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Resumo
Entre os diferentes patégenos de mandioca (Manihot esculenta
Crantz), o complexo Passalora spp., é o mais frequente em todo

o mundo. Trés doencas compdem este complexo: (i) queima das
folhas (BILS) causada por P. vicosae, (ii) mancha parda (BLS),
causada por P. henningsii e (iii) mancha branca (WLS), causada por

P. manihotis. Varias estratégias podem ser usadas para reduzir as
perdas, sendo o uso de cultivares resistentes o mais eficaz. Sendo
assim, o objetivo deste trabalho foi propor uma nova metodologia
para a selecdo de acessos de mandioca resistentes a BILS, BLS e
WLS, com base em nota maxima de doenca observada (MaSDN).
Um total de 244 genétipos de mandioca foi avaliado quanto a
resisténcia a Passalora spp., em condicdes de campo. A severidade
para BILS e BLS foi avaliada com uma escala de notas de O a 5, e
para WLS com escala de notas de O a 6 (‘O’: auséncia de sintomas
e ‘b’ ou ‘6": desfolha completa). Diferencas na resisténcia dos
gendtipos foram encontradas, incluindo a presenca de hibridos
com resisténcia multipla e gendtipos suscetiveis as trés doencas.

" Pesquisador da Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas - BA
2 Bolsista de P6s-Doutorado, Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas - BA



A metodologia de MaSDN foi eficiente na avaliacdo de uma grande
quantidade de gendtipos, em um curto espaco de tempo.

Palavras-chave: escala de notas, queima das folhas, mancha parda,
mancha branca.



Fast screening methodology
for the assessment of
cassava resistance to the
Passalora spp. disease
complex

Abstract

Among the several pathogens of cassava (Manihot esculenta Crantz),
the Passalora spp. complex is by far the most frequent worldwide.
Three different diseases make up this complex: (i) blight leaf spot (BILS)
caused by P. vicosae, (ii) brown leaf spot (BLS) caused by P. henningsii
and (iii) white leaf spot (WLS) caused by P. manihotis. Different
strategies can be used to reduce losses, but resistant cultivars are the
most effective. Therefore, the objective of this work was to propose a
new methodology to screen cassava germplasm for resistance to BILS,
BLS and WLS, based on a single score of the maximum disease rate
(MaSDN). A total of 244 cassava genotypes were evaluated for the
resistance to the Passalora spp. diseases, in the field conditions. Disease
severity for BILS and BLS was accessed with an arbitrary scale from O
to 5, and WLS with a scale ranging from O to 6 (‘O’": no symptoms and
‘5’ or ‘6": complete defoliation). Differences in resistance of genotypes
to all disease were found, including the presence of hybrids with multiple
disease resistance and genotypes susceptible to all diseases. Evaluations
based on the MaSDN supports the screening for resistance of a broad
amount of genotypes, in a short time.

Keywords: rate scale, blight leaf spot, brown leaf spot, white leaf spot.
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Introducao

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é um dos recursos
alimentares mais importantes para paises do continente Africano,
da América Latina e paises asiaticos, como é o caso da Nigéria,
Brasil e Indonésiae atualmente esta em expansao (FAQO, 2013).
Esta cultura é um alimento basico para seres humanos e

animais, sendo utilizada como uma fonte de matéria prima para a
producdo de amido, farinha, etanol e biopolimeros nos paises em
desenvolvimento (ARYEE et al., 2006; SUPPAKUL et al., 2012).
No entanto, a producdo de mandioca é fortemente limitada por
restricoes fitossanitdrias, tais como insetos e doencas. Estima-se
que mais de 30 diferentes agentes patogénicos possam afetar as
plantas de mandioca, tendo alguns, maior ou menor importancia
econbmica.

Dentre as principais doencas da parte aérea da mandioca estao

a bacteriose, a antracnose e o superalongamento, ndao sé pela
reducao da produtividade de raizes das plantas afetadas, bem
como, pela reducao do rendimento do material de plantio.

