(/e)jx+(g*e)+ €k noqual, u & a média geral, e, € 0
efeito fixo do ano k; g; € o efeito aleatério do genotipo i, (r/e);x € o efeito
aleatério da repeticdo j aninhada no ano k, (g xe);, € o efeito aleatério da
interacdo entre genotipos e ano e €;;;, € o efeito residual aleatorio do genotipo i
na repeticéo j no ano k.

A estimacdo dos componentes de variancia foi realizada pelo método
REML (Restricted Maximum Likelihood), utilizando o pacote Ime4 do software R
versao 3.4.4 (R CORE TEAM, 2018). A significancia dos efeitos aleatorios foi
obtida pelas analises de deviance (Anadev) usando o método REML. A
significancia do modelo completo e do modelo sem o efeito foi comparado pelo

teste qui-square. A herdabilidade no sentido amplo (h?) foi estimada de acordo

2 _ O'CZ; 2 z A - ;o . 2 z s . ;.
com h“ = 2102’ onde o5 € a variancia genotipica; o € a variancia fenotlplca e
F E

g2 € a variancia ambiental, para caracteristicas avaliadas em apenas um ano
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% onde g2 é a variancia genotipica; 2
oE o2 G 9 pica, o4
+ GxA_l__s)

T rxa

agricola, e h? =

D
QD

(0k+03
variancia de ano; oZ,, € a variancia da interacdo gendtipo x ano; ¢? € a
variancia do erro entre parcelas; r € o numero de repeticdes e a 0 numero de

anos.

Selecédo de variaveis, modelos de predicado e validacao

Para a selecdo de variaveis uteis para explicar os modelos de predicéao
da produtividade de raizes, foram utilizados os seguintes modelos:
classification and regression trees (CART), artificial neural network (ANN),
support vector machines (SVM), extreme learning machine (ELM), generalized
linear model with stepwise feature selection (GLMSS) e partial least squares
(PLS). A selecdo de variaveis foi realizada utlizando como critério a
importdncia das varidveis (acuracia) dentro da estrutura dos modelos,
utilizando a funcdo varlmp do pacote caret do software R versdo 3.4.4 (R
CORE TEAM, 2018). A importancia das variaveis foi relativizada para 100% e
as variaveis com mais de 50% de importancia para explicar os modelos
preditivos foram selecionadas. Excecdo a este procedimento ocorreu nos
modelos GLMSS, ELM, ANN e SVM, na qual ndo é possivel inferir a
importancia das variaveis a partir da estrutura do préprio modelo. Deste modo,
foi utilizado uma abordagem do tipo filtro, para buscar um subconjunto de
variaveis capaz de minimizar o erro de predicao. A classificacdo das variaveis
foi realizada conforme a é&rea abaixo da curva ROC (receiver operating
characteristic). A regra trapezoidal foi usada para calcular a area sob a curva
ROC, que em seguida foi utilizada como medida de importancia da variavel.

No modelo PLS a importancia das variaveis foi baseada na relacéo entre
a matriz X (variaveis dependentes) e a matriz Y (composta por variaveis
independentes), permitindo analisar dados com desequilibrio entre o nimero
de variaveis e observagfes; com forte correlagdo e com elevados niveis de
ruido. Esta técnica de regressédo da origem a um conjunto de parametros que
contém informacdes sobre a estrutura e comportamento das matrizes X e Y. A
selecdo do numero de variaveis a serem mantidas no modelo é realizada com

base na avaliacdo de significAncia em termos preditivos de cada variavel, onde
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a inclusédo de variaveis no modelo é interrompida quando essas variaveis
deixam de ser significativas (WOLD et al., 2001; ANDERSEN & BRO, 2010).

Diferentemente de outros métodos, a analise CART uma técnica nao
paramétrica que ndo requer nenhuma pressuposicdo dos dados. O CART
envolve o particionamento recursivo binario, que divide o conjunto original de
dados e analisa as particbes com base na razdo de verossimilhanca (LR) do
qui-quadrado para testes de independéncia para cada possivel divisdo. O p-
valor para cada teste qui-quadrado representa a probabilidade de obter um
valor de qui-quadrado maior do que aquele encontrado pelo acaso. O critério
utilizado para selecionar as particbes leva em consideracdo a maximizacao da
significancia de cada variavel dividido, ao invés apenas da estatistica do teste.
Cada variavel candidata é classificada pela estatistica logworth (log negativo
dos p-valores ajustados para qui-quadrado) para identificar a diviséo ideal para
cada grupo de dados. Para variaveis continuas, as divisées sao construidas em
torno de um valor de corte que maximiza a separa¢ao dos grupos, tendo como
critério a soma dos quadrados das diferencas entre as médias dos dois grupos
(AFONSO ET AL., 2012).

Para determinar o grupo de variaveis que pudessem gerar o modelo de
predicdo mais acurado, as variaveis agronbmicas e fisiolégicas foram
analisadas considerando trés agrupamentos, para cada condicdo hidrica
(irrigado e sob déficit hidrico). Inicialmente, foi realizada a importancia das
variaveis dos seguintes grupamentos: Fisiol — todas as caracteristicas
fisiol6gicas; Fisiol+PPA — todos as caracteristicas fisiologicas, com adicdo da
produtividade de parte aérea; Fisio+Agro — todos as caracteristicas fisioldgicas
e agronbmicas. Em seguida foi realizada a selecdo das variaveis e mantido o
mesmo agrupamento das variaveis para fins de predicédo, sendo: Fisiol-Sel —
caracteristicas fisiolégicas mais importantes; Fisiol+PPA-Sel — caracteristicas
fisiolégicas mais importantes, com adicdo da produtividade de parte aérea e
Fisio+Agro-Sel — caracteristicas fisiologicas e agrondmicas mais importantes.
Esses seis agrupamentos foram analisados com o intuito de verificar aquele
gue mais contribui no melhor ajuste dos modelos de predigdo da produtividade

de raizes.
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Apés a determinagdo dos grupos de caracteristicas, os modelos foram
validados a partir dos dados de treinamento e utilizados para predizer a
produtividade de raizes no conjunto de validacdo. Foi realizada uma validacdo
cruzada (cross-validation — CV), com 3 repeticbes, 10-folds cada. Portanto,
90% das amostras foram usadas como populagéo de treinamento e 10% como
populacdo de validacdo, em cada fold. O desempenho dos modelos de
predicdo, para cada grupo de variaveis, foi avaliado com base na média dos
valores de root mean square error (RMSE) e do coeficiente de regressao (r?),
obtidos em cada particdo da CV.

O RMSE que é a medida da magnitude meédia dos erros estimados, foi
utilizado para analisar os erros das estimativas. O RMSE possui valor positivo e
quanto mais préximo de 0, maior serd a qualidade dos valores estimados. O
calcuo do RMSE foi realizado de acordo com a equagao:

2
RMSEleyzl(Ei — 0;) ,em que E; e 0; séo os valores estimados e observados,
n

respectivamente, e n € o numero de observacoes.

O r2 varia entre 0 e 1, e quanto mais préximo de 1, melhor serd o seu
poder de explicagdo. O r? é descrito como a relacdo que pondera a proporgao
da variacdo total da variavel dependente que é explicada pela variacdo da

variavel independente. E estimado considerando a equacéo: r? = Z?:Ll_y})z
S i)

em que: Y ,(9; —y)* corresponde a variagdo explicada, e Y ,(y; —y)?
corresponde a variacdo nao explicada pelos modelos. Todas as analises de
predicdo foram realizadas utilizando-se o pacote caret do software R versdo

3.4.4 (R CORE TEAM, 2018).
RESULTADOS

Componentes de variancia e herdabilidade

De modo geral, a herdabilidade (h?) no experimento irrigado variou de
baixa (0,20 para IRF e AP) a alta (0,71 para PTR), enquanto no experimento de
sequeiro a h? foi ainda menor sendo de magnitude baixa (0,20 para NF-10) a

mediana (0,52 para IRC-7) (Tabela 1). Além disso, a maioria das
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caracteristicas avaliadas foram significativas pelo teste qui-square, com
excecdo das caracteristicas fisiologicas TF e DTFA avaliados aos 9 e 10
meses, IRC-4 e Fv/Fm, para o experimento irrigado. Ja para o experimento de
sequeiro, todas as caracteristicas agrondémicas foram significativas pelo teste
qui-square. Entretanto, para as caracteristicas fisiologicas os genotipos de
mandioca apresentaram diferencas significativas apenas para IRF e IRC

avaliado aos 7 e 11 meses.

Tabela 1- Componentes de variancia e herdabilidade no sentido amplo obtidos
pela analise de variancia individual e conjunta entre os anos 2013 e 2014 para

cada condicado hidrica para diversas caracteristicas fisioldgicas e agronémicas.

Caracteristicas” / Experimento Irrigado Experimento Sequeiro
Componentes o} 02 o2 h? o 0%xa o? h?
TF-4/ DTFA-4 1,58* - 2,44 0,39 0,01™ - 6,42
TF-6 / DTFA-6 1,39* - 3,94 0,26 0,66™ - 4,24
TF-9/DTFA-9 0,41"™ - 2,74 0,01™ - 4,47
TF-10/ DTFA-10 0,01™ - 4,72 0,53™ - 3,91
AACP.1AF 1506,63** - 2111,51 0,42 4,28™ - 406,68

IRF 29,55** - 116,38 0,20 6,58** - 20,30 0,24
IRC-4 3,01™ - 34,62 8,50™ - 47,66
IRC-7 17,83** - 12,37 0,59 17,06** - 15,48 0,52
IRC-11 13,34** - 13,18 0,50 8,41** - 22,47 0,27
Fv/Fm 0,01 "™ - 0,01 0,01 "™ - 0,01

DC-4 0,12** - 0,14 0,46 0,06** - 0,21 0,22
DC-7 0,13** - 0,16 0,44 0,07** - 0,20 0,26
DC-11 0,15** - 0,14 0,53 0,08** - 0,19 0,30
AACP.DC 625,25** - 443,80 0,58 730,36** - 882,06 0,45
AP 0,06** - 0,07 0,45 0,04** - 0,05 0,47
AACP.AP 2075,24** - 1815,01 0,53 1357,97** - 1874,24 0,42
AACP.TCR.AP 0,01** - 0,04 0,23 0,01* - 0,03 0,24
NF-8 4504,20** - 2438,88 0,65 180,72* - 687,48 0,21
NF-10 3153,16** - 3447,99 0,48 63,27* - 261,00 0,20
NRP 1,36* 0,51* 1,96 0,52 0,47*  0,46** 2,10 0,33
PPA 36,88* 18,31* 46,19 0,20 3,24**  8,78** 15,67 0,32
DMC 3,49* 0,05™ 6,93 0,62 5,50* 9,70™ 7,15 0,44

PTR 94,99*  55,87* 33,38 0,71 3,94**  8,65** 13,10 0,34
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* e ** significativos a 5 e 1% de probabilidade e ns ndo significativo pelo teste qui-square; a2 —
variancia genotipica; ¢2- variancia do erro; h? - herdabilidade no sentido amplo; ¢Z,, — variancia da
interac&o genétipo x ano; @ TF — Temperatura foliar; DTFA — Diferenca entre a temperatura foliar e
do ambiente; IAF — indice de éarea foliar; IRF — indice de retencéo foliar; IRC — Indice relativo de
clorofila; Fv/Fm — Eficiéncia quantica potencial dos fotossistemas Il; DC — Didmetro do caule; AP —
Altura da planta; NF — Namero de folhas; NRP — NUmero de raizes por planta; PPA — Produtividade
de parte aérea; DMC — Teor de matéria seca; PTR — Produtividade total de raizes; TRC — taxa de
crescimento relativo; AACP — Area abaixo da curva de progress&o; e os ndmeros representam o0s
meses de avaliacao.

Importancia e selecdo de variaveis

Para os dados Fisiol (todas as caracteristicas fisiol6gicas), nove das 14
caracteristicas fisiolégicas avaliadas para a condicdo irrigada foram
selecionados por apresentarem importancia relativa superior a 50% (AACP.IAF;
IRC.4; IRC.7; DTFA.6; TF.6; IRC.11; TF.9; IRF e DTFA.4), considerando 0s
métodos de classificacdo CART, PLS e Curva ROC. Dentre elas, a variavel
AACP.IAF foi a mais importante (100% de importancia) entre todos os métodos
de classificacdo, com excecdo do método CART que considerou o IRC.7
(100% de importancia) como a variavel mais importante (Figura 1a). Na
condicao sob déficit hidrico, apenas quatro varidveis foram selecionadas, com
valor de importancia superior a 50% (AACP.IAF; TF.4; DTFA.4; IRC.7). Porém,
assim como na condicdo irrigada, a caracteristica AACP.IAF foi considerada
como mais importante, diferindo apenas no método CART, que considerou a
variavel TF.4 como a mais importante (Figura 2a).

Para os dados Fisiol+PPA foram avaliadas 14 caracteristicas fisiolégicas
além da produtividade da parte aérea (PPA), sendo 10 delas selecionadas com
mais de 50% de importancia relativa (PPA; AACP.IAF; IRC.4; IRC.7; DTFA.6;
TF.6; IRC.11; TF.9; DTFA.9 e IRF) para a condicao irrigada, nos métodos de
classificacdo CART, PLS e Curva ROC. A caracteristica PPA foi considerada
como a mais importante, nos métodos de classificacao utilizados, a excecao de
PLS, que considerou AACP.IAF (Figura 1b). Nos experimentos com déficit
hidrico foram selecionadas cinco caracteristicas (AACP.IAF; PPA; TF.4;
DTFA.4 e IRC.7) com importéancia superior a 50%. A variavel AACP.IAF foi tida
como a mais importante por todos os métodos de regresséao utilizados (Figura
2b).

Para os dados Fisio+Agro, das 20 caracteristicas fisiologicas e
agrondmicas avaliadas na condi¢éo irrigada, apenas 2 foram selecionados com

acuracia superior a 50% (NRP e PPA), a caracteristica NRP foi considerada
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como mais importante para todos os métodos de regressdo, com 100% de
importancia relativa para todos os métodos (Figura 1c). Na condicdo nao
irrigada, 4 caracteristicas foram selecionadas com acuracia superior a 50%
(NRP; AACP.IAF; NF.8 e PPA), dentre essas caracteristicas, a NRP foi a mais
importante para todos os modelos avaliados (100% de importancia relativa)

(Figura 2c).
a) CurvaROC CART PLS
| | | | | | | | | | | | | | |
AACPIAF |F—e RCT | ————— AACPIAF |F—
IRC4 |[—* DTFAG | —* IRCT |——*
RCT |[———— TF6 | ————= IRC11 | ——=
DTFAG |[—= DTFA4 | F——= DTFAS [[—*
TF6 |[—* IRF | —= TF9 [[—
RCN | —* AACPIAF | —* IRF [[—*
TF9 [[—* DTFAS | —* DTFAG | —*
DTFAS |[—* TF9 | —* TF6 | [—*
IRF | [—* IRCA1 | —* DTFA4 | —*
TF4 | [—* TF4 | —* TF4 | [—*
DTFA4 | — DTFA. 10 IRC4 | —*
TFAQ | [—= Fv.Fm DTFAAD | —*
DTFA1D | [+ TF.10 TF.10 |
Fv.Fm IRC.4 Fv.Fm
T T T T T T T T T T T T T T T
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b) CurvaROC CART PLS
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
PPA [F——— PPA [F—— AACPIAF [F————+
AACPIAF |F—e RCT | ——* PPA | —————=
RC4 |[—— DTFAG | ————— RCT |[———=
RCT [[—* TF6 | — DTFAS | —*
DTFAG |—* RF | —* TF9 [—
Tl E— AACPIAF | —* RCA1 | —*
RCA1 | ———= DTFAY | ——= IRF | ——=
Tl s TF9 | — DTFAG | —=
DTFAY | ——= IRCA1 | —= TF6 | —
IRF | —* TF4 | —* DTFA 10 |[—*
TF4 [—* DTFA4 | —* DTFA4 | [—*
DTFA4 | —* DTFA.10 TF4 [—*
TF10 | ——= Fv.Fm IRC4 | —=
DTFA1D | [+ TF.10 TF.10 | p
Fv.Fm IRC.4 Fv.Fm
T T T T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Importance Importance Importance
c) CurvaROC CART PLS
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
NRP [——— NRP |—— MNRP [F————————
DC4 |[—* PPA |— IRC11 |[—*
AACPDC |—= IRF | —= AACP JAF | —=
NF§ |—= DTFAG |—= AACP TCRAP |[—=
AACPAP |—* TF6 |—* DCA1 |—*
PPA |—= DC4 |—= AACP AP |—=
NFAD |[—* DCT7 (—* AACPDC |—*
DCT |—* AACP IAF | —* DC4 |[—*
AACPIAF [—* NF.10 IRC.7 | |—*
AACPTCRAP |—* Fv.Fm DCT |
DCA1 ||—= DTFA.10 MNF8 [—*
IRC4 [F—= TF 4 MFA10 |—=
IRC7 |—* TF.10 IRF [ —*
DTFAG |—=* NF.8 DTFAS | =
TF6 |[[—* DTFA.9 TF9 |—*
AP | IRC.11 AP |+
IRCA1 |[—* DC.1 DMC |+
TF9 [ DTFA 4 PPA | [
DTFAS (—* AACP.DC DTFAG |
IRF |—* AACP TCR AP TF6 |[*
DMC | —* IRC 4 TF.10 (*
TF4 [ IRC7 IRC4 |
DTFA4 | AP DTFA 10 |
TF10 |[* DMC FvFm |
DTFA 10 |p AACP AP DTFA4 |1
Fv.Fm TF.9 TF 4
T T T T T T T T T T T T T T T
0 2040 60 80100 0 20 40 60 80100 0 20 40 60 80100

Importance Importance Importance



44

Figura 1. Importancia das variaveis fisioldgicas e agronémicas para a condi¢ao
irrigada pelos métodos curva de ROC (Receiver Operating Characteristics),
CART (Classification and Regression Trees) e PLS (Partial Least Squares); a)
todas as caracteristicas fisioldgicas; b) todas as caracteristicas fisiologicas,
com adicdo da produtividade de parte aérea; e c) todas as caracteristicas

fisiolégicas e agrondmicas.

a) CurvaROC CART PLS
| | | | | 1 | | | 1 | | | | |
AACPIAF | —————————— TF4 | — AACPIAF | ——————————
RF | —* DTFA4 | ——— TF4 | ———*
TF4 | —* AACPIAF | — DTFA4 | —=
TF6 | —= RCT | ——= IRCT | ——=
TF9 | —* TF6|—= TF6 |[—
DTFA4 | —* IRC4 | —* DTFAG [ —*
TFAQ | —* IRF | —* TF.9 (—*
IRCT | —* IRC.11 DTFA10 | —*
DTFAS | * TF.9 TFAQ | —*
IRCA1 | * Fv.Fm IRF [ *
DTFA10 | DTFA.10 DTFA S | =
IRC4 | DTFA. 9 IRC 4 | *
Fv.Fm |4 DTFAG Fv.Fm | #
DTFA.6 TF.10 IRC.11
T T T T T T T T T T T T T T T
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Figura 2. Importancia das variaveis fisiol6gicas e agronémicas para a condi¢ao
nao irrigada pelos métodos curva de ROC (Receiver Operating Characteristics),
CART (Classification and Regression Trees) e PLS (Partial Least Squares); a)
todas as caracteristicas fisioldgicas; b) todas as caracteristicas fisiologicas,
com adicdo da produtividade de parte aérea; e c) todas as caracteristicas
fisiolégicas e agrondmicas.

As variaveis selecionadas para cada condicdo hidrica foram utilizadas
para compor o Fisiol-Sel (apenas caracteristicas fisioldgicas), Fisiol+PPA-Sel
(caracteristicas fisiolégicas + PPA), Fisio+Agro-Sel (todas as caracteristicas

fisiolégicas e agrondmicas) (Material suplementar, Figuras S1 e S2).

Comparacéo entre os modelos de predicdo para produtividade de raizes

A predicdo da PTR em experimentos irrigados, com base apenas nos
dados fisioldgicos foi de baixa magnitude, com variacdo de r2 entre 0,31 e 0,41
e RMSE entre 0,86 e 1,07. A inclusdo da caracteristica PPA aumentou o r2
para a maioria dos modelos de predicdo, a excecdo do ANN e CART, porém a
qualidade da predicédo ainda foi bastante baixa (2 entre 0,33 e 0,46 e RMSE
entre 0,82 e 1,04). Esta mesma tendéncia ocorreu ao se incluir as outras
caracteristicas agronémicas (altura da planta, area abaixo da curva de
progressao do crescimento das plantas, nimero de raizes por planta, teor de
matéria seca da raiz) na andlise conjunta com os dados fisiol6gicos. Neste
caso, 0 r? aumentou bastante (variagdo de 0,5 a 0,72), enquanto o RMSE
reduziu (variacdo de 0,62 a 0,80). Portanto, a inclusdo de parametros
agrondmicos de crescimento e de componentes de producdo foram de
fundamental importéncia para melhorar a capacidade preditiva dos modelos
(Figura 3).

Ainda nos experimentos irrigados, verificou-se que a implementagéao dos
modelos de predicdo apenas nas variaveis selecionadas de maior importancia
ndo resultou em aumento significativo do r? quando se utilizou apenas as
caracteristicas fisioldgicas (Fisiol-Sel) ou caracteristicas fisiologicas além da
PPA (Fisiol+PPA-Sel) (Figura 3). No entanto, quando todas as caracteristicas

selecionadas foram analisadas de forma conjunta (Fisio+Agro-Sel), houve um
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aumento importante do 2 para a maioria dos modelos. Isso foi confirmado pela
menor variacao entre os valores observados e preditos para produtividade total
de raiz e maior inclinacdo da reta de regressao (Figura 4). Excecéo ocorreu
com o modelo SVM, cujo r? reduziu no modelo completo de 0,72 para 0,52 no
modelo apenas com as variaveis selecionadas. Isto possivelmente ocorreu
porque alguma varidvel resposta importante para este modelo deve ter sido
descartada. Além disso, uma observagcdo importante é que de modo geral o

RMSE dos modelos que selecionaram as variaveis explicativas mais

importantes, foi menor do que os modelos completos.
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Figura 3. Comparacdo dos métodos de predicdo ANN (Artificial Neural

Network); GLMSS (Generalized Linear Model with Stepwise Feature Selection);



CART (Classification and Regression Trees);
Machine); PLS (Partial Least Squares) e SVM (Support Vector Machines), para

predicdo da produtividade de raizes de mandioca, utilizando variaveis

fisiolégicas e agrondbmicas em experimento irrigado.
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Figura 4. Regressao entre os valores observados e preditos obtidos nos
esquemas de validacdo cruzada para produtividade de raizes em experimento
irrigado, utilizando variaveis fisiologicas e agrondmicas com base nos modelos
de predicdo ANN (Artificial Neural Network), GLMSS (Generalized Linear Model
with Stepwise Feature Selection), CART (Classification and Regression Trees),
ELM (Extreme Learning Machine), PLS (Partial Least Squares) e SVM (Support
Vector Machines).

De forma similar aos experimentos com irrigagcdo, a inclusédo da
caracteristica PPA nos experimentos submetidos ao déficit hidrico ndo resultou
em aumento significativo do r? para a maioria dos modelos, a exce¢do do
CART (r? de 0,21 e 0,32, nos dados Fisiol e Fisiol+PPA, respectivamente)
(Figura 5). Em contrapartida, a inclusdo dos dados agrondmicos aumentou o 7?2
em todos os modelos de predicdo (variacdo de 0,35 a 0,45) e reduziu o RMSE
(2 excecdo do modelo ANN). Quando se aplicou os modelos de predicao
apenas nas caracteristicas fisiolégicas selecionadas, verificou-se um ligeiro
aumento do 2 e reducdo no RMSE, em comparacdo com o modelo com todas
as caracteristicas fisiol6gicas. Esta mesma tendéncia ocorreu quando se
adicionou a caracteristica PPA e se analisou todas as caracteristicas
fisiolégicas e agrondmicas simultaneamente (Figura 5). Neste caso, 0s
modelos SVM, PLS e GLMSS apresentaram melhor acuracia utilizando as
variaveis do grupo Fisio+Agro-Sel, além de apresentar um melhor ajuste entre
os valores observados e preditos para produtividade de raiz em relagcéo a reta
de regresséao (Figuras 5 e 6).

Em termos comparativos, ficou evidente que o estabelecimento de
modelos de predicdo apenas com base nas varidveis de maior importancia
pode resultar em melhoria da capacidade preditiva (menor RMSE e maior 72).
Em termos médios, o aumento do r? foi de 11 e 24% nos experimentos
irrigados e com déficit hidrico, respectivamente. Outro aspecto importante €
que a capacidade preditiva (r2?) da PTR em mandioca variou de 0,52 a 0,77 nos
experimentos irrigados e com selecdo de varidveis, enquanto que nos

experimentos com deéficit hidrico a variacao foi de 0,41 a 0,58 (Figuras 3 e 5).
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Isto indica que, na média geral, a predi¢cdo dos experimentos irrigados foi 33%
maior em comparacao com os de déficit hidrico.

De modo geral, foi possivel identificar modelos bastante promissores
para predicdo da PTR em mandioca nas duas condi¢des hidricas avaliadas. De
todos os modelos avaliados o PLS foi o que apresentou maior 2> e menor

RMSE, independentemente da selecdo de variaveis e da condicdo hidrica

sendo o0 modelo de predicdo mais estavel.
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Figura 5. Comparacdo dos métodos de predicdo ANN (Artificial Neural
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Learning Machine); PLS (Partial Least Squares) e SVM (Support Vector
Machines), para predigdo da produtividade de raizes de mandioca, utilizando
variaveis fisioldgicas e agrondémicas em experimento submetido ao déficit

hidrico.
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Figura 6. Regressao entre os valores observados e preditos obtidos nos
esquemas de validacdo cruzada para produtividade de raizes em experimento
de sequeiro, utilizando variaveis fisiolégicas e agrondmicas com base nos
modelos de predicdo ANN (Artificial Neural Network), GLMSS (Generalized
Linear Model with Stepwise Feature Selection), CART (Classification and
Regression Trees), ELM (Extreme Learning Machine), PLS (Partial Least
Squares) e SVM (Support Vector Machines).
DISCUSSAO

Componentes de variancia e herdabilidade para analise da tolerancia a
seca na mandioca

Com excecdo de algumas caracteristicas fisioldgicas, os valores da h?
na condicao de irrigada foram de média a alta, porém na condi¢cdo de sequeiro
houve uma redugdo na h? para a maioria das caracteristicas avaliadas. O
decréscimo observado nas estimativas de h? é frequentemente associado as
condicBes severas de estresse hidrico ao qual o experimento foi submetido,
bem como ao material genético utilizado nos experimentos que foi composto
por variedades tolerantes e suscetiveis ao déficit hidrico (FARFAN et al., 2015;
OLIVEIRA et al.,, 2017). Os resultados observados no presente estudo
corroboram os relatos de outros autores que avaliaram experimentos
considerando condicdes irrigadas e de sequeiro, na qual as estimativas de h?
foram menores para caracteristicas avaliadas em condi¢cdes de déficit em
culturas como feijao comum (HINKOSSA et al., 2013), batata (CABELLO et al.,
2014) e milho (BEYENE et al., 2015), bem como em mandioca (OLIVEIRA et
al., 2015).

Selecao de variaveis para estabelecer um modelo de predicdo acurado
Um modelo de predicdo acurado da produtividade de raizes em
condicdes de déficit hidrico, com base em caracteristicas fisiologicas,
proporcionaria uma economia de tempo e recursos com a fenotipagem, tendo
em vista que as principais avaliagdes agronémicas sdo realizadas no final do
ciclo da cultura, o que torna o processo de selecdo muito lento e dispendioso

(OKOGBENIN et al., 2013). Todavia, a tolerédncia ao estresse hidrico em
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mandioca tem sido explicada pela existéncia combinada de mecanismos
fisiolégicos para evitar/tolerar a desidratacdo (OKOGBENIN et al., 2013), além
da manutencdo da capacidade fotossintética das folhas em ambientes com
déficit hidrico prolongado (EL-SHARKAWY, 2007).

Apesar dos relatos das associacbes prévias entre caracteristicas
agron6micas versus tolerancia ao déficit hidrico em mandioca, os resultados
deste estudo demonstram que o uso de variaveis fisiologicas isoladamente ndo
foi eficiente para predizer a produtividade de raizes em mandioca. A auséncia
de correlacdo entre produtividade de raizes e algumas caracteristicas
fisioloégicas avaliadas ap6s a inducdo do déficit hidrico, a exemplo da taxa
relativa de expanséo foliar, indice relativo de clorofilas e a eficiéncia quantica
potencial dos fotossistemas Il (Fv/Fm), conforme previamente relatado por
Aidar et al. (2015), pode explicar o fato destas caracteristicas em conjunto
serem pobres preditoras da produtividade em mandioca. Em trigo, Lopes et al.,
(2012) também observaram que o teor de clorofila dentre os diferentes
ambientes avaliados, raramente apresentou alguma contribuicdo significativa
para explicar a produtividade de graos.

Adicionalmente, a analise de caracteristicas fisiologicas e agronémicas
de forma conjunta, resultou em aumento de 76% e 47% no valor médio do 7?2
nos ensaios irrigados e sob déficit, respectivamente quando caracteristicas
agrondmicas avaliadas no final de ciclo como: altura da planta; Area abaixo da
curva de progressao do crescimento das plantas; niumero de raizes por planta;
teor de matéria seca da raiz e produtividade da parte aérea, foram incluidas no
modelo juntamente com as caracteristicas agrondmicas. Este aumento foi
ainda maior (106%) quando se procedeu a predicdo apenas com base nas
caracteristicas mais importantes para explicar a produtividade de raizes no
experimento irrigado. Quando se realizou a selecdo de caracteristicas nos
experimentos com déficit hidrico para todas as variaveis, o aumento do r? em
relacdo apenas ao uso de caracteristicas agronomicas foi semelhante ao
modelo sem selecdo de variaveis (45%). Por outro lado, mesmo possuindo
elevada correlacdo com a produtividade de raizes (AIDAR et al.,, 2015;
TUMUHIMBISE et al.,, 2015; SILVA et al.,, 2016), a inclusdo apenas da
produtividade da parte aérea na predicdo conjunta com as caracteristicas
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agronémicas, de modo geral, ndo resultou em aumentos expressivos no r2 e
na reducdo do RSME.

O uso de caracteristicas agronémicas e fisiol6gicas conjuntamente, tem
sido uma alternativa eficiente para predizer a produtividade de grédos sob
estresse hidrico, em diferentes culturas como o arroz; a cevada e trigo (ALLAH
et al., 2010; VAEZI et al., 2010; LOPES et al., 2012; MOHAMMADI et al.,
2013). Em trigo, caracteristicas agronémicas e fisiolégicas explicaram cerca de
27% da variacdo para produtividade em condicdes de déficit hidrico (LOPES et
al., 2012).

A selecdo direta para produtividade em ambientes sob estresse é
dificultada devido a grande variacdo climatica e da interagcdo genoétipo x
ambiente, que resulta em baixa herdabilidade para muitas caracteristicas
produtivas. Por outro lado, um conjunto de caracteristicas fisiolégicas e
agrondmicas mais estritamente correlacionadas com maior eficiéncia no uso da
agua e alta produtividade em ambientes sob déficit hidrico apresentam grande
potencial para serem utilizadas na selecdo de genoétipos em condi¢cdes de
estresse hidrico (RICHARDS et al., 2002; RICHARDS, 2006).

Possivelmente, a andlise conjunta de caracteristicas fisiologicas e
agronémicas foi mais eficiente para a predicdo da produtividade de raizes,
devido a integracdo da base fisiolégica da tolerédncia a seca com componentes
agrondmicos mais diretamente associados a parametros produtivos
(OKOGBENIN et al.,, 2013). Ap6s a selecdo das variaveis fisiologicas e
agronébmicas mais importantes pelos métodos de classificacdo e regressao, o
namero de raizes por planta e a produtividade de parte aérea (Fisio+Agro-Sel)
apresentaram maior importancia para a predicdo da produtividade, em
ambiente irrigado. De fato, o numero de raizes por planta possui alta
herdabilidade e correlacdo com a produtividade de raizes de mandioca, em
ambientes normais de irrigacdo (AVIJALA et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2015).
No entanto, para a condicdo sob déficit hidrico, além destas duas
caracteristicas, AACP.IAF e NF.8 também foram consideradas importantes e
assim inseridas no grupo Fisio+Agro-Sel.

Em ambientes com restricdo hidrica, os modelos de predicdo devem

considerar o indice de area foliar e caracteristicas que indicam a capacidade de
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biomassa dos gendtipos, como produtividade da parte aérea, numero de folhas,
e numero total de raizes. Estudos vem demonstrando que caracteristicas
relacionadas a biomassa da parte aérea e da raiz, diametro de raiz e densidade
de ramificacdo, apresentam potencial para serem usados como preditores da
eficiéncia no uso da agua e de nutrientes no campo, para realizar a selecdo de
genaotipos de mandioca precocemente, durante o estagio de crescimento juvenil
(ADU et al., 2018). No entanto, estudos adicionais serdo necessarios para
relacionar as caracteristicas da raiz de mandioca em estagio juvenil com o
desempenho de plantas adultas cultivadas em campo com relacdo a tolerancia
seca, eficiéncia do uso de nutrientes e produtividade. Para condicdes
favoraveis de cultivo, nossos resultados indicam que o0 uso apenas de variaveis
agronbmicas é capaz de resultar em adequada predicao da produtividade de

raizes.

Desempenho dos modelos de classificacéo e predi¢cdo para produtividade
de raizes

Os métodos de classificacdo PLS, CART e curva ROC foram eficientes
em determinar conjuntamente, o grupo de variaveis com maior importancia
para os modelos de predicdo, a partir das caracteristicas fisiolégicas e
agronémicas. De modo geral esta selecdo prévia das caracteristicas de maior
peso, resulta em reducdo no tempo necessario para a analise dos dados, por
simplificar os modelos, além de apresentar um efeito pratico de extrema
importancia que € a priorizacdo de variaveis a serem coletadas no campo,
sobretudo visando reduzir os custos da fenotipagem.