Apesar da importancia secundaria, o complexo Passalora spp. da
mandioca, que engloba as doencas chamadas anteriormente de
“cercosporioses”, é o mais frequente em todo o mundo (WYDRA;
VERDIER, 2002; BANITO et al., 2007). Trés doencas diferentes
compreendem este complexo: queima das folhas (BILS) causada
por Passalora vicosae Mull. & Chupp, mancha parda (BLS), causada
por P. henningsii Allesch. e mancha branca (WLS), causada

por P. manihotis Stevens & Solheim. Sob condicGes favoraveis
estas doencas podem causar perdas de até 25% na producao de
mandioca (BANITO et al., 2007).

Além disso, estas doencas quando nao contribuem para a reducao
do rendimento final da raiz sdo importantes por limitarem a
utilizacdo de folhas e caules de mandioca para a alimentacéao
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animal, uma vez que, ocasionam perdas da qualidade da parte
aérea, podendo levar a desfolha parcial ou completa da planta.

Diferentes estratégias de manejo podem ser utilizadas para evitar
perdas com as doencas da parte aérea, e o uso de cultivares
resistentes aos diferentes patégenos é a mais eficaz no sistema de
producdo de mandioca. Na avaliacao da resisténcia de plantas, o
método de avaliacdo deve ser confidvel, consistente e reprodutivel,
além de rapido e féacil de usar, deve ser também diferencial e
aplicavel a qualquer estagio da doenca. Basicamente, existem duas
maneiras diferentes de avaliar o nivel de doencas da parte aérea:
as escalas percentuais (ou escalas diagramaticas) e as escalas
arbitrarias; nessa ultima, a nota é atribuida a cada nivel da doenca.
Para avaliar a resisténcia de mandioca em condicées de campo é
comum o uso de algumas escalas arbitrarias (FOKUNANG et al.,
2000; WYDRA; VERDIER, 2002).

O objetivo deste trabalho foi propor uma nova metodologia para
selecao de resisténcia a BILS, BLS e WLS, com base em uma uUnica
nota maxima da doenca (MaSDN), além de compreender melhor a
distribuicdo da resisténcia entre as diferentes variedades e hibridos
gerados pelo Programa de Melhoramento Genético da Mandioca da

Embrapa Mandioca e Fruticultura.

Material e Métodos

Como prova de conceito, para este novo método de avaliacdo, 244
gendtipos de mandioca (variedades e hibridos comerciais), gerados
pelo Programa de Melhoramento Genético da Mandioca da Embrapa
Mandioca e Fruticultura, foram avaliadas para a resisténcia ao
complexo de doenca Passalora spp., com infeccao natural em
condicOes de campo.
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As avaliacbes foram realizadas em uma area experimental pertencente
a Alianca Cooperativa do Amido (Bahiamido / Coopamido), no
municipio de Laje - BA. O experimento foi instalado em Delineamento
em Blocos Aumentados (DBA), com 230 hibridos em fase clonal
(tratamentos regulares) e 14 tratamentos comuns (controle),
distribuidos em 10 blocos, com cinco plantas por parcela. Variedades
comerciais foram utilizadas como controle: Cascuda, Eucalipto, Fécula
Branca, Mani Branca, BRS Aramaris, BRS Dourada, BRS Formosa,
BRS Gema de Ovo, BRS Jari, BRS Kiriris e IAC-90, juntamente com
os novos clones 9602-02, 9655-02 e 9824-09 do programa de
melhoramento de mandioca.

As medicOes da severidade das doencas de parte aérea (BLS, BILS
e WLS) foram realizadas nove meses ap6s o plantio, na época das
chuvas, quando foi encontrada uma alta incidéncia de doencas,
evidenciada pela distribuicao homogénea da doenca em todos

os 10 blocos. Com o intuito de definir uma metodologia rédpida

de avaliacao de uma grande quantidade de gendtipos, em um
curto intervalo de tempo, favorecendo a selecdo por programas
de melhoramento e de selecao participativa, um total de 244
gendtipos foram avaliados, incluindo variedades comerciais
(testemunhas) e hibridos.

Para WLS foi adotada uma escala que varia de O a 6, onde; 0 =
sem sintomas; 1 = presenca de algumas folhas afetadas no tergo
inferior da planta; 2 = mais do que 50% de folhas afetadas no
terco inferior da planta; 3 = folhas afetadas nos tercos médio

e inferior; 4 = manchas foliares distribuidas ao longo de toda a
planta; 5 = manchas foliares distribuidas por toda a planta, além
de amarelecimento e / ou a desfolha do terco inferior; 6 = desfolha
completa da planta.