Os modelos CART, ANN, SVM, GLMSS e PLS, com exceg¢éao do ELM,
tém sido frequentemente utilizados na predi¢cdo agricola (PARK et al., 2005;
MUCHERINO et al., 2009; RUR, 2009; WEBER et al., 2012; MEHMOOD et al.,
2012). Determinar qual modelo de predicdo possibilita mais capacidade
preditiva na selecdo de genoétipos mais produtivos sob déficit hidrico, € de
suma importancia para programas de melhoramento genético visando maior
tolerancia a seca em mandioca. Dentre os modelos avaliados, os que
apresentaram maior capacidade preditiva (r? > 0,75), melhor ajuste dos entre

os valores observados e preditos a reta de regressdo e menor variacao foram o
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GLMSS, ELM e PLS, para o Fisio+Agro-Sel (variaveis fisiolégicas e
agrondmicas selecionadas) na condicao irrigada (Figura 4). Além disso, o0s
valores do RMSE foram baixo (entre 0,49 e 0,51) nestes modelos, indicando
menores desvios dos dados experimentais para a predi¢cao da produtividade de
raizes. JA4 nos experimentos sob déficit hidrico para o mesmo conjunto de
dados (Fisio+Agro-Sel), os modelos ELM, PLS, GLMSS e SVM apresentaram a
maior capacidade preditiva (r? > 0,56), embora com magnitudes intermediarias
em relagdo aos experimentos irrigados. Provavelmente o0s valores
intermediarios de 2 em condicdo de déficit hidrico sdo devidos principalmente,
a grande variacao climéatica em ambientes submetidos a estresses abiéticos.
Os resultados do presente trabalho corroboram os relatos de RUR
(2009), na qual demonstrou que o modelo SVM foi mais acurado em relagéo
aos modelos ANN e CART, sendo recomendado para fins de predicao agricola.
Por outro lado, o modelo ELM vem sendo bastante utilizado em pesquisas
relacionadas a hidrologia e climatologia, para a predicdo de dados de
evapotranspiracdo (ABDULLAH et al.,, 2015; YIN et al., 2017), temperatura
diaria do ponto de condensacdo (MOHAMMADI et al., 2015), e predicdo do
indice de seca (DEO & SAHIN, 2015). Esse modelo apresenta a vantagem de
ser simples em sua aplicacdo, com alta velocidade de analise e possuir uma
boa capacidade de generalizacdo (ABDULLAH et al., 2015), além de ser,
geralmente mais eficiente quando comparado a outros modelos, como o0 ANN e
SVM (OLATUNJI et al., 2014; MOHAMMADI et al., 2015; DEO & SAHIN, 2015).
Adicionalmente o modelo PLS foi bastante interessante como um dos
modelos de maior estabilidade da capacidade preditiva, independente do
regime hidrico. De fato, o PLS tem amplos usos em diversas culturas, como
arroz, soja, trigo, milho e cevada com a finalidade de predicdo do rendimento
agricola (HANSEN et al.,, 2002; LIN et al., 2012; WEBER et al.,, 2012;
CHRISTENSON et al.,, 2016). Em um estudo similar com cultura do milho,
considerando condi¢Bes de déficit hidrico e irrigada, o0 modelo PLS foi eficaz
em predizer a produtividade de grdaos e em explicar a variabilidade entre
ambientes com diferentes condi¢des hidricas (WEBER et al., 2012). Apesar do
modelo ANN ter um bom desempenho em outros estudos, mostrando-se

superior a modelos com base em regressao linear multipla para predicdo da
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produtividade em diversas espécies (KAUL et al., 2005; Jl et al., 2007), seu uso
na predicdo da produtividade de raizes de mandioca, juntamente com o modelo
CART, apresentou menor capacidade preditiva em relagdo aos outros modelos.
Nossos resultados indicam que os modelos ELM, PLS, GLMSS, foram
portanto, os mais promissores para predicdo da produtividade de raizes de

mandioca.

Perspectivas para o melhoramento de mandioca

Em um programa de melhoramento genético para a selecdo de
gendtipos sob condicbes de estresse, € essencial estabelecer protocolos de
fenotipagem baseados em caracteristicas geneticamente associadas a
produtividade sob estresse, que possuam alta herdabilidade, facilidade e
agilidade de mensuracdo no campo, e ainda possuam estabilidade ao longo
dos periodos de avaliacdo. A selecdo de variaveis mais informativas possibilita
a obtencdo de uma economia de tempo e recursos com a fenotipagem de um
namero reduzido de caracteristicas capazes de predizer a produtividade de
raizes com maior eficiéncia. Assim, o presente estudo buscou selecionar
caracteristicas fisiolégicas e agrondmicas mais estritamente relacionadas a
produtividade de raizes em diferentes genétipos de mandioca. Portanto, as
caracteristicas fisiolégicas mais importantes para a predicdo do potencial
produtivo dos gendtipos de mandioca avaliados foram Area abaixo da curva de
progressdo da expansdo das folhas com base no indice de area foliar
(AACP.IAF) e Numero de folhas mensurado no oitavo més (NF.8); enquanto
gue as caracteristicas agronémicas mais importantes foram Numero de raizes
por planta (NRP) e Produtividade da parte aérea (PPA).

A capacidade de predicao da produtividade tanto em condi¢des irrigadas
quanto sob estresse hidrico, pode ser utilizada para selecionar genotipos
superiores para futuros cruzamentos, aumentando assim o ganho de selecéo
por unidade de tempo. Portanto, os modelos GLMSS; PLS e ELM se
mostraram promissores como técnicas preditivas acurada e com potencial para

predicdo da produtividade de raizes em gendtipos de mandioca. No entanto, os
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resultados obtidos no presente estudo baseiam-se em um local e periodo
especifico (2012/13 e 2013/14), devendo ser complementado com outros
estudos considerando varios locais e anos de avaliacdo, a fim de avaliar a

robustez e a estabilidade do poder preditivo dos modelos aqui estabelecidos.

CONCLUSAO

Embora as variaveis fisiolégicas sejam importantes indicadores da
tolerdncia a seca na mandioca, quando avaliadas isoladamente, ndo foram
suficientes para predizer a produtividade de raizes na cultura, sendo
necessaria a inclusdo de dados agronémicos obtidos em periodos tardios de
avaliacdo dos experimentos, para o estabelecimento de modelos de predicdo
mais acurados.

As caracteristicas produtividade da parte aérea, numero de raizes,
namero de folhas e indice de area foliar apresentaram alta importancia nos
ambientes de sequeiro, enquanto que em ambientes irrigados apenas as duas
primeiras tiveram maior importancia relativa. Dentre as diferentes
caracteristicas analisadas nos modelos de predicdo avaliados, os modelos
ELM, PLS e GLMSS, apresentaram maior potencial para predicdo da
produtividade na cultura da mandioca. Apesar de nao ter sido possivel treinar
0s modelos apenas com caracteristicas fisiolégicas ou agrondmicas avaliadas
precocemente, os resultados apresentados contribuem para a selecdo de
genaotipos com melhor desempenho no rendimento de raizes, tanto na condicéo
irrigada quanto em condicdo ndo irrigada, com economia de tempo na

fenotipagem dos dados de campo.
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Tabela S1 - 49 acessos de mandioca avaliados sob condi¢cdo irrigada e ndo irrigada.

Genébtipos Tipo Reacdo* Razao de selecao Origem Pais/Estado
9624-09 Melhorado D Alta retencéo de folhas Brasil/Bahia
BGM-0089 Variedade Local D Alta retencéo de folhas Colémbia/Valle
BGM-0096 Variedade Local D Colecao Semiarido Brasil/-
BGM-0116 Variedade Local T Colecao Semiarido Brasil/Bahia
BGM-0163 Variedade Local D Colecao Semiarido Brasil/Bahia
BGM-0279  Variedade Local D Alta retencéo de folhas Brasil/Bahia
BGM-0331 Melhorado D Alta retencéo de folhas Colémbia/Valle
BGM-0360 Melhorado D Alta retencéo de folhas Colémbia/Valle
BGM-0541  Variedade Local D Alta retencéo de folhas Brasil/Bahia
BGM-0598 Variedade Local T Alta retencdo de folhas Brasil/Rio Grande do Sul
BGM-0785 Variedade Local D Alta retencédo de folhas Brasil/Bahia
BGM-0815 Variedade Local D Colegdo Semiérido Brasil/Alagoas
BGM-0818 Variedade Local D Colegdo Semiérido Brasil/ Sergipe
BGM-0856 Variedade Local D Colegdo Semiérido Brasil/Sergipe
BGM-0876 Variedade Local S Alta retencédo de folhas Brasil/Para
BGM-0908 Variedade Local S Alta retencédo de folhas Colébmbia/Valle
BGM-1171  Variedade Local D Alta retencdo de folhas Brasil/Para
BGM-1195 Variedade Local D Alta retencdo de folhas Brasil/ -
BGM-1482  Variedade Local D Colecao Semiarido Brasil/Bahia
BGM-2020 Variedade Local D Alta retencdo de folhas Brasil/Bahia
Branquinha  Variedade Local D Variedade produtiva Brasil/Pernambuco
BRS A. Burro Melhorado T Tolerante a seca Brasil/Piaui
BRS Dourada Melhorado D Variedade produtiva Brasil/Bahia
BRS Formosa Melhorado T Tolerante a seca Brasil/Bahia
BRS G. Ovo Melhorado T Tolerante a seca Brasil/Amazonas
BRS Kiriris Melhorado T Tolerante a seca Brasil/Bahia
Cacau Variedade Local S Alta retencdo de folhas Brasil/Pernambuco
Cachimbo  Variedade Local S Alta retencdo de folhas Brasil/Pernambuco
Do Céu Variedade Local T Tolerante a seca Brasil/Pernambuco
E. Ladréo Variedade Local T Tolerante a seca Brasil/Piaui
Eucalipto Variedade Local D Alta retencéo de folhas Brasil/Parana
GCP-001 Melhorado T Tolerante a seca Colémbia/Valle
GCP-009 Melhorado T Tolerante a seca Coldbmbia/Valle
GCP-014 Melhorado T Tolerante a seca Coldmbia/Valle
GCP-020 Melhorado T Tolerante a seca Colémbia/Valle
GCP-025 Melhorado T Tolerante a seca Colémbia/Valle
GCP-043 Melhorado T Tolerante a seca Colémbia/Valle
GCP-046 Melhorado T Tolerante a seca Colémbia/Valle
GCP-095 Melhorado T Tolerante a seca Colémbia/Valle
GCP-128 Melhorado T Tolerante a seca Colémbia/Valle
GCP-179 Melhorado T Tolerante a seca Colémbia/Valle
GCP-190 Melhorado T Tolerante a seca Colémbia/Valle
GCP-194 Melhorado T Tolerante a seca Coldbmbia/Valle
GCP-227 Melhorado T Tolerante a seca Coldbmbia/Valle
GCP-374 Melhorado T Tolerante a seca Coldbmbia/Valle
Mani Branca Melhorado D Alta retencédo de folhas Brasil/Parana
NG-310 Melhorado D Alta retencdo de folhas  Brasil/Distrito Federal
Paulo Rosa Variedade Local S Alta retencdo de folhas Brasil/Bahia
Sacai Variedade Local T Tolerante a seca Brasil/Bahia

*D — Desconhecido; S — Susceptivel; T — Tolerante;
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Figura S1 — Importancia das variaveis fisiolégicas e agrondmicas selecionadas,
para a condigéo irrigada pelos métodos curva de ROC (Receiver Operating
Characteristics), CART (Classification and Regression Trees) e PLS (Partial
Least Squares); a) caracteristicas fisioldgicas mais importantes; b)
caracteristicas fisioldgicas mais importantes, com adicdo da produtividade de

parte aérea; e c) caracteristicas fisiologicas e agronémicas mais importantes).
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Figura S2- Importancia das variaveis fisiolégicas e agrondmicas selecionadas,

para a condicdo néo irrigada pelos métodos curva de ROC (Receiver Operating

Characteristics), CART (Classification and Regression Trees) e PLS (Partial

Least

Squares); a)

caracteristicas

fisiologicas

mais

importantes;

b)

caracteristicas fisioldgicas mais importantes, com adicdo da produtividade de

parte aérea; e c) caracteristicas fisiologicas e agrondmicas mais importantes).
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ARTIGO 2

ASSOCIACAO GENOMICA AMPLA (GWAS) PARA TOLERANCIA AO
DEFICIT HIDRICO EM MANDIOCA

2Artigo a ser ajustado para posterior submissdao ao Comité Editorial do periédico cientifico

PlosOne, em versdo na lingua inglesa.
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Associacdo gendmica ampla (GWAS) para tolerancia ao déficit hidrico em
mandioca
Resumo: Apesar de ser considerada uma espécie tolerante a seca, a
mandioca (Manihot esculenta Crantz) tem seu crescimento e produtividade
reduzidos em ambiente de estresse hidrico prolongado. Portanto, o objetivo
deste estudo foi identificar regibes gendmicas associadas ao déficit hidrico em
mandioca por meio da associagdo genomica ampla (GWAS). Foram avaliados
49 genotipos de mandioca em duas condi¢Bes hidricas: irrigada (controle) e
sob déficit hidrico. As caracteristicas avaliadas foram: produtividade total de
raizes (PTR), da parte aérea (PPA) e de amido (PAMD), teor de matéria seca
nas raizes (DMC), indice de tolerancia a seca (DTI) e indice de estabilidade da
tolerancia a seca (DTSI). A GWAS foi realizada utilizando o modelo linear misto
mualtiplo (MLMM), com inclusdo da matriz de parentesco e estrutura
populacional, para cada condi¢cdo hidrica e caracteristica. As estimativas de
herdabilidade no sentido amplo (h?) foram bastante variaveis em funcdo das
caracteristicas em andalise e dos ambientes. Foram identificadas 54
associacfes marcador-fenétipo para as caracteristicas avaliadas, sendo 48
SNPs distribuidos em todos os 18 cromossomos da mandioca. Além disso, foi
possivel identificar marcadores especificos e estaveis ao longo dos ambientes.
Os SNPs identificados estdo proximos a 120 transcritos, dos quais 90 foram
previamente descritos e 24 possuem anotacdo funcional conhecida. Alguns
desses transcritos estéo relacionados a proteinas envolvidas com a tolerancia
a seca, tais como: dominio Apetala 2 (AP2), proteina potenciadora de oxigénio
do fotossistema Il, ziper de leucina e fator de transcricdo BZIP. Existe grande
potencial de aplicacdo destes SNPs na sele¢céo assistida por marcadores para
o desenvolvimento de novas variedades de mandioca tolerantes ao déficit

hidrico.

Palavras-chave: Manihot esculenta, mapeamento associativo, SNP, tolerancia

a seca.
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Genome-wide association study (GWAS) for drought-tolerance in cassava

Abstract: Cassava (Manihot esculenta Crantz) is considered a drought tolerant
species, however, its growth and productivity are reduced in environments with
prolonged water stress. Therefore, the objective of this study was to identify
genomic regions associated to water deficit in cassava using genome-wide
association study (GWAS). A total of 49 cassava genotypes were evaluated in
two water conditions: irrigated (control) and under water deficit. The evaluated
characteristics were: fresh root yield (RoY), shoot yield (ShY), and starch yield
(StY), dry matter content in the roots (DMC), dry tolerance index (DTI) and dry
tolerance stability index (DTSI). GWAS was performed using the multiple mixed
linear model (MLMM), including kinship matrix and population structure for each
hydric condition for each characteristic. The estimates of heritability in the broad
sense (h?) were variable in function of the traits and the environments analyzed
We identified 54 marker-phenotype associated with the traits evaluated, in
which 48 SNPs were distributed in all 18 cassava chromosomes. In addition, we
identified specific and stable markers throughout the environments. The
identified SNPs are close to 120 transcripts, of which 90 have been previously
described and 24 have known functional annotation. Some of these transcripts
are related to proteins involved with drought tolerance, such as: Apetala 2
domain (AP2), oxygen potentiating protein of photosystem Il, leucine zipper,
and transcription factor BZIP. There is great potential for the application of
these SNPs in the selection of markers for the development of new varieties of
cassava tolerant to water deficit.

Keywords: Manihot esculenta, associative mapping, SNP, drought tolerance.
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INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) possui enorme importancia
socioecondmica por ser a terceira maior fonte de alimento, perdendo apenas
para o arroz e o milho, constituindo a base alimentar de cerca de 800 milhdes
de pessoas, principalmente em regifes tropicais na América Latina, Asia e
Africa (CEBALLOS et al., 2010; LIU et al., 2011; CIAT, 2017). A mandioca €é
cultivada especialmente por pequenos agricultores, na maioria localizados em
paises tropicais situados na regido equatorial, entre 30° norte e 30° sul do
equador, e altitude variando de 0 a 2000 metros, sob precipitacdo anual de 500
mm (em zonas semiaridas) a mais de 2000 mm (zonas ecoldgicas umidas), o
qgue indica sua ampla adaptabilidade a diversos ambientes e ecossistemas de
cultivo (EL-SHARKAWY, 2012; OKOGBENIN et al., 2013). Essa plasticidade
fenotipica também se reflete na sua tolerancia ao déficit hidrico, uma vez que a
mandioca € capaz de apresentar produtividades expressivas, em comparacao
com outras culturas, mesmo em condi¢cOes de baixa precipitacdo e em solos de
baixa fertilidade (EL-SHARKAWY, 2007; OKOGBENIN et al., 2013).

O déficit hidrico é considerado o estresse abidtico com maior impacto na
agricultura, por interferir diretamente no crescimento e desenvolvimento das
plantas (CATTIVELLI et al., 2008). O cultivo da mandioca em condi¢des de
déficit hidrico aliado a estratégias inadequadas de manejo, ndo utilizacdo de
defensivos e insumos agricolas, bem com o uso de variedades com baixo
potencial de producao séo fatores que reduzem o potencial produtivo da cultura
(OLIVEIRA et al., 2015). Esse cenério € observado em regides semiaridas do
Nordeste brasileiro, j4 que o rendimento médio da raiz é de 9,5 tha™ em
comparacdo com os 23,6 t.ha™ obtidos por alguns genétipos sob condicdes
experimentais de estresse hidrico (IBGE, 2016; OLIVEIRA et al., 2015). Além
disso, El-Sharkawy (2012), verificou que a mandioca possui adaptabilidade a
prolongados periodos de estresse hidrico, e em muitas situagcdes com razoavel
produtividade de raizes ap6s o final do periodo de estresse. Por exemplo,
mesmo sendo cultivada em ambientes com déficit hidrico e baixas
temperaturas durante o inverno, algumas cultivares de mandioca apresentam

rendimento radicular de até 66 t.ha™ na bacia do rio Limpopo na Africa do Sul
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(OGOLA & MATHEWS, 2011). Portanto, existe uma importante variabilidade
genética na espécie cultivada (M. esculenta) que pode permitir 0 aumento do
potencial produtivo de mandioca para o cultivo em regifes semiaridas, por meio
do melhoramento e selecao de gendtipos mais tolerantes ao déficit hidrico.

A tolerancia ao déficit hidrico é uma caracteristica quantitativa complexa,
regulada por varios genes, o que dificulta o processo de sele¢cdo em condicfes
de campo (OKOGBENIN et al., 2013). Por outro lado, a identificacdo de regides
gendmicas envolvidas na resposta ao estresse, o entendimento do controle
genético e o desenvolvimento de ferramentas de selecdo assistida por
marcadores, pode contribuir para melhorar o processo de selecao fenotipica e
com isso reduzir o tempo necessario para o desenvolvimento de novas
variedades de mandioca com tolerancia ao déficit hidrico.

Alguns esforc¢os foram e continuam sendo empreendidos com 0 objetivo
de identificar regifes ligadas a caracteristicas complexas em mandioca, por
meio do mapeamento de QTLs (Quantitative Trait Loci) (MASUMBA et al.,
2017; SEDANO et al., 2017). Informacdes sobre QTLs que regulam a resposta
ao déficit hidrico podem ser utilizados para elucidar a base fisiolégica da
tolerancia a seca e auxiliar na selecdo de gendtipos com maior produtividade
em condi¢cdes de estresse hidrico (TUBEROSA e SALVI, 2006). Entretanto, a
analise de QTL possui algumas limitacdes, onde apenas um numero reduzido
de QTLs com maior efeito sdo detectados, em contraste com a natureza
poligénica da variacdo genética total observada para a maioria das
caracteristicas quantitativas (DEKKERS, 2004). Em muitos casos, esta
limitacdo € devida ao fato de que somente a diversidade alélica que segrega
entre os parentais das populacdes segregantes pode ser detectada, e pelo
limite na resolucdo do mapeamento genético como resultado do reduzido
namero de recombinantes produzidos nas populacfes segregantes.

Em termos de cobertura gendmica, os avanc¢os recentes nas tecnologias
gendmicas tem permitido a realizacdo de genotipagem em larga escala com
base em marcadores SNP (Single Nucleotide Polymorphism), em um processo
rapido e acessivel a diversas espécies. Com uso da informagédo gendmica em
larga escala foi possivel ampliar o uso de estratégias baseadas no

desequilibrio de ligacdo (LD), como a associacdo gendémica ampla (GWAS -
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Genome wide association studies), para um maior refinamento no mapeamento
de caracteristicas de interesse em nivel populacional. A GWAS explora os
eventos de recombinacdo histérica que ocorreram naturalmente através de
varias geragcbes para mapear QTLs (ROSENBERG et al.,, 2010; KORTE e
FARLOW, 2013). De modo geral, a GWAS supera algumas das limitacdes da
analise convencional de QTLSs, e ainda permite a identificacdo dos fenoétipos de
interesse, fornece insights sobre a arquitetura genética da caracteristica e
sugere potenciais candidatos para mutagénese e transgenia. Além disso,
permite a escolha de parentais para analises de QTLs sendo, portanto, uma
estratégia complementar para o mapeamento mais refinado de caracteristicas
guantitativas.

Na cultura do milho, por exemplo, marcadores com associacao
significativa a tolerancia ao déficit hidrico, foram identificados, validados,
desenvolvidos e utilizados com eficiéncia para selecdo de gendtipos tolerantes
(HAO et al., 2010; LIU et al.,, 2013). Em diversas culturas, esta mesma
abordagem tem sido utilizada no entendimento da tolerancia ao déficit hidrico
com base em diversas caracteristicas fisiologicas (WEHNER et al., 2015),
coeficiente de tolerancia a deficiéncia hidrica (MA et al.,, 2016), altura de
plantas e caracteristicas de florescimento (FARFAN et al, 2015) e
produtividade de grdos (PANTALIAO et al., 2016). Além disso, a GWAS tem
sido uma ferramenta eficiente na identificacdo de regides gendmicas ligadas a
outros estresses abioticos, como a eficiéncia no uso do nitrogénio (MOROSINI
et al., 2017).

Adicionalmente como a tolerancia ao estresse hidrico possui forte
interacdo gendtipo x ambiente (GxA), os estudos de GWAS com base em
experimentos multiambientes propiciam uma vantagem adicional, por
possibilitar a deteccao de regides associadas a genes expressos em condicoes
e ambientes especificos, reduzindo com isto o ruido de fatores ndo genéticos
de ambiente, tornando assim o0s resultados mais robustos e confiaveis
(MATHEWS et al., 2008; MALOSETTI et al., 2013, FARFAN et al., 2015;
GUTIERREZ et al., 2015). Entretanto, de acordo com nosso conhecimento,
estudos de GWAS para entendimento do efeito de estresses abidticos ainda

nao foram explorados na cultura da mandioca. Portanto, o objetivo do presente
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estudo foi avaliar um painel de diversidade de acessos de mandioca, em duas
condi¢cBes hidricas para a identificacdo de regides genbmicas associadas ao

déficit hidrico em mandioca por meio da GWAS.

MATERIAL E METODOS
Dados fenotipicos

Para a GWAS foi analisado um grupo constituido de 49 gendtipos de
mandioca contrastantes, sendo 25 variedades locais (coletadas em regides
semiaridas) e 24 variedades melhoradas com historico de tolerancia a seca,
por terem sido selecionadas em condi¢cdes de seca (Material suplementar,
Tabela S1). As variedades de mandioca foram avaliadas em dois anos
agricolas (2012/2013 e 2013/2014), e em duas condi¢bes hidricas, com
irrigacdo (IN) e sob déficit hidrico (DH). Em ambas as condigfes, foi utilizado
um delineamento em blocos completos casualizados (DBCC), com trés
repeticbes, com dez plantas por parcela (duas linhas com 5 plantas),
espagamento de 0,90 m entre linhas e 0,80 entre plantas. O plantio foi
realizado com manivas de 16 cm, seguindo as recomendacfes e praticas
agricolas para a cultura.

Até o quarto més apdés o plantio, todos os seis blocos foram submetidos
a irrigacdo por gotejamento (4 L.h™), sendo que a lamina de agua aplicada foi
calculada em funcdo da evapotranspiracdo da planta, estimada pelos dados
meteoroldgicos fornecidos pela estacdo meteorolégica da Embrapa Semiarido
instalada no campo experimental. Em seguida, a irrigacao foi suspensa até a
colheita (12° més apds o plantio), nos trés blocos destinado a aplicacdo do
estresse hidrico e mantida nos outros trés blocos.

Os experimentos foram realizados na Estacdo Experimental de
Bebedouro, da Embrapa Semiarido, Petrolina - PE (9°22’ de latitude Sul, 40°22'
de longitude Oeste e altitude de 376 m). O local de avaliacdo apresenta clima
semiarido e foi escolhido por apresentar baixa precipitacao pluviométrica anual.
As variacdes climaticas durante os periodos avaliados foram monitoradas pela
estacdo meteorolégica instalada no campo experimental. O ano 2013
apresentou precipitacdo anual média de 347,8 mm, umidade relativa do ar

variando entre 48 e 61% e temperatura média entre 27,7 e 29,2 °C. Em 2014, a
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precipitacdo anual média foi de 216,3 mm, umidade relativa do ar entre 55 e
67% e temperatura média variando entre 245 e 26,9 °C (EMBRAPA
SEMIARIDO, 2013; EMBRAPA SEMIARIDO, 2014). As safras de 2012/13 e
2013/14 foram marcadas por condicdes meteoroldgicas com baixo volume de
precipitacdo, evidenciando a ocorréncia de seca, principalmente no periodo
entre os meses de maio a outubro.

As colheitas foram realizadas no 12° més apo0s o plantio e em seguida
foram avaliados as caracteristicas de produtividade da parte aérea (PPA em
t.ha™), determinada pela pesagem da parte aérea das plantas, a partir do corte
realizado a 10 cm da superficie do solo; produtividade total de raizes (PTR em
t.ha'), determinada pela pesagem de todas as raizes da planta; teor de matéria
seca nas raizes (DMC em %), e produtividade de amido (PAMD em t.ha™),
obtida pela multiplicacdo do teor de amido e produtividade total de raizes
frescas. Tanto o teor de matéria seca nas raizes quanto o teor de amido foram

obtidos com o peso especifico das raizes de acordo com Kawano et al. (1987).

Dados genotipicos

O DNA do painel de diversidade de mandioca foi extraido utilizando-se o
protocolo CTAB (brometo de cetiltrimetilaménio) descrito por Doyle e Doyle
(1987), com algumas modificagdes, a exemplo do aumento da concentracdo de
2-mercaptoetanol a 0,4% e adicdo de polivilpirrolidona (PVP). A quantificacdo
foi realizada em gel de agarose 1,0% (p/v) corado com brometo de etideo (1,0
mg.mL™) utilizando como padrdo uma série de concentracées do fago Lambda
(Invitrogen). O DNA genémico foi ajustado para concentracéo final de 20 ng.ul®.

Em seguida, as amostras de DNA foram genotipadas no Genomic
Diversity facility — Universidade de Cornell, por GBS (Genotyping by
Sequencing). De forma resumida, o DNA foi digerido usando a enzima de
restricdo ApeKl para preparacdo das bibliotecas seguindo o protocolo descrito
por Elshire et al. (2011). A ligacdo entre o adaptador ApeKl-cut e 0 DNA
gendmico foi realizada apés a digestdo das amostras e o sistema multiplex foi
realizado para o sequenciamento utilizando o Genome Analyzer 2000 (lllumina,
Inc., San Diego, CA). Os dados gendmicos foram submetidos ao controle de

qualidade com a remocgao de marcadores com Call Rate = 0,80 e menor
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frequéncia alélica (MAF<0.05). Em seguida os dados foram imputados
utilizando software Beagle (BROWNING & BROWNING, 2009). Apés o controle

de qualidade a matriz de marcadores foi composta por 25.597 SNPs.

Obtencdo dos valores genotipicos preditos e indices de selecdo para
estudo da GWAS

As variedades de mandioca foram avaliadas em quatro ambientes
considerando o ano agricola de 2012/2013 na condicédo irrigada (IN13) e ndo
irrigada (DH13) e ano agricola de 2013/2014 na condigé&o irrigada (IN14) e ndo
irrigada (DH14). Os BLUPs (Best Linear Unbiased Prediction) para as analises
de GWAS, em cada condicdo hidrica e caracteristica, foram obtidos pelas
andlises dentro de cada ambiente e em multiambientes.

As observagdes fenotipicas Y;; do genotipo i na repeticdo j, dentro de
ambientes foram ajustadas de acordo com a equagao (1): Y;j =u+g,+ 17 +
€;j, No qual, u é a media geral, g; € o vetor do efeito aleatdrio do genotipo i, 7; €
o vetor dos efeitos fixo de repeticéo j e ¢;; € o efeito residual aleatorio do
genotipo i na repeticdo j. Para o modelo multiambientes, as observacdes
fenotipicas Y;;, do gendtipo i na repeticdo j dentro do ambiente k, foi modelada
pela equacéo (2):Y;; =pu+ex+g;+(/e)jx + (g *e)ix + €ijx, NO qual, u é a
média geral, e, € o efeito fixo do ambiente k; g; é o efeito aleatdrio do gendtipo
i, (r/e)x € o efeito aleatdrio da repeti¢éo j aninhada no ambiente K, (g * e) €
o efeito aleatdrio da interacéo entre genotipos e ambientes e €;; € o efeito
residual aleatério do genétipo i na repeticdo j no ambiente k. A obtencdo dos
BLUPs e estimagdo dos componentes de variancia, obtida pelo REML
(Restricted Maximum Likelihood), e a herdabilidade no sentido amplo (h?),
foram estimadas pelo pacote gdata do software R versdo 3.4.4 (R CORE
TEAM, 2018).

Os BLUPs de todas as caracteristicas foram utilizados para estimar os
indices de selecédo de tolerancia a seca (DTI) (FERNANDEZ, 1992) e indice de
estabilidade da tolerancia a seca (DTSI) (BOUSLAMA & SCHAPAUGH, 1984).

Os indices foram calculados a partir das equagbes (3) DTI == o (4)
14
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DTSI = :—5 onde, Y; e Y, séo as caracteristicas de um determinado genotipo sob
p

condi¢do de seca e irrigado, respectivamente, e ¥, é a média de todos os
gendtipos para uma determinada caracteristica sob condicéo irrigada.

A h? das caracteristica por ambiente foi estimada de acordo com

2 _ O'é 2 z A . ;. . 2 Z ‘A . ;. 2 “
= , onde 0; € a variancCia genotlplca, or € a variancia fenotlplca e o €
ok+od

a variancia ambiental. Considerando, cada condicdo hidrica, a h? foi estimada

a¢

—5———, onde ¢¢ € a variancia genotipica; a5 € a
+ GxE+_s)
T rxa

pela expressao h? =
(ok+03

variancia ambiental; 62, , € a variancia da interagdo genétipo x ambiente; o2 é
a variancia do erro entre parcelas; r € o numero de repeticbes e a 0 nimero de

ambientes.

Andlise do desequilibrio de ligacdo, matriz de parentesco e estrutura
populacional

O desequilibrio de ligacéo (LD) foi estimado utilizando os coeficientes de
correlagdo (r?) entre os pares de loci em cada cromossomo e em seguida o
padrao de distribuicdo para todo o genoma foi visualizado, a partir de gréaficos
gerados pelo pacote LDheatmap do software R versédo 3.4.4 (R CORE TEAM,
2018). Para investigar o declinio do LD, os valores de r2 foram plotados em
funcdo da distancia genética, em pares de base (pb), utilizando regressdo nao
linear para ajuste, de acordo com Weisberg (2005).

Um heatmap mostrando o parentesco entre os gendétipos foi gerado
usando o método de VanRaden (2008), implementado no pacote GAPIT
(Genome Association and Prediction Integrated Tool) (LIPKA et al., 2012), do
software R versédo 3.4.4 (R CORE TEAM, 2018). A estrutura populacional foi
estimada, utilizando o software fastStructure (v1.0) de agrupamento e
estratificacdo (RAJ et al., 2014). O algoritmo fastStructure determina o nimero
de grupos (K) que melhor explica a estrutura da populacdo. Neste caso,
multiplas op¢des de K foram testadas (1 a 10), para determinar o niumero ideal

de grupos que melhor expliquem a estrutura da populacéo.
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Associacdo genémica (GWAS)

Foram utilizadas trés entradas fenotipicas para cada caracteristica nas
andlises de GWAS, para garantir que os QTLs fossem identificados
considerando ambientes especificos, multiambientes e indices de tolerancia a
seca e de estabilidade da tolerancia a seca. As variaveis utilizadas foram: 1)
BLUPs para cada caracteristica por ambiente (Equacado 1); 2) BLUPs obtidos
pelo modelo multiambiente (Equacédo 2) e 3) e BLUPs para cada caracteristica
considerando indices de tolerancia a seca e de estabilidade da tolerancia a
seca, que levam em consideracdo os dados irrigados e de sequeiro
conjuntamente (Equacoes 3 e 4).

As analises de GWAS foram realizadas utilizando o modelo linear misto
multiplo (MLMM), implementado no pacote FarmCPU (Fixed and random model
Circulating Probability Unification) (LIU et al., 2016), do software R verséao 3.4.4
(R CORE TEAM, 2018). O algoritmo Efficient Mixed Model Association
(EMMA), estd implementado no pacote para reduzir o tempo computacional na
estimacdo dos componentes de variancia para cada marcador (KANG et al.,
2008).

O modelo MLMM, é dividido em duas partes: um modelo de efeito fixo
(FEM) e um modelo de efeito aleatério (REM) que foram usados iterativamente.
Inicialmente, o REM estima os marcadores associados como covariaveis para
realizar o controle de falsos positivos e os utilizam para obter a matriz de
parentesco gendmica (Kinship). Esses marcadores associados sao
considerados como pseudo QTNs (Quantitative Trait Nucleotide) e em seguida,
o FEM testa todos os marcadores, um por vez, juntamente com a matriz de
parentesco, usada como covariavel para controlar falsos positivos e falsos
negativos. Em cada iteracdo, o p-value dos marcadores de teste e 0s
marcadores associados sao unificados. A matriz de parentesco gendmica e a
estrutura populacional foram utilizadas como covariaveis pelo modelo MLMM,
conforme proposto por Yu et al. (2006).

Foi utilizada uma correcdo para controlar mdltiplos testes, onde, as

associacOes significantes entre os marcadores e o fendtipo foram estimadas
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utilizando o -logip p-value e a correcdo de Bonferroni para multiplos testes, aos
niveis de 1 e 5% de significancia.

Além disso, foi estimada a variancia dos SNPs significativos por meio da
equacao: c?sz,\,\,, = a2.p(1—p), onde @ é o efeito estimado do SNP, e p é a
menor frequéncia alélica (MAF) (ZHANG et al., 2010). O efeito do SNP foi
expresso em termos de proporcdo da variancia genética explicada pelo

marcador.

Anotacéo in silico de SNPs

As funcdes bioldgicas putativas de SNPs significativos foram
determinadas por meio do alinhamento das sequéncias dos SNP com proteinas
relacionadas a tolerancia ao déficit hidrico utilizando uma janela de 20 kb, na

base de dados Phytozome (http://www.phytozome.net), por meio do blastx.
RESULTADOS

Componentes de variancia e herdabilidade

De modo geral, a herdabilidade (h?) nos diferentes experimentos foi
elevada, sobretudo na condigéo irrigada em 2013, cuja variacao foi de 0,64
(DMC) a 0,80 (PTR e PAMD), enquanto na condicdo de sequeiro neste mesmo
ano agricola os valores de h? foram menores, com variacdo de 0,30 (PPA) a
0,60 (DMC) (Tabela 1).

Na condicdo irrigada em 2014, a h? das quatro caracteristicas
agrondmicas foram parecidas com 2013, com variacdo de 0,50 (DMC) a 0,81
(PTR). Similarmente ao ano de 2013, a h? na condicdo de sequeiro foi menor
qgue nos experimentos irrigados para a maioria das caracteristicas, a excecao
de DMC cujas estimativas foram mais elevadas nesta Uultima condicdo
(h?=0,81). Na analise multiambiente na condic&o irrigada, a h? variou entre
baixa (0,20 para PPA) a alta (0,69 para PTR), enquanto na condicdo de
sequeiro as estimativas de h? variaram de baixa (0,26 para PPA) a mediana
(0,47 para PTR). A excecio da caracteristica PPA, as estimativas de h? foram

maiores na condicéo irrigada.
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Tabela 1- Componentes de variancia e herdabilidade no sentido amplo para as
andlises individual por ambiente e conjunta para cada condicdo hidrica para
produtividade total de raizes (PTR), produtividade parte aérea (PPA), teor de
matéria seca (DMC) e produtividade de amido (PAMD).