Para BLS e BILS uma escala variando de O a 5 foi adotada: 0 =
sem sintomas; 1 = presenca de algumas folhas afetadas no terco
inferior da planta; 2 = manchas no terco parte inferior da planta,
além de amarelecimento de parte das folhas afetadas; 3 = mancha
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nos tercos médio e inferior, além de amarelecimento das folhas
afetadas; 4 = manchas foliares distribuidas por toda a planta, além de
amarelecimento e/ou desfolha; 5 = desfolha completa da planta.

A fim de permitir a comparacao entre tratamentos que dispostos em
blocos diferentes (tratamentos regulares), as notas atribuidas em cada
bloco foram normalizadas com base médias (mais desvio padrado) nas
notas atribuidas aos controles (tratamentos comuns), gerando, assim,
um indice de doenga corrigido (MeDN). O MeDN foi comparado com

a nota de doenca maxima (MaSDN) para cada uma das trés doencas
(WLS, BLS e BILS).

Com o objetivo de garantir resultados imparciais, pelo menos dois
avaliadores independentes foram utilizados para cada escala. Para
WLS os acessos foram caracterizados como resistentes (R) quando
os valores foram inferiores ou iguais a um (média de MaSDN =

1,0); moderadamente resistente (MR) quando os valores médios
MaSDN foram maiores que 1,0 e menores 2,5 (1,0 <MaSDN <2,5);
susceptiveis (S) quando a média para o grupo foi igual ou superior

a 2,5, e menor que 4,5 (2,5 <= MaSDN <4,5) e extremamente
suscetivel (ES) quando o valor MaSDN foi igual ou superior a 4,5
(MaSDN = 4,5).

Para BLS e BILS os acessos foram caracterizados como resistentes
(R) quando os valores foram inferiores ou iguais a um (média de
MaSDN =< 1,0); moderadamente resistente (MR) quando os valores
médios MaSDN foram entre maiores que 1,0 e menores que 2,0 (1,0
<MaSDN < 2,0); susceptivel (S) quando a média para o grupo foi
igual ou superior a 2,0, mas menor do que 4,0 (2,0 = MaSDN <4.0)
e extremamente susceptiveis (ES) quando o valor MaSDN foi igual ou
superior a 4.0 (MaSDN = 4,0).

Testes de correlacdo de Pearson foram realizados para avaliar as
associacoes entre a média das notas das doencas (MeDN) de cinco
plantas e os valores da nota maxima da doenca (MaSDN).
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Com o objetivo de classificar os acessos em diferentes grupos, de
acordo com a sua resisténcia as trés doencas, foi realizada uma
abordagem de agrupamento Bayesiano com o modelo Gaussiano

de mistura finita e algoritmo EM, implementada no pacote “Mclust”
no software R (R Development Core Team, 2015), seguido de

um agrupamento por K-médias (K-means) dos valores de MaSDN,
utilizando-se o nimero de clusters identificados pela abordagem citada
anteriormente. Testes de correlacdo de Pearson foram realizados para
identificar as relacdes “par-a-par” entre as trés diferentes doencas de
parte aérea com auxilio do software estatistico R (R Development Core
Team, 2015).

Resultados e Discussao

A avaliacdo de campo realizada mostrou diferencas entre os 244
gendtipos (variedades comerciais e hibridos) quanto aos niveis de
resisténcia a BLS, WLS e BILS. Para todas as comparacdes, foram
verificadas correlacdes positivas entre a média das notas das
parcelas de cinco plantas (MeDN) e a nota de maxima da doenca
(MaSDN).

Quando os valores médios das parcelas (MeDN) e a nota maxima
(MaSDN) da escala, para as avaliagcdes da BILS, foram comparadas
(Figura 1A). Foi observada correlacao positiva e significativa (r =
0,72, P <0,001) para os dois parametros avaliados. As demais
comparacdes mostraram os mesmos resultados, e correlagcdes
positivas foram encontradas para BLS (r = 0,63, P <0,001) e WLS
(r = 0,95, P <0,001), Figura 1B e 1C, respectivamente.