Componentes / Experimento irrigado 2013 Experimento irrigado 2014

Caracteristicas  PTR PPA  DMC PAMD PTR PPA DMC PAMD
ol 204,35 38,77 6,82 15,71 95,47 71,09 3,35 6,77
ol 51,36 18,91 3,89 3,86 21,79 66,42 3,32 1,75
h? 0,80 0,67 0,64 0,80 0,81 0,52 0,50 0,79

Experimento sequeiro 2013

Experimento sequeiro 2014

F: 20,23 4,34 1559 1,29 9,07 20,14 15,84 0,32
a? 15,80 10,14 10,46 0,97 7,86 20,17 3,64 0,37
h? 0,56 0,30 0,60 0,57 0,53 0,50 0,81 0,46
Experimento irrigado — Experimento sequeiro -
Multiambiente Multiambiente
F: 9499 36,88 4,48 7,15 3,94 3,24 5,50 0,19
0a 55,87 18,31 0,58 4,10 8,65 8,78 9,70 0,54
o} 22,39 137,49 0,78 1,82 0,18 4,25 4,61 0,04
ol 33,38 46,19 350 2,59 13,10 15,67 7,15 0,67
h? 0,69 0,20 056 0,68 0,47 0,26 0,39 0,40

g2 — variancia genotipica; o2- variancia do erro; h? - herdabilidade no sentido amplo; o2, —

variancia da interagdo genétipo x ambiente; o7 — variancia ambiental.

Entre todas as caracteristicas avaliadas, as menores correlacdes
genéticas (variagdo de 0,22 a 0,29) foram identificadas nos experimentos de
sequeiro nos anos agricolas de 2013 e 2014 (DH13 e DH14) (Tabela 2),
enquanto que as maiores correlacdes genéticas foram identificadas nos
ambientes irrigados nos dois anos de cultivo (IN13 e IN14). Por outro lado,
correlacbes genéticas de magnitude mediana foram identificadas nos

experimentos irrigados e de sequeiro em 2013 (IN13 x DH13), cuja variacéo foi
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de 0,39 (DMC) a 0,58 (PPA). Além disso, as estimativas de covariancias entre

ambientes foram superiores a zero em todas as caracteristicas avaliadas.

Tabela 2- Correlacdo genética (diagonal superior) e covariancias (diagonal
inferior) entre experimentos irrigados e de sequeiro nos anos agricolas de 2013

e 2014 para caracteristicas agronémicas em mandioca.

Caracteristica Experimento IN13 IN14 DH13 DH14
IN13 0,64 0,57 0,36
IN14 83,20 0,41 0,37
PTR
DH13 26,48 13,13 0,24
DH14 13,46 9,29 2,17
IN13 0,56 0,58 0,38
IN14 24,97 0,56 0,49
PPA
DH13 4,23 5,22 0,22
DH14 8,87 14,44 1,06
IN13 0,74 0,39 0,51
IN14 2,83 0,43 0,56
DMC
DH13 3,00 2,31 0,29
DH14 4,59 3,48 3,70
IN13 0,65 0,53 0,36
IN14 6,25 0,33 0,33
PAMD
DH13 1,89 0,78 0,24
DH14 0,65 0,40 0,10

IN13 e IN14: experimentos irrigados nos anos de 2013 e 2014, respectivamente; DH13 e DH14:
experimentos de sequeiro nos anos de 2013 e 2014, respectivamente; PTR — produtividade
total de raizes; PPA — produtividade da parte aérea; DMC — teor de matéria seca nas raizes;
PAMD - produtividade de amido.

Estrutura populacional

De acordo com a matriz de parentesco genbmico existe um baixo grau
de parentesco entre os 49 genotipos de mandioca analisados (Figura 1). No
entanto, é possivel observar a presenca de dois grupos genéticos bastante
distintos, de acordo com a analise de similaridade genética (Figura 1). O baixo

parentesco entre a maioria dos acessos pode ser vantajoso para acgdes de
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melhoramento genético, tendo em vista a possibilidade desses gendtipos
apresentarem alelos alternativos para tolerancia ao déficit hidrico. No entanto,

observamos algumas excecfOes, com maior similaridade genética entre as
variedades locais BGM-0279 vs Engana Ladrdo e BGM-0163 vs BGM-0876, e
entre os genotipos melhorados BGM-0360 vs 9624-09, GCP-095 vs GCP-009 e
GCP-014 vs Mani Branca, cujo parentesco variou de 0,51 a 0,57.

BGM.0279

GCP008
GCF0aes
GCPO4G
GCPA01
GCP180
GCPOG
GCPO2S
GOP-194
BCP-227
GCP-128
GCP.AT4
GCPO43
BRS-Daurada
BGM-O089
BGM-0785
Paulo Rosa
Cacau
Evcalipto
BGM0856
BRS-Kinns

Figura 1 - A) Heatmap da matriz de parentesco genémico obtida pelo método
de VanRaden (2008) com base na andlise de 25.597 SNPs; e B) Estrutura
populacional estimada pelo método fastStructure com K=2 nos 49 gendétipos de

mandioca avaliados para tolerancia ao déficit hidrico.

O algoritmo fastStructure foi utilizado para inferir a estrutura da
populacdo, por meio de estimativas da proporcdo de ancestralidade entre os
acessos. O namero de grupos que melhor explicou a estrutura populacional foi
K=2, de acordo com o algoritmo fastStructure (Figura 1). Esse resultado
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corrobora os dados da matriz de parentesco genbmico e andlise de
similaridade genética (dendograma), que estruturou 0s genotipos com base na
origem geografica e tolerancia ao déficit hidrico. O grupo identificado pela cor
azul, consistiu no agrupamento da maioria dos acessos, incluindo variedades
melhoradas e gendtipos considerados variedades locais. O grupo em amarelo
foi constituido em sua maioria por genétipos derivados de cruzamentos entre
parentais contrastantes para tolerancia ao déficit hidrico, e que foram
previamente selecionados em condicfes semiaridas no Nordeste do Brasil.
Excecdo, ocorreu apenas nos genoétipos GCP-014 e GCP-179, que ficaram

alocados no agrupamento em azul.

Andlise do desequilibrio de ligacao

Um total de 25.597 SNPs (média de 1.422 SNPs por cromossomo) foi
utilizado nos célculos de desequilibrio de ligacdo (LD). A média geral do r? foi
de 0,047 com variacdo de 0,00 a 1,00. A extensdo do decaimento do LD
demonstrou diferencas em nivel cromossémico, apresentando uma meédia
cromossoémica de 4,76% de pares de SNPs com r? > 0,20. O cromossomo 1
apresentou a maior porcentagem de SNPs em LD com r2 > 0,20 (8,23%); ja os
cromossomos 17 e 10 apresentaram a menor porcentagem de pares de SNPs
com r2 > 0,20 (3,58 e 3,59%, respectivamente). As estimativas médias de r?
em nivel cromossémico variaram de 0,041 (cromossomo 10) a 0,055
(cromossomo 18) (Material Suplementar S2).

O padrdo de decaimento do LD, em relacdo a distancia entre os
marcadores, foi investigado considerando todos os 18 cromossomos da
mandioca e no geral, a distribuicdo mostrou um rapido decaimento do LD em
funcdo do aumento da distancia fisica. Observamos um rapido decaimento do
LD ao longo das distancias fisicas entre locos, com alcance préximo a 2000 pb
(Figura 2).
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Figura 2 - Padrdo de decaimento do desequilibrio de ligagcdo em relacdo a
distancia entre marcadores SNPs, avaliado em 49 genoétipos de mandioca e

considerando a analise conjunta de todos os cromossomos da mandioca.

Analise de associacdo genémica considerando ambientes individuais e
multiambiente

Nas andlises considerando as condi¢cdes de sequeiro e irrigado, 23
SNPs foram identificados para as quatro caracteristicas avaliadas (DMC,
PAMD, PTR e PPA), em ambientes individuais e multiambiente (Tabela 3).
Para a condicdo irrigada (2013 e 2014) foram identificados SNPs com
associacdo significativa apenas para a caracteristica DMC, portanto esses
SNPs foram significativos apenas em ambientes sem estresse hidrico e estéo
localizados em seis cromossomos diferentes (1, 9, 12, 13, 15 e 17) (Figura 3).
No experimento Irrigado 2013 a associagdo mais significativa ocorreu para o
SNP S12 25684461 (P-valor (-log10) = 7,89), com efeito negativo -1,64 e baixa
variancia (0,288). J& no experimento Irrigado 2014, a associacdo mais
significativa foi observada para o SNP S9 21799548 (P-valor (-log10) = 9,92),
com efeito positivo de 1,19 e variancia de 0,318 (Tabela 3).
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Tabela 3 - Marcadores SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) associados ao
teor de matéria seca, produtividade total de raizes, amido e parte aérea nas
raizes em experimentos irrigados de sequeiro, conduzidos em 2013 e 2014,

identificados via genome wide association studies (GWAS).

P-valor
Ambiente SNP Cr' Posicdo (pb) MAF2 (log10) Efeito Var (SNP)

Teor de matéria seca

Irrigado (2013) S1_28193620 1 28193620 0,47 6,08* 1,18 0,344
S12_25684461 12 25684461 0,12 7,89  -1,64 0,288
S17_3366403 17 3366403 0,34 6,08* -1,14 0,290

Imigado (2014) S9 21799548 9 21799548 0,34 9,92 119 0,318
S13 26038260 13 26038260 0,42  6,46%* -0,62 0,092
S15 9075007 15 9075007 0,47  6,00* -0,71 0,125

Sequeiro (2014) S4_5993266 4 5993266 0,41 7,82**  -1,03 0,254
S7_20574171 7 20574171 0,47 7,56** 2,70 1,819
S11_4654140 11 4654140 0,49 17,57 20,20 101,992
S13 22348129 13 22348129 0,06 6,28**  -1,48 0,126
S13_23968102 13 23968102 0,16 6,72** 2,11 0,609

Produtividade total de raizes

Sequeiro (2013) S1_18594607 1 18594607 0,49 8,57**  -8,49 17,993
S2_4054519 2 4054519 0,21 7,26** 1,27 0,274
S3_5509517 3 5509517 0,11 8,01** 2,61 0,679
S15_7659343 15 7659343 0,19 8,00** 2,29 0,818
S16_5925755 16 5925755 0,14 8,32**  -1,88 0,431

Produtividade de amido

Sequeiro (2013) S1_18594607 1 18594607 0,49 9,50**  -2,70 1,817
S2_4054519 2 4054519 0,21 10,46** 0,52 0,046
S3_3056452 3 3056452 0,36 648 -0,42 0,040
S4_3558714 4 3558714 0,49 7,76%* 0,38 0,036
S14_6078279 14 6078279 0,09 13,38 1,43 0,170

Produtividade da parte aérea

Sequeiro (2014) S4 21615445 4 21615445 0,10 8,16** 4,44 1,809

Sequeiro (Multi) S4_21615445 4 21615445 0,10 7,49%* 1,13 0,117

' Cromossomo; ¥ SNPs com associac&o significativa a * 5% e ** 1% pelo teste de Bonferroni;
2Menor Frequéncia Alélica.

Além dos marcadores associados a DMC nos ambientes sob irrigacéo
normal, outros cinco SNPs foram associados a esta caracteristica em
condicbes de estresse. Dentre os cinco SNPs associados a DMC nos
experimentos de sequeiro 2014, trés estao localizados nos cromossomos 4, 7,
11 e dois no cromossomo 13 (Figura 3). O SNP S11 4654140 foi o mais
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significativo (P-valor (-log10) = 17,57), apresentando um alto efeito positivo

(20,20) e, consequentemente, alta variancia (101,99) (Tabela 3). No entanto,

nenhum SNP apresentou associacdo estavel

multiambientes para DMC.
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Figura 3- Gréafico Manhattan plot indicando os SNPs associados a teor de

matéria seca nas raizes, em 49 genoétipos de mandioca avaliados em

experimentos irrigado e de sequeiro, conduzidos em 2013 e 2014. A

localizagdo dos SNPs em cada cromossomo e o teste de associagao (-logio(p))

estédo representados no eixo x e y, respectivamente. A linha vermelha indica o
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nivel de correcdo de Bonferroni (p<0,05). O gréfico acima refere-se ao quantile-
quantile (QQ) dos p-valores observados e esperados da analise de associagao.

Para o experimento de sequeiro avaliado em 2013, foram identificados 8
SNPs associados a PTR e PAMD, sendo que dois SNPs localizados nos
cromossomos 1 e 2 (S1_18594607 e S2_4054519) apresentaram associacao
comum para duas caracteristicas. O SNP S1 18594607 apresentou efeito
negativo para ambas caracteristicas (-8,49 e -2,70; com variancia de 17,99 e
1,82, para PTR e PAMD, respectivamente) e o SNP S2_4054519 apresentou
efeito positivo para ambas caracteristicas (1,27 e 0,52, com variancia de 0,27 e
0,05, para PTR e PAMD, respectivamente) (Tabela 3).

Outros SNPs significativos para PTR foram localizados nos
cromossomos 3, 15 e 16, sendo que o p-valor destes SNPs variou de 8,00 a
8,32 (Tabela 3). Ja para PAMD, foram identificados SNPs especificos
localizados nos cromossomos 3, 4 e 14 com p-valor variando de 6,48 a 13,38
(Tabela 3 e Figura 4). Dentre os SNPs mais importantes para PAMD, o
S14 6078279 apresentou a maior significancia (P-valor (-log10) = 13,38), com
efeito positivo (1,43) e baixa variancia (0,17).

Para a caracteristica PPA o SNP S4 21615445 localizado no
cromossomo 4, apresentou associacdo especifica e estavel entre os diferentes
ambientes (Figura 4). Esse SNP foi associado a PPA no experimento de
sequeiro avaliado no ano 2014 e nas analises multiambiente. Além disso,
apresentou efeito positivo nos dois ambientes 4,44 (2014) e 1,13
(multiambiente), embora tenha apresentado maior variancia (1,81) no ambiente
2014 (Tabela 3).
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Figura 4- Grafico Manhattan plot indicando os SNPs associados a
produtividade de raizes, amido e parte aérea de 49 gendtipos de mandioca
avaliados em experimento de sequeiro, conduzidos em 2013; 2014 e em
multiambientes. A localizagdo dos SNPs em cada cromossomo e o teste de
associacao (-logio(p)) estdo representados no eixo x ey, respectivamente. A

linha vermelha indica o nivel de correcdo de Bonferroni (p<0,05). O grafico
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acima refere-se ao quantile-quantile (QQ) dos p-valores observados e
esperados da analise de associacao.
Andlise de associacdo gendmica utilizando indices de sele¢céo

Os indices de selecdo consideraram os dados dos experimentos
irrigados e de sequeiro conjuntamente, em cada ano de avaliagao (2013 e
2014), e considerando a analise conjunta de anos. O intuito em utilizar esses
indices de selecao relacionados ao estresse hidrico, foi o de identificar regides
gendmicas estritamente relacionadas a tolerancia a seca e a estabilidade de
rendimento.

Foram identificados 14 SNPs com associacdo significativa para o indice
de tolerancia a seca (DTI) (Figura 5 e Tabela 4). Esses marcadores foram
localizados em 12 cromossomos, comprovando a natureza poligénica da
tolerdncia a seca em mandioca. Dentre esses marcadores, quatro foram
associados a PAMD (com variancia entre 0,75 a 1,86 e efeito positivo, com
excecdo do SNP S10 20405553) e um SNP associado a PPA, o mesmo
identificado nas andlises de ambientes especificos e multiambiente (com
variancia 0,363 e efeito positivo 1,99). Nove SNPs apresentaram associacao
significativa do DTI para DMC, sendo que nos experimentos em 2014, todos os
cinco SNPs apresentam efeito positivo, enquanto que na analise multiambiente
0S outros quatro SNPs apresentaram efeito negativo e variancia quase nula
(variacéo entre 0,001 e 0,003).

Para o indice de estabilidade da tolerancia a seca (DTSI), foram
identificados 17 SNPs com associacdo significativa para as quatro
caracteristicas (DMC, PAMD, PTR e PPA), sendo que todos foram identificados
nos experimentos de 2014. Dois deles foram identificados para PTR,
localizados nos cromossomos 10 e 15; quatro SNPs foram identificados para
PPA, sendo dois localizados no cromossomo 5 e o0s outros dois nos
cromossomos 6 e 12; oito SNPs significativamente associados a DMC,
localizados nos cromossomos 3, 6, 7, 11, 12 e 17; e trés SNPs associados a
PAMD, localizados nos cromossomos 6, 10 e 16 (Figura 6 e Tabela 5). Apesar
dos altos p-valores (-log10 = 22,50), a variancia destes SNPs foi nula ou baixa

(variacdo entre 0,00 e 0,09) e, consequentemente os efeitos também foram
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baixos, com variacao entre -0,13 (S12_552437) a 0,60 (S11_4654140) (Tabela

5).

Tabela 4 — Marcadores SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) associados ao

indice de tolerancia a seca para as caracteristicas produtividade de amido,

produtividade da parte aérea e teor de matéria seca avaliados nos anos

agricolas de 2013 e 2014, e em multiambientes, identificados via genome wide

association studies (GWAS).

. N Posicao P-valor )
Ambiente SNP Cr MAF? Efeito Var (SNP)
(pb) (-log10)’
2013 Produtividade de amido
S4 3015131 4 3015131 0,05 6,71** 6,19 1,858
S10_20405553 10 20405553 0,11 6,18* -2,74 0,749
S14 6039650 14 6039650 0,11 6,67** 4,00 1,592
S18 2494095 18 2494095 0,07 6,49 4,01 1,065
2014 Produtividade da parte aérea
S4 21615445 4 21615445 0,1 5,81* 1,99 0,363
Teor de matéria seca
S5_1282566 5 1282566 0,05 8,99** 0,26 0,003
S11 4654140 11 4654140 0,49 12,46* 1,05 0,274
S14 23407800 14 23407800 0,31 6,03* 0,10 0,002
S15 3918053 15 3918053 0,21 7,03** 0,10 0,002
S16 21272865 16 21272865 0,44 9,80** 0,11 0,003
Multiambiente Teor de matéria seca
S7_24121759 24121759 0,36 5,99* -0,05 0,001
S8 32094464 32094464 0,42 9,49* -0,08 0,002
S9 10268397 10268397 0,42 10,03* -0,09 0,002
S12 25167807 12 25167807 0,16 7,34* -0,08 0,001

' Cromossomo; ¥ SNPs com associacéo significativa a * 5% e ** 1% pelo teste de Bonferroni;

2Menor Frequéncia Alélica.
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Tabela 5 - Marcadores SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) associados ao
indice de estabilidade da tolerancia a seca (DTSI) para as caracteristicas
produtividade total de raizes (PTR), produtividade da parte aérea (PPA), teor
de matéria seca (DMC) e produtividade de amido (PAMD) avaliado em 2014.

N Posicéo P-valor ) Var
SNP Cr MAF2 Efeito
(pb) (-log10)’ (SNP)
Produtividade total de raizes
S10 24780638 10 24780638 0,11 11,72 0,49 0,024
S15_19883928 15 19883928 0,05 7,36%* 0,53 0,013
Produtividade da parte aérea
S5 5857490 5 5857490 0,23 7,55%* -0,09 0,001
S5 7261808 5 7261808 0,37 5,81* -0,07 0,001
S6_18511652 6 18511652 0,05 7,12%* 0,16 0,001
S12 552437 12 552437 0,06 6,08* -0,13 0,001

Teor de matéria seca

S3_ 27980858 3 27980858 0,09 12,24** 0,06 0,000
S3 26997330 3 26997330 0,05 7,97 -0,06 0,000
S6_24608698 6 24608698 0,31 6,41* 0,02 0,000
S7_3279854 7 3279854 0,07 6,07* 0,03 0,000
S11_4654140 11 4654140 0,49 22,50** 0,60 0,089
S11_2699771 11 2699771 0,49 8,43* -0,03 0,000
S12_ 5681456 12 5681456 0,44 9,95** -0,05 0,001
S17_7612220 17 7612220 0,30 6,21* 0,03 0,000
Produtividade de amido
S6_18122549 6 18122549 0,18 6,54** -0,11 0,002
S10_24426293 10 24426293 0,13 12,28** 0,29 0,010
S16_21413646 16 21413646 0,42 6,01* -0,08 0,002

' Cromossomo; ¥ SNPs com associacéo significativa a * 5% e ** 1% pelo teste de Bonferroni;

2Menor Frequéncia Alélica’

Anotacgéo in silico dos SNPs

Os 54 SNPs significativamente associados a ambientes com e sem
estresse hidrico e aos indices de tolerancia e estabilidade da tolerancia a seca,
encontram-se proximos a 121 transcritos previamente identificados e
disponiveis na base de dados Phytozome (http://www.phytozome.net) (Material
suplementar, Tabelas S5, S6, S7 e S8). Dentre esses transcritos, 22

encontram-se relacionados aos SNPs identificados em condi¢des irrigadas,
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sendo que dos seis SNPs para esta condi¢do hidrica, quatro deles encontram-
se inseridos dentro da regido génica dos transcritos Manes.01G182700.1,
Manes.17G012100.1, Manes.13G132400.1 e Manes.15G120300.1. Os
transcritos que apresentam anotagao funcional conhecida (6), encontram-se
relacionados as proteinas quinases associadas a repeti¢cdes ricas em leucinas,
Scarecrow-like 32, proteinas potenciadores de oxigénio do fotossistema Il e
proteinas com fun¢des na regulacéo transcricional de RNA polimerase II, além
do dominio BTB/POZ e associado & GTPases Rop (Material Suplementar S5).

Nos experimentos de estresse hidrico foram identificados uma maior
guantidade de transcritos, sendo 31 no total, relacionados a 14 SNPs. Desses
SNPs, sete encontram-se inseridos na regido codificante dos transcritos
Manes.02G053200.1, Manes.03G058400.1, Manes.15G102800.1,
Manes.14G074700.1, Manes.07G087500.1, Manes.11G048600.1 e
Manes.04G077900.1 (Material Suplementar S6). Dentre os transcritos, nove
apresentaram anotacao funcional conhecida, relacionados as proteinas LURP,
Nupl88 e a ziper de leucina associada ao homeodominio (dominio de 60
aminoacidos que permite ligacdo ao DNA e atua como fator de transcri¢cao), e
aos dominios B3, Apetala 2 (AP2) e CRM (splicing de RNA de cloroplasto e
maturacao ribossémica) (Material Suplementar S6).

Ja para o indice de tolerancia a seca, nove transcritos contiveram na sua
sequéncia SNPs significativos, enquanto outros 22 transcritos foram
localizados préoximos aos SNPs significativos, com distancia variando entre 103
a 12.762 pb. Dentre esses transcritos, trés apresentam anotacdo funcional
conhecida, relacionados as proteinas Nupl188, proteinas quinases associadas
a repeticdes ricas em leucinas e a proteinas de repeticdo pentatricopeptidica
(PPR) (Material Suplementar S7). Dos 15 SNPs associados ao indice de
estabilidade da tolerancia a seca, 12 encontram-se inseridos dentro da regido
codificante de 12 transcritos. Além disso, 26 transcritos foram identificados
proximos aos SNPs, com distancia fisica variando entre 60 a 13.628 pb. No
geral, esses transcritos possuem anotacgao funcional relacionados a repeticdes
ricas em leucina (LRR), ao fator de transcricdo BZIP e as proteinas ziper de

leucina e quinase, além do dominio Gnk2 (Material Suplementar S8).
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Figura 5- Grafico Manhattan plot indicando os SNPs associados ao indice de
tolerancia a seca para produtividade de amido e parte aérea, além do teor de
matéria seca em 49 genétipos de mandioca avaliados em experimentos
conduzidos em 2013; 2014 e em multiambiente. A localizagdo dos SNPs em
cada cromossomo e o teste de associacao (-logio(p)) estdo representados no
eixo x ey, respectivamente. A linha vermelha indica o nivel de corre¢do de
Bonferroni (p<0,05). O grafico acima refere-se ao quantile-quantile (QQ) dos p-

valores observados e esperados da analise de associacgao.
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Figura 6- Gréfico Manhattan plot indicando os SNPs associados ao indice de
estabilidade da tolerancia a seca para produtividade de raizes, amido e parte
aérea, além do teor de matéria seca em 49 gendétipos de mandioca avaliados
em experimento conduzido em 2014. A localizagdo dos SNPs em cada
cromossomo e o teste de associacao (-logio(p)) estéo representados no eixo X
ey, respectivamente. A linha vermelha indica o nivel de correcdo de Bonferroni
(p<0,05). O grafico acima refere-se ao quantile-quantile (QQ) dos p-valores

observados e esperados da analise de associagao.
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DISCUSSAO

Importancia das caracteristicas fenotipicas para analise da tolerancia a
seca na mandioca

O estresse hidrico induzido nos ensaios de 2013 e 2014 foi severo o
suficiente para provocar alteracfes importantes nos componentes de variancia
e h? nas analises por ambiente e por condicdo hidrica (Tabela 1). Os valores
da h? na condi¢do de irrigacdo normal foram de médio a alto, porém na
condicdo de sequeiro estes valores foram reduzidos para a maioria das
caracteristicas agrondémicas dentro de ambiente, bem como na analise
multiambiente. Este decréscimo das estimativas de h%? é frequentemente
relacionado as condi¢cbes de estresse ao qual o experimento foi submetido,
bem como ao material genético utilizado, que no presente estudo também foi
composto por variedades suscetiveis ao déficit hidrico (FARFAN et al., 2015;
OLIVEIRA et al., 2017). Resultados similares foram encontrados em
experimentos considerando diferentes condi¢cdes hidricas, na qual as
estimativas de h? foram menores para caracteristicas avaliadas em condices
de déficit em culturas como feijdo comum (HINKOSSA et al., 2013), batata
(CABELLO et al., 2014) e milho (BEYENE et al., 2015).

A correlacdo genética avaliada neste trabalho foi maior entre os
experimentos irrigados nos anos de 2013 e 2014 em comparagdo com 0S
ambientes de Sequeiro 2013 e 2014. CorrelagBes genéticas mais elevadas sédo
esperados entre experimentos avaliados em condices ambientais similares,
pois existe uma tendéncia na inducdo de respostas correlatas nos genotipos,
resultando em fortes correlacées genéticas (MALOSETTI et al., 2013). A baixa
correlacdo genética entre os experimentos de sequeiro nos anos de 2013 e
2014, pode estar relacionada as diferencas nas condi¢Bes climaticas nestes
dois anos de cultivo, considerando que houve uma maior precipitagdo média
anual em 2013 (347,8 mm) em relacdo ao ano de 2014 (216,3 mm), além de
alteracbes na temperatura média e umidade relativa do ar (EMBRAPA
SEMIARIDO, 2013; EMBRAPA SEMIARIDO, 2014).
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Associacdo gendmica entre genes e respostas ao déficit hidrico na
mandioca

Com o custo do sequenciamento reduzido, os estudos de GWAS tém
sido rotineiramente realizados para explorar a variagcdo alélica associada a
caracteristicas de interesse agronémicos. A aplicacdo deste método permite a
identificacdo de regibes em blocos de haplotipos que possibilitam associacfes
precisas entre marcadores moleculares e caracteristicas fenotipicas de
interesse (HAN & HUANG, 2013). No arroz, 13 SNPs foram associados a
produtividade sob condigcbes de seca, cujas regides gendmicas estavam
proximas a 30 genes que apresentam anotacdo funcional e, dentre esses, 10
possuem anotacao funcional relacionada a seca e/ou tolerancia ao estresse
abiotico. Dentre os SNPs identificados, 2 apresentaram potencial para
realizacdo de ensaios TagMan, para serem usados em PCR de rotina
(PANTALIAO et al., 2016). Ja na cultura do milho, foram encontrados 42 SNPs
associados a 33 genes, dos quais trés foram co-localizados em regides de QTL
relacionados a seca (XUE et al., 2013).

No método GWAS, estas associacdes sao realizadas de maneira
bastante confiavel, tendo em vista que possiveis associacdes espurias
ocasionadas devido a relacao de parentesco entre 0s genoétipos sao reduzidas
com base na inclusdo da matriz de parentesco gendmica e estrutura
populacional (FLINT-GARCIA et al., 2005). No presente trabalho houve uma
concordancia entre a estruturagdo populacional em dois grupos pelo
fastStructure e pela matriz de parentesco gendmico. Portanto, foi possivel
estruturar os genotipos com base na origem geografica, tolerancia ao déficit
hidrico e classificacdo especifica em termos de melhoramento, j4 que a maioria
dos genotipos derivados de cruzamentos entre parentais contrastantes para
tolerancia ao déficit hidrico permaneceram no mesmo grupo. Por outro lado,
em um estudo GWAS para resisténcia a podridado radicular em mandioca, 263
acessos foram agrupados em quatro grupos, nao apresentando relagédo com as
caracteristicas agronémicas e a origem destes acessos, devido a presenca de
hibridizagdes historicas e recentes relacionados aos genotipos inclusos nos
diferentes grupos (BRITO et al., 2017).
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A extensdo do desequilibrio de ligacdo (LD), é outro fator determinante
da eficiéncia da GWAS. O LD é realizado com base na avaliacdo da
associacdo nado aleatéria entre os marcadores SNPs par a par em LD
significativo, sendo que o parametro r? tem sido um dos mais utilizadas para
avaliar o LD (MANGIN et al., 2011; FLIT-GARCIA et al., 2003; LIPKA et al.,
2015). O decaimento do LD nos 49 gendtipos de mandioca ocorreu
rapidamente com o aumento da distancia fisica entre os locos no genoma (LD
com r2=0.2, préximo a 2000 pb). Estudos anteriores com mandioca e batata,
espécies de propagacdo vegetativa, vem demonstrando a ocorréncia de uma
baixa extensdo no LD nestas espécies (ESUMA et al., 2016; BRITO et al.,
2017; STICH et al.,, 2013). Para que sejam encontradas associacoes
significativas entre locos marcadores e fenoétipos de interesse se faz necessario
utilizar uma grande densidade de marcadores. No entanto, mesmo sendo
identificado um baixo LD (r?= 0,20 proximo de 1.320 pb), importantes
associacdes significativas para o conteudo de carotenoides foram relatadas na
mandioca (ESUMA et al., 2016).

Conhecer a magnitude do LD é importante, pois essa informacgéo
estabelece a quantidade de marcas necessérias para a realizacao de diversos
estudos, incluindo os estudos de associagao e de selecao assistida (GRENIER
et al.,, 2015; ESUMA et al.,, 2016). Além disso, o LD pode diferir entre
populacbes da mesma espécie, sendo influenciado pelo tamanho e
complexidade do genoma, padrbes de recombinacdo do genoma, estrutura
populacional, sistema reprodutivo da espécie, processos de domesticacdo e
melhoramento (CHING et al., 2002; MATHER et al., 2007; WURSCHUM et al.,
2013). Por exemplo, populacfes oriundas de melhoramento, apresentam LD
com alcance de 100-500 kb em linhagens endogamicas de milho (CHING et al.,
2002). Em espécies cultivadas de arroz (O. japonica) proveniente de regides
temperadas o LD foi mais elevado (>500 kb), em comparacdo com variedades
provenientes de regides tropicais (150 kb) e de espécies de O. indica (75 kb)
(MATHER et al.,, 2007). Esses resultados indicam que o0s processos de
melhoramento e a domesticagdo podem interferir fortemente no

comportamento do LD.
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Em plantas aldgamas, a exemplo do milho, o LD depende muito do tipo
de populacdo estudada, mas basicamente possui baixa extensdo, devido ao
maior tamanho do genoma e a alta taxa de recombinacdo, além da grande
mobilidade existente no genoma desta espécie (pela a¢do de transposons e
retrotransposons) (GUPTA et al., 2005). Assim, a extensdo do LD em milho é
tida como baixa, com rapido decaimento ao longo das distancias fisicas entre
locos e com alcance variando, na maioria das populacdes, entre 1,0 e 10,0 kb
(LU et al., 2012; TRUNTZLER et al., 2012). Além disso, o decaimento é mais
rapido em regides propensas a recombinacao (hotspots), como observado por
Wirschum et al. (2013), na cultura do trigo, em que foi verificada diferencas
nas medidas do LD ao longo do genoma.

Além dos fatores mencionados anteriormente que afetam o poder de
deteccdo da analise GWAS, a densidade de marcadores é outro fator crucial
(LIPKA et al., 2015). A extensao do LD determina a densidade de marcadores
necessaria para uma resolucdo de mapeamento eficiente. Se o LD decai em
uma distancia curta, a resolucdo do mapeamento tende a ser elevada,
entretanto, € necessaria uma grande densidade de marcadores moleculares,
amplamente distribuidos no genoma, para potencializar a resolugcdo do
mapeamento. Por outro lado, se o LD se estender por uma longa distancia, a
resolucdo de mapeamento tende a ser baixa, mas um numero relativamente
pequeno de marcadores sera necessario (GRADY et al., 2011; ZHU et al.,
2008). No presente estudo utilizou-se uma densidade média de marcadores
SNPs (25.597 SNPs), que mesmo apés o controle de qualidade dos dados
gendmicos, apresentou uma ampla representatividade do genoma da
mandioca, com uma distribuicdo de 1 SNP a cada 22.1 Mb.

A captacdo de efeitos genéticos associados a determinadas
caracteristicas agrondmicas, também depende do tamanho e da
representatividade da populacdo de mapeamento. Uma populacdo com
tamanho reduzido pode levar a falsos positivos (BRACHI et al.,, 2011),
principalmente ao se tratar de uma caracteristica multigénica complexa, tal
como a tolerancia a seca. No entanto, o uso de genoétipos contrastantes, com
diferentes niveis de tolerancia a seca, e com origens diferentes, propicia uma

estrutura populacional diversa, compensando o tamanho populacional reduzido
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e garantindo a diversidade da populacdo avaliada. Embora a populagdo de
mapeamento avaliada no presente estudo seja considerada pequena, 0s
genatipos utilizados comp&em um amplo painel de diversidade genética para a
tolerancia ao déficit hidrico, sendo composta por variedades com diferentes
niveis de tolerancia a seca e origens diversas. Em outras culturas, como milho
e Arabidopsis, a ampla diversidade genética capturada pelo painel de
genatipos estudados, ainda que apresentando tamanho populacional reduzido,
foi eficiente na deteccao de regides gendmicas relacionadas a eficiéncia do uso
de nitrogénio e a floracdo (no milho e em Arabidopsis, respectivamente)
(ATWELL et al.,, 2010; MOROSINI et al.,, 2017). Algumas dessas regides ja
foram mencionadas na literatura, evidenciando a efetividade dessa analise e a
importancia dessas regides para o controle genético destas caracteristicas
(ATWELL et al., 2010).

Neste painel de 49 gendtipos de mandioca foi possivel identificar 54
associacfes marcador-fenétipo, sendo 48 SNPs distribuidos entre todos os
cromossomos da mandioca. Quatorze SNPs estdo associados aos fenotipos
em condicao de estresse hidrico, a maioria com efeito positivo sobre o fendétipo,
14 associados a tolerancia a seca e 17 associados a estabilidade da toleréncia
a seca. O SNP S4 21615445 foi associado a caracteristica PPA tanto no
ambiente 2014 quanto no multiambiente em condi¢cdes de sequeiro, bem como
foi associado ao indice de tolerancia a seca para a mesma caracteristica.
Possivelmente a identificacdo destas dezenas de regides genbmicas
associadas a caracteristicas agrondmicas relacionados a tolerancia a seca,
ocorreu devido a analise multiambiente dos experimentos. Por outro lado, isso
resultou na instabilidade na deteccdo de SNPs entre as condi¢cdes avaliadas
(irrigada e sequeiro). Nos experimentos irrigados foram detectados SNPs
significativos apenas para DMC, porém houve uma consisténcia nos
resultados, pelo fato de haver SNPs comuns nos dois anos de avaliagao.

Nos experimentos irrigados, houve uma alta correlagdo genética (0,74)
entre os anos de avaliagdo, além de uma maior coincidéncia no ranqueamento
dos genotipos, em comparagdo com 0S experimentos de sequeiro, que
apresentam uma baixa correlacdo genética entre os anos de avaliagdo, com

variacdo de 0,22 (PPA) a 0,29 (DMC), além da menor coincidéncia no
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ranqueamento dos gendtipos (Material Suplementar S3 e S4). Esses fatos
associados a elevada influéncia ambiental, podem ajudar a explicar a
ocorréncia apenas de marcas especificas por ambiente, na condicdo de
sequeiro. No entanto, para PPA, o SNP S4 21615445 apresentou efeito
especifico e estavel entre os ambientes de sequeiro. Para PPA, houve uma
baixa variancia da interacdo genétipo x ambiente e pouca influéncia dos anos
de avaliacdo nos experimentos de sequeiro. Portanto, estudos GWAS
considerando diferentes condicdes de estresse, possibilitam a identificacdo de
efeitos alélicos em ambientes favoraveis e sobre estresse (MILLET et al.,
2016). De fato, a resisténcia de variedades de milho a aflatoxina, apresentou
baixa consisténcia dos QTLs associados a resisténcia a este caractere entre 0s
diferentes ambientes avaliados (FARFAN et al., 2015).

Anotacéo in silico de SNPs

A identificacdo de regides gendmicas associadas a tolerancia ao déficit
hidrico contribuird para o entendimento dos fatores genéticos envolvidos na
tolerdncia a este estresse abiodtico, além de contribuir no aprofundamento do
conhecimento sobre as regides gendémicas e proteinas relacionadas. Dentre os
transcritos relacionados aos SNPs identificados, alguns estdo envolvidos na
producdo de proteinas envolvidas na tolerdncia a seca, como aquelas
potenciadoras de oxigénio do fotossistema Il, da proteina ziper de leucina
associada ao homeodominio do fator de transcricdo BZIP e ao dominio Apetala
2 (AP2) (LICAUSI et al., 2013; PANTALIAO et al., 2016; GE et al., 2012).
Dentre estes, o dominio Apetala 2 (AP2), relatado na cultura do arroz, esta
relacionado a fatores de transcricdo que desempenham papel no crescimento e
desenvolvimento, bem como em respostas a estimulos ambientais (LICAUSI et
al., 2013; PANTALIAO et al., 2016).

Na cultura do trigo foi identificado um crescente acumulo da proteina
potenciadora de oxigénio do fotossistema Il durante o desenvolvimento dos
grdos em alguns gendtipos submetidos a condigbes de estresse hidrico.
Portanto, essa proteina pode estar relacionada com uma maior resisténcia a

seca nessas plantas (GE et al., 2012). Situacdo similar foi relatada na cultura
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da mandioca, onde essa proteina foi expressa em gendtipos cultivados em
condicOes de estresse hidrico (LOKKO et al., 2007).

A proteina ziper de leucina é um regulador de crescimento e de resposta
a tolerancia a seca em plantas. Essas proteinas sao subunidades do complexo
de proteinas TORC2 (rictor-mTOR), que controlam o crescimento e a
proliferacéo de células em grande parte das plantas (JACINTO et al., 2006). A
proteina Lzipper-MIP pertence a familia bZIP (basic leucine zippers) possuindo
uma série de genes envolvidos na resposta a seca em algumas culturas, a
exemplo do arroz e Arabidopsis (UNO et al., 2000; XIANG et al.; 2008). No
arroz os genes OsbZIP16 e OsbZIP23 sdo os principais responsaveis por
conferir a tolerancia a seca (XIANG et al.; 2008; CHEN, et al., 2012). Em
Arabidopsis foi relatado que a presenca do ziper de leucina associado ao
homeodominio constitui uma familia de fatores de transcricdo que é regulada
em nivel transcricional pela disponibilidade de agua e acido abscisico (DEZAR
et al., 2005). Na mandioca uma andlise de transcriptoma utilizando trés
diferentes gendtipos revelou que muitos genes MebZIP foram ativados devido
ao estresse hidrico, evidenciando o envolvimento desses genes na tolerancia a
seca (HU et al., 2016). Portanto, ha uma grande probabilidade de que os SNPs
préximos aos transcritos relacionados a essas proteinas, estejam associados a
dominios proteicos com funcdo na indugao de tolerancia a seca.

Alguns SNPs também foram relacionados a transcritos envolvidos em
outros estresses, como as proteinas quinase que pertencem a uma importante
familia de proteinas com multiplas funcdes, incluindo respostas a estresses
bidticos e abidticos. Na cultura da mandioca, essas proteinas apresentam
associacado com repeti¢cdes ricas em leucina, conferindo uma maior tolerancia a
doencas (LOUIS & REY, 2015). Ja o dominio Gnk2, frequentemente
encontrado em associagcdo com os dominios quinase, esta relacionado a
respostas ao estresse salino (MIYAKAWA et al.,, 2009) e o dominio CRM
(splicing de RNA de cloroplasto e maturagéo ribossémica), esta envolvido com
0 crescimento e a resposta a estresses abidticos em plantas (LEE et al., 2014).
J4 a proteina LURP1, encontra-se associada a defesa contra patdgenos,
conforme relatado em Arabidopsis (KNOTH & EULGEM, 2008). Portanto, a

identificacdo de transcritos envolvidos nos processos biolégicos relacionados a
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estresses bidticos e abidticos, especificamente aqueles que conferem uma
maior tolerancia a seca, traz uma importante contribuicdo, pois proporcionam
um direcionamento em pesquisas futuras sobre a caracterizacdo funcional dos

genes de interesse.

CONCLUSAO

Em resumo, este € o primeiro estudo sobre a utilizacdo de GWAS
visando a compreensdo da tolerdncia a seca na cultura da mandioca. Foram
identificados SNPs associados a produtividade de raizes, amido e da parte
aérea, assim como para teor de matéria seca, indice de tolerancia a seca e de
estabilidade da tolerancia a seca. Sendo que alguns desses SNPs, encontram-
se préximos a regides gendmicas relacionadas a proteinas envolvidas na
tolerancia a seca, previamente relatadas em outras culturas.

Avancos foram dados na direcdo da compreensdo sobre as variantes
causais em genes candidatos que podem exercer influéncia nos niveis de
tolerdncia ao déficit hidrico. No entanto, ha a necessidade de estudos
complementares direcionados para o re-sequenciamento de genes candidatos,
no mapeamento de QTL, andlise de um painel de germoplasma de mandioca
com um maior numero de gendtipos e validacdo da expressdo dos genes

candidatos.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S1 — Acessos de mandioca avaliados sob condigédo irrigada e néo
irrigada, nos anos agricolas de 2013 e 2014 em Petrolina (PE, Brasil).
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Genotipos Tipo Reacao* Raz&o de selecéo Origem Pais/Estado
9624-09 Melhorado D Alta retencéo de folhas Brasil/Bahia
BGM-0089 Variedade Local D Alta retencéo de folhas Colémbia/Valle
BGM-0096 Variedade Local D Colegdo Semiarido Brasil/-
BGM-0116 Variedade Local T Colegdo Semiarido Brasil/Bahia
BGM-0163 Variedade Local D Colegdo Semiarido Brasil/Bahia
BGM-0279  Variedade Local D Alta retencéo de folhas Brasil/Bahia
BGM-0331 Melhorado D Alta retencéo de folhas Colémbia/Valle
BGM-0360 Melhorado D Alta retencéo de folhas Colémbia/Valle
BGM-0541  Variedade Local D Alta retencéo de folhas Brasil/Bahia
BGM-0598 Variedade Local T Alta retencdo de folhas Brasil/Rio Grande do Sul
BGM-0785  Variedade Local D Alta retencéo de folhas Brasil/Bahia
BGM-0815 Variedade Local D Coleg&o Semiérido Brasil/Alagoas
BGM-0818 Variedade Local D Coleg&o Semiérido Brasil/ Sergipe
BGM-0856 Variedade Local D Colecao Semiarido Brasil/Sergipe
BGM-0876 Variedade Local S Alta retencdo de folhas Brasil/Para
BGM-0908 Variedade Local S Alta retencdo de folhas Coldmbia/Valle
BGM-1171  Variedade Local D Alta retencdo de folhas Brasil/Para
BGM-1195 Variedade Local D Alta retencdo de folhas Brasil/ -
BGM-1482  Variedade Local D Colecao Semiarido Brasil/Bahia
BGM-2020 Variedade Local D Alta retencdo de folhas Brasil/Bahia
Branquinha  Variedade Local D Variedade produtiva Brasil/Pernambuco
BRS A. Burro Melhorado T Tolerante a seca Brasil/Piaui
BRS Dourada Melhorado D Variedade produtiva Brasil/Bahia
BRS Formosa Melhorado T Tolerante a seca Brasil/Bahia
BRS G. Ovo Melhorado T Tolerante a seca Brasil/Amazonas
BRS Kiriris Melhorado T Tolerante a seca Brasil/Bahia
Cacau Variedade Local S Alta retencdo de folhas Brasil/Pernambuco
Cachimbo  Variedade Local S Alta retencdo de folhas Brasil/Pernambuco
Do Céu Variedade Local T Tolerante a seca Brasil/Pernambuco
E. Ladrdo Variedade Local T Tolerante a seca Brasil/Piaui
Eucalipto Variedade Local D Alta retencdo de folhas Brasil/Parana
GCP-001 Melhorado T Tolerante a seca Coldmbia/Valle
GCP-009 Melhorado T Tolerante a seca Coldmbia/Valle
GCP-014 Melhorado T Tolerante a seca Coldmbia/Valle
GCP-020 Melhorado T Tolerante a seca Coldmbia/Valle
GCP-025 Melhorado T Tolerante a seca Coldmbia/Valle
GCP-043 Melhorado T Tolerante a seca Coldmbia/Valle
GCP-046 Melhorado T Tolerante a seca Coldmbia/Valle
GCP-095 Melhorado T Tolerante a seca Coldmbia/Valle
GCP-128 Melhorado T Tolerante a seca Coldmbia/Valle
GCP-179 Melhorado T Tolerante a seca Coldmbia/Valle
GCP-190 Melhorado T Tolerante a seca Coldmbia/Valle
GCP-194 Melhorado T Tolerante a seca Coldmbia/Valle
GCP-227 Melhorado T Tolerante a seca Coldmbia/Valle
GCP-374 Melhorado T Tolerante a seca Coldmbia/Valle
Mani Branca Melhorado D Alta retencédo de folhas Brasil/Parana
NG-310 Melhorado D Alta retencdo de folhnas  Brasil/Distrito Federal
Paulo Rosa Variedade Local S Alta retencdo de folhas Brasil/Bahia
Sacai Variedade Local T Tolerante a seca Brasil/Bahia

*D — Desconhecido; S — Susceptivel; T — Tolerante.
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Tabela S2 — Anélise do desequilibrio de ligacdo avaliado em 49 gendtipos de
mandioca.

Pares de SNPs com

Cromossomo Numero de SNPs Média do r2* 72 > 0,20 (%)

1 2260 0,045 8,23
1729 0,042 4,91

3 1789 0,048 7,2

4 1318 0,045 3,79

5 1505 0,044 4,43

6 1530 0,042 4,39

7 1120 0,046 3,64

8 1312 0,044 3,64

9 1357 0,049 5,00
10 1365 0,041 3,59
11 1495 0,046 4,74
12 1137 0,049 4,11
13 1211 0,051 4,86
14 1589 0,049 6,35
15 1597 0,046 5,27
16 1134 0,050 4,31
17 954 0,046 3,58
18 1195 0,055 3,64
Média 1422 0,047 4,76

*r2= coeficiente de correlagdo
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Tabela S3- Ranqueamento dos 49 gendtipos de mandioca com base na
produtividade das caracteristicas avaliadas sob condi¢cdo de irrigada e de
sequeiro em 2013.

L PTR L PPA L DMC L PAMD
Genaotipo (u+g) Genaotipo (u+g) Genotipo (u+g) Genaotipo (u+g)
Condigéo irrigada - 2013
BRS Formosa 73,2 BGM-0541 34,5 Sacai 36,8 BRS Formosa 20,5
GCP-001 54,0 Sacai 23,4 GCP-374 35,6 GCP-001 15,7
BRS Dourada 52,7 BGM-0116 23,3 BRS A.Burro 35,2 BRS Kiriris 14,4
BRS Kiriris 49,7 BGM-0815 22,6 GCP-194 35,0 BRS Dourada 12,1
GCP-009 42,8 BRS Dourada 21,5 BGM-2020 34,1 GCP-009 11,8
BGM-0163 39,0 BGM-0360 21,0 BGM-1171 33,8 BGM-0163 11,2
BGM-0785 38,9 GCP-194 20,3 GCP-046 33,7 Mani Branca 11,0
Mani Branca 38,7 BRS Formosa 20,1 BGM-0876 33,6 BGM-0815 10,6
BGM-0815 38,0 BGM-1482 19,6 GCP-043 33,5 GCP-190 9,9
BGM-0360 36,4 BGM-0598 18,8 BRS Kiriris 33,5 BGM-0360 9,5
GCP-190 35,0 Mani Branca 18,8 GCP-095 33,5 BGM-0785 9,2
BGM-0598 33,8 9624-09 17,4 GCP-001 33,4 BGM-0598 9,0
BGM-1482 33,6 GCP-009 17,1 BGM-0116 33,4 9624-09 8,9
GCP-020 32,9 BGM-0908 16,2 BGM-0856 33,3 BGM-1482 8,8
BGM-1195 31,8 BGM-1195 16,1 Branquinha 33,1 GCP-043 8,8
9624-09 31,7 GCP-001 15,8 BGM-0163 33,1 GCP-020 8,6
BGM-0908 31,4 BGM-0163 15,8 Mani Branca 33,0 BGM-0908 8,6
GCP-043 30,1 BGM-0331 15,7 GCP-014 32,9 Branquinha 8,0
BGM-0096 29,3 BGM-0279 15,6 GCP-190 32,8 Sacai 7,7
Branquinha 28,4 GCP-046 15,5 9624-09 32,6 GCP-095 7,7
Condicéo irrigada - 2014

GCP-001 39,1 Mani Branca 47,5 BGM-0163 33,8 GCP-001 10,5
Mani Branca 37,1 BGM-0598 43,9 GCP-194 33,6 Mani Branca 10,0
BRS Formosa 35,9 Cacau 41,0 GCP-374 33,4 GCP-043 9,6
GCP-043 35,3 BGM-0116 38,4 BRS A.Burro 33,3 BRS Formosa 9,5
GCP-009 33,3 9624-09 35,9 Branquinha 33,0 GCP-009 8,6
BRS Dourada 28,5 GCP-009 35,0 9624-09 32,9 BGM-0360 7,7
BGM-0360 27,7 GCP-194 34,5 BGM-0876 32,9 9624-09 7,2
GCP-020 26,0 Sacai 34,4 BGM-0116 32,8 GCP-020 6,6
E. Ladréo 25,3 BGM-0541 34,1 Cacau 32,7 BRS Dourada 6,5
BGM-0096 25,2 GCP-001 34,1 GCP-227 32,7 GCP-025 6,5
9624-09 24,9 BGM-0360 33,7 BGM-2020 32,6 BGM-0096 6,5
NG-310 24,1 GCP-025 33,5 GCP-095 32,6 GCP-194 6,4
BRS Kiriris 23,6 GCP-043 30,7 BGM-0908 32,5 E. Ladrao 6,3
GCP-025 23,2 BGM-1195 30,3 BGM-0360 32,5 BRS Kiriris 6,3
GCP-190 22,6 BGM-0908 30,2 Sacai 32,5 GCP-190 6,2
Cacau 22,0 BGM-0815 29,6 GCP-025 32,4 Cacau 6,1
BGM-0598 22,0 NG-310 29,4 GCP-046 32,4 BGM-0908 6,1
GCP-194 21,8 BGM-1482 28,2 BGM-0598 32,2 BGM-0598 6,1
BGM-0908 21,7 BRS G. Ovo 28,2 BGM-0815 32,1 NG-310 55

BGM-1482 19,3 BRS Dourada 27,7 BRS G. Ovo 32,0 BGM-1482 52
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Tabela S4- Ranqueamento dos 49 genotipos de mandioca avaliados com base
na produtividade das caracteristicas avaliadas sob condicdo de irrigada e de
sequeiro em 2013.

- PTR . PPA - DMC - PAMD
Genaotipo (u+g) Genotipo (u+g) Genaotipo (u+g) Genotipo (u+g)
Condicao de sequeiro - 2013
BRS Formosa 21,8 GCP-009 10,0 BGM-0116 29,7 BRS Formosa 5,7
BGM-0279 11,1 BGM-0815 9,9 BGM-0815 29,2 BGM-0815 2,7
BGM-0815 10,2 BGM-0541 9,8 BGM-0163 28,5 BGM-0163 25
GCP-020 10,1 BGM-0279 9,7 GCP-128 28,4 BGM-0116 25
BGM-0163 9,6 BGM-1195 9,7 GCP-374 28,3 GCP-020 2,4
E. Ladrao 9,6 BGM-0598 9,4 Sacai 28,2 BGM-0279 2,3
9624-09 9,3 BGM-0116 8,7 BRSFormosa 27,9 E.lLadréo 2,2
GCP-009 8,7 E. Ladrdo 8,6 BGM-0876 26,0 GCP-374 2,0
Cacau 8,5 BGM-0360 8,5 Cacau 25,6 Sacai 2,0
BGM-0598 8,3 BGM-0163 8,3 GCP-194 25,5 Cacau 2,0
GCP-374 8,1 GCP-043 8,3 BRSG.Ovo 24,6 GCP-009 1,8
BGM-1482 8,0 Sacai 8,0 BGM-2020 24,4 9624-09 1,7
Sacai 7,8 Cacau 8,0 BGM-0360 24,1 BGM-0876 1,7
BGM-0876 7,6 NG-310 8,0 BGM-0279 23,9 GCP-025 1,6
GCP-190 7,6 BGM-0908 7,8 BGM-1171 23,8 BGM-1195 1,6
GCP-001 7,5 BRS G.Ovo 7,8 GCP-009 23,8 BGM-0598 1,6
BGM-1195 7,4 BGM-0876 7,8 E.lLadrao 23,8 GCP-001 14
GCP-025 7,4 Mani Branca 7,7 GCP-025 23,6 GCP-190 1,4
Branquinha 7,2 GCP-374 7,7 GCP-043 23,6 Branquinha 1.3
BGM-0116 6,8 BGM-0331 7,7 BGM-0598 23,2 BGM-1482 1,3
Condicéo de sequeiro - 2014
BRS Dourada 13,0 Do Céu 26,5 BGM-1171 30,4 BRS Kiriris 2,2
9624-09 10,5 BGM-0541 18,5 Cacau 28,1 9624-09 2,2
BRS Kiriris 10,4 BGM-0360 18,1 BGM-2020 27,5 BRS Dourada 2,0
BGM-0818 10,3 BGM-0116 16,6 GCP-194 27,3 BGM-0815 2,0
Do Céu 9,9 Mani Branca 15,5 Sacai 27,2 Do Céu 2,0
BGM-0815 9,6 BGM-0818 15,5 BRS Kiriris 27,1 BGM-0818 1,9
BGM-0096 9,0 9624-09 15,3 GCP-374 27,0 BGM-0096 1,8
BGM-0360 8,0 GCP-025 14,6 GCP-025 26,9 GCP-025 1,7
Mani Branca 7,9 BGM-0598 14,1 Cachimbo 26,8 BGM-0163 1,7
BRS Formosa 7,8 BRS G. Ovo 12,7 GCP-043 26,7 Branquinha 1,6
Branquinha 7,7 GCP-194 12,5 BRS G. Ovo 26,3 BRS Formosa 1,6
GCP-025 7,7 Cachimbo 12,5 BGM-0815 26,2 BGM-0360 1,6
BGM-0876 7,6 Sacai 12,3 Branquinha 26,1 Mani Branca 1,6
BGM-0908 7,5 Cacau 12,2 GCP-046 26,0 BGM-0876 15
BRS A. Burro 7,3 BRS Dourada 12,0 GCP-179 25,8 BGM-0598 15
BGM-0598 7,1 BGM-0096 11,9 BGM-0163 25,8 BRS A. Burro 15
GCP-001 7,1 BGM-0908 11,6 GCP-227 25,5 BGM-0908 14
GCP-179 6,6 BGM-0331 11,2 GCP-128 25,4 GCP-001 14
BGM-0163 6,5 BRSA.Burro 11,1 GCP-014 25,3 GCP-179 14

E. Ladrdo 6,5 BGM-0163 11,1 BGM-0598 25,2 E. Ladréo 1,3




119

Tabela S5 - Anotacdo funcional in silico dos SNPs (Single Nucleotide
Polymorphism) associados as caracteristicas teor de matéria seca em
genaotipos de mandioca para a condicao irrigada avaliadas em 2013 e 2014,

SNP Transcrito D(pb)

Descricao

S1_28193620 Manes.01G182700.1 O
Manes.01G182800.1 3204
Manes.01G182900.1 4544

S12_25684461Manes.12G110800.1 6466

Manes.12G110900.1 3724

Manes.12G111000.1 2437
Manes.12G111100.1 1761
S17_3366403 Manes.17G012000.1 5514

Manes.17G012100.1 O

S9 21799548 Manes.09G098500.1 6771
Manes.09G098600.1 4654
Manes.09G098700.1 3575

S13 26038260Manes.13G132200.1 6545
Manes.13G132300.1 3972
Manes.13G132400.1 O

Manes.13G132500.1 4852
Manes.13G132600.1 6897
Manes.13G132700.1 9541

S15 9075007 Manes.15G120100.1 4299
Manes.15G120200.1 1432
Manes.15G120300.1 O
Manes.15G120400.1 3158

pectinesterase/pectinesterase inhibitor 34-related

scarecrow-like protein 32
transcriptional regulator of rna polii, saga, subunit
(saga-tadl)
peroxidase 35-related
ps-locus glycoprotein domain (s_locus_glycop); d-
mannose binding lectin (b_lectin); protein tyrosine
kinase (pkinase_tyr)
probable lipid transfer (Itp_2)
rop guanine nucleotide exchange factor 7
nuclear autoantigenic sperm protein nasp -related
btb/poz domain (btb); pf03000- nph3 family (nph3)
cold-regulated 413 plasma membrane protein 1-
related
Photosystem Il oxygen-evolving enhancer protein 1
(psbO)

DNA replication licensing factor MCM3 (MCM3

Eukaryotic cytochrome b561 (Cytochrom_B561)
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Tabela S6 - Anotacdo funcional in silico dos SNPs (Single Nucleotide
Polymorphism) associados a caracteristica produtividade de raizes, amido e
parte aérea, bem como teor de matéria seca em genétipos de mandioca para a
condicao de sequeiro avaliadas em 2013, 2014 e pela andlise multiambiente.

SNP Transcrito D(pb) Descricao
S1 18594607 Manes.01G063400.1 7520 LURP-one-related (LOR)
Manes.01G063500.1 4212 LURP-one-related (LOR)
E3 ubiquitin ligase involved in syntaxin
Manes.01G063600.1 651 degradation; Rab6 GTPase-interacting protein
involved in endosome-to-TGN transport
S2 4054519 Manes.02G053100.1 6873 Glycogen phosphorylase / Polyphosphorylase
Manes.02G053200.1 O C2H2-like zinc finger protein-related
Manes.02G053300.1 4780 -
Manes.02G053400.1 7400 -
S3 5509517 Manes.03G058200.1 2816 -
Manes.03G058300.1 1972 -
Manes.03G058400.1 O Exostosin family protein
S15 7659343 Manes.15G102700.1 13746 enoyl- (fabl)
Manes.15G102800.1 O AP2 domain (AP2); B3 DNA binding domain (B3)
Manes.15G102900.1 7263 oligopeptide transporter-related
S16 5925755 Manes.16G042900.1 968 NAD(P)-binding rossmann-fold superfamily protein
Manes.16G043000.1 622 -
S3 3056452 Manes.03G037700.1 5562 Uncharacterized protein (K06889)
Phospholipid:diacylglycerol acyltransferase / PDAT
Manes.03G037800.1 2979 // Diacylglycerol O-acyltransferase / Diglyceride
acyltransferase
Small subunit ribosomal protein S15Ae (RP-
S4_3558714 Manes.04G031400.1 3895 S15Ae, RPS15A)
Manes.04G031500.1 8237 histone H2B (H2B)
S14_6078279 Manes.14G074500.1 10221 ' omeobox domain (Homeobox) /PFO2183 -
- Homeobox associated leucine zipper (HALZ)
Manes.14G074600.1 8352 -
Manes.14G074700.1 0 ATP-dependent CLP protease.proteolytlc subunit
6, chloroplastic
S4_ 5993266 Manes.04G043500.1 4498 Transferred entry: 2.3.1.234LinksB M
Manes.04G043600.1 11301 CRS1/YhbY (CRM) domain (CRS1_YhbY)
S7 20574171 Manes.07G0875001 0 Diphosphomevalonate decarboxylase /
- Mevalonate pyrophosphate decarboxylase
Manes.07G087600.1 649 -
4,5-9,10-diseco-3-hydroxy-5,9,17-trioxoandrosta-
Manes.07G087700.1 5744 1(10),2-diene-4-oate hydrolase
S11_ 4654140 Manes.11G048600.1 O Transcriptional regulator
S13_23968102Manes.13G112800.1 9968 N-terminal acetyltransferase
Manes.13G112900.1 5905 Casein kinase ii subunit alpha, chloroplastic
S4 21615445 Manes.04G077900.1 O Nuclear pore complex protein Nup188 (NUP188)




121

Tabela S7 - Anotacdo funcional in silico dos SNPs (Single Nucleotide
Polymorphism) com associac¢ao significativa para o indice de tolerancia a seca
com base nas caracteristicas produtividade de amido e da parte aérea, e teor
de matéria seca em genoétipos de mandioca avaliados em experimentos
irrigado e sequeiro em 2013, 2014 e em analise multiambiente.

SNP

Transcrito

D(pb) Descricao

S4_3015131

S14_6039650

S18 2494095

S4_21615445
S5_1282566

S11_4654140
S14_23407800
S15_3918053

S16_21272865
S7_24121759

S8_32094464

S9_10268397

S12_25167807

Manes.04G028000.1
Manes.04G028100.1
Manes.14G074100.1

Manes.14G074200.1

Manes.18G026500.1
Manes.18G026600.1
Manes.18G026700.1
Manes.04G077900.1
Manes.05G017400.1
Manes.05G017500.1
Manes.05G017600.1
Manes.11G048600.1
Manes.14G169700.1
Manes.15G052400.1
Manes.15G052500.1
Manes.15G052600.1
Manes.16G066600.1
Manes.07G112600.1
Manes.07G112700.1
Manes.07G112800.1
Manes.07G112900.1
Manes.08G157800.1
Manes.08G157900.1
Manes.08G158000.1
Manes.08G158100.1
Manes.08G158200.1

Manes.08G158300.1 12762

Manes.09G073100.1
Manes.09G073200.1
Manes.12G109000.1

Manes.12G109100.1

103 -
4418 respiratory burst oxidase homolog protein h-related
8209 oligopeptide transporter-related
Protein tyrosine kinase (Pkinase_Tyr); Leucine rich
repeat N-terminal domain (LRRNT_2)
0 leucine-rich repeat protein kinase-like protein
927 50S ribosomal protein L27
4370 IMP-GMP specific 5-nucleotidase, putative-related
0 nuclear pore complex protein Nup188 (NUP188)

8005

1605 RNA recognition motif-containing
0 -
753 3-KETOACYL-COA synthase 1-related

0 transcriptional regulator
0 genomic DNA, chromosome 3, P1 cloNE: MRC8
8436 -

7618 -

0 WDA40 repeat protein mucilage-modified 1
5187 dehydration-responsive protein RD22
7437 PPR repeat (PPR) // PPR repeat family

0 -

4510 mitochondrial transcription

7444 F19K23.4 protein-related

8291 RING finger domain-containing
2261 non-specific phospholipase C3-related
1211 membrane lipoprotein-related

0 NPH3 family (NPH3)

2199 deoxyribonuclease TATDN3-related
P-LOOP containing nucleoside triphosphate
hydrolases superfamily protein

3284 -
2550 -
0 transducin (beta)-like 1 (TBL1)

4445 ;
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Tabela S8 - Anotacdo funcional in silico dos SNPs (Single Nucleotide
Polymorphism) com associagcado significativa para o indice de estabilidade da
tolerancia a seca com base nas caracteristicas produtividade de parte aérea e
teor de matéria seca em gendtipos de mandioca avaliados em experimentos
irrigados e de sequeiro em 2014,

SNP Transcrito D(pb) Descricao
F-box and leucine-rich repeat protein 2/20
S5 5857490 Manes.05G077300.113628 (FBXL2_ 20)
Manes.05G077400.1 5851 -
Manes.05G077500.1 0

S5_7261808 Manes.05G088700.1 7197 -
Manes.05G088800.1 0 Threonine-tRNA ligase / Threonyl-tRNA synthetase
serine/threonine-protein phosphatase 2A
S6_18511652 Manes.06G070500.1 0 regulatory subunit A (PPP2R1)
Manes.06G070600.1 1733 protein plant cadmium resistance 11-related
Manes.06G070700.1 7805 -
Manes.06G070800.1 9207 -

Plant protein of unknown function (DUF868)
(DUF868)

Manes.06G070900.1 9262 bZIP transcription factor
S12 552437 Manes.12G005000.111815 protein phosphatase 2C 33-related
Manes.12G005100.1 O cytosine deaminase
basic leucine zipper and W2 domain-containing

Manes.12G005200.1 5114

protein
S3 27980858 Manes.03G197400.1 9230  3-hydroxybutyryl-CoA dehydratase / Crotonase
Manes.03G197500.1 O fanconi anemia group | protein (FANCI)
Manes.03G197600.1 369 dynein light chain LC8-type (DYNLL)
Manes.03G197700.113055 dynein light chain LC8-type (DYNLL)

S3_26997330 Manes.03G183000.1 6687 -
ATP-dependent NAD(P)H-hydrate dehydratase /

Manes.03G183100.1 60 ATP-dependent H(4)NAD(P)OH dehydratase
Manes.03G183200.1 188 nuclear transcription factor Y, gamma (NFYC)
Manes.03G183300.1 3280 aluminum induced protein with ygl and Irdr motifs

S6 24608698 Manes.06G141300.1 7799 Phosphoglucomutase (glucose-cofactor) / Glucose-

— 1-phosphate phosphotransferase

Manes.06G141400.111781 fructokinase 1

S7_3279854 Manes.07G034000.111613 polyadenylate-binding protein 2 (PABPN1, PABP2)
Manes.07G034100.1 0 Salt stress .responge/an.tlfungal (Stress—antlfung);

Protein tyrosine kinase (Pkinase_Tyr)

S11 4654140 Manes.11G048600.1 O transcriptional regulator
S11 2699771 Manes.11G031600.1 668 DNA repair protein RadA/Sms (sms, radA)
Manes.11G031700.1 O 6-phosphofructokinase 1-related

mitochondrial-processing peptidase subunit alpha

Manes.11G031800.111250 (PMPCA, MAS2)

S12 5681456 Manes.12G062600.1 0 F-box associated (FBA 1) // F-box-like (F-box-like)

S10 24780638 Manes.10G136500.1 O RNA polymerase sigma factor SIGD, chloroplastic

Leucine Rich Repeat (LRR_1 e LRR_8) and N-

Manes.10G136600.1 4302 terminal domain (LRRNT_2)

S6_18122549 Manes.06G067200.1 O pentatricopeptide repeat-containing protein
Manes.06G067300.1 6788 uncharacterized DUF292

S10_24426293 Manes.10G132400.1 993 ~ Pasic helx-loop-helix (BHLH) DNA-binding

- superfamily protein-related

Manes.10G132500.1 1598 -
Manes.10G132600.1 2390 mitogen-activated kinase

S16 21413646 Manes.16G067500.1 0 transcriptional corepressor leunig
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CONSIDERACOES FINAIS

A identificacdo das caracteristicas mais importantes e o estabelecimento
de modelos preditivos para produtividade de raizes na cultura da mandioca em
condicbes de irrigacdo normal e sob déficit hidrico representam uma
ferramenta importante para os programas de melhoramento genético da
cultura, para avaliacdo do germoplasma e populacdes segregantes. Quatro
caracteristicas foram selecionadas como mais importantes para predicdo da
produtividade total de raizes (PTR), sendo duas fisiologicas: Area abaixo da
curva de progressao da expansado das folhas com base no indice de area foliar
(AACP.IAF) e Numero de folhas mensurado no oitavo més (NF.8); e duas
agronémicas: Numero de raizes por planta (NRP) e Produtividade da parte
aérea (PPA).

Na condicdo irrigada, a selecdo das caracteristicas mais importantes
resultou no melhor ajuste dos modelos, sendo GLMSS; ELM; e PLS os
modelos que apresentaram maior confiabilidade de predigéo de acordo com os
valores de r% > 0,75 com RMSE variando entre 0,49 e 0,51 na condicdo
irrigada. Ja na condicdo sob déficit hidrico o grupo Fisio+Agro-Sel, mesmo
grupo para a condicao irrigada, apresenta as variaveis com melhor capacidade
de predicdo da produtividade de raiz, no entanto os valores de r2 (0,56 para os
modelos ELM e PLS; 0,58 para os modelos GLMSS e SVM), sao
intermediéarios, indicando que os modelos estdo ajustados mas que ainda
podem ser melhorados. Vale ressaltar que os valores intermediarios de 72 em
condicdo de déficit hidrico sdo principalmente, devido a grande variacéo
climatica em ambientes submetidos a estresses.

O mapeamento associativo propiciou a identificacdo de 54 SNPs
significativamente associados as quatro caracteristicas avaliadas, bem como
para o indice de tolerancia a seca e de estabilidade da tolerancia, localizados
em 48 loci em diferentes cromossomos, considerando ambientes especificos e
multiambientes. Esses SNPs estdo proximos a 120 transcritos, previamente
identificados, dos quais 90 ja foram previamente descritos e 24 possuem
anotacao funcional conhecida. Sendo que alguns desses SNPs estdo proximos

a regibes gendmicas relacionadas a proteinas envolvidas com uma maior
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tolerdncia a seca, ja relatadas em outras culturas, a exemplo do dominio
Apetala 2 (AP2); da proteina potenciadora de oxigénio do fotossistema Il; da
proteina ziper de leucina; da ziper de leucina associada ao homeodominio e do
fator de transcricdo BZIP. Representando um avanco significativo para estudos
de mapeamento associativo para déficit hidrico na cultura da mandioca.
Portanto, o presente estudo apresentou informacgdes relevantes que servirdo de
auxilio para futuros estudos visando a compreensdo da tolerancia a seca na
cultura da mandioca, tanto para estudos de mapeamento associativo, quando

para estudos visando predi¢do da produtividade de raizes.