13



14

Metodologia de selecdo rdpida para a avaliacdo da resisténcia de gendtipos...

BILS.MaDR

r=0.72
P-Value <0.001

BILS.MeDN

3 4 5

BLS.MaDR

r=0.63
P-Value <0.001

BLS.MeDN

3 4 5

WLS.MaDR

r=0.95
P-Value <0.001
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3
WLS.MeDN
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Figura 1. Correlacdo de Pearson entre a média das notas das doencas (MeDN) e o
método de avaliacdo proposto por meio da nota méxima da doenca (MaSDN), a (A)
queima das folhas (BILS), (B) mancha parda (BLS) e (C) mancha branca (WLS. Valor de
correlacao (r) e sua significancia (P-Valor) entre os dois parametros, sao apresentadas.
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A comparacédo entre as diferentes metodologias para a avaliacdo da
resisténcia a BILS, BLS e WLS mostra que o uso da MaSDN é um
método rapido e confidvel para estimar o indice de doenca de genétipos
com origens genéticas diferentes. Uma vez que, em uma avaliacao
convencional de selecdo todas as parcelas de um tratamento precisam
ser avaliadas, enquanto que para a MaSDN, apenas a planta que
apresenta a maior severidade da doenca precisa ser avaliada. Apesar
da presenca de superestimativa do indice de doenca, este ndo é um
problema em ensaios de resisténcia em mandioca; uma vez que, esta
cultura é propagada vegetativamente (manivas ou estacas), sendo
todas as plantas clones, e a mesma reacdo para a doenca é esperada.
Portanto, a nota maxima encontrada para a doenca reflete o grau de
susceptibilidade de um genétipo especifico.

Este tipo de propagacao assegura a uniformidade genética e a
manutencao das caracteristicas da planta mae. Desta forma, se uma
planta de um dado gendtipo apresentar indices de doenca préximos ao
limite da escala (por exemplo, “6” para WLS e “5"” para BILS e BLS),
provavelmente com uma pressao de inéculo e em condicdes ambientais
favoraveis, todas as plantas do mesmo gendtipo tendem a exibir a
susceptibilidade maxima da doenca.

Os gendétipos (hibridos em fase clonal e controles) diferiram em nivel de
resisténcia para as trés doencas, sendo que, para o WLS (P. manihotis)
7,8% dos gendtipos foram classificados como resistentes (R), 48,0%
como moderadamente resistente (MR), 36,9% como suscetivel (S) e
7,4% considerado extremamente suscetivel (ES). Os valores variaram
de ‘MaSDN = O’ para classificados como resistentes (R) para ‘MaSDN
= 6’ para os sete gendtipos considerados muito suscetiveis (MS).

A distribuicdo dos gendétipos em diferentes classes, dependendo da
resisténcia foi de 34,0% (R), 54,5% (MR), 11,5% (S) e 0% (ES) para
o BLS (P. henningsii) e 6,1% (R), 52,9 % (MR), 41,0% (S) e 0% (ES)
para a BILS (P. vicosae). Nao houve gendtipo classificado como ES
para as duas doencas, sendo o valor mdximo encontrado ‘MaSDN =
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4’ e ‘'3’ para a mancha parda e a queima das folhas, respectivamente.
Para aqueles acessos agrupados como resistentes, relacionadas a
mancha parda e mancha branca sem sintomas, foram encontrados para
ambas as doencas.

As vantagens conseguidas pela utilizacdo da técnica proposta para
selecdo (com base na MaSDN) sera particularmente importante nas
fases iniciais de selecdao, quando um grande ndmero de gendtipos
necessitam de avaliacdo. A metodologia de MaSDN se constitui
em uma técnica robusta para encontrar diferencas na resisténcia/
susceptibilidade as trés doencas (BILS, BLS e WLS), uma vez que,
as variedades foram agrupadas de acordo com o nivel de resisténcia
ja observada em condicdes de campo. A abordagem baseada no
agrupamento Bayesiano, dividiu os diferentes gendétipos em quatro
grupos (Log.Likelihoood = -773,88 e BIC = -1.663,32) com base nos
valores MaSDN (Figura 2).

-20 -10 0 10 20

20

BILS i

0.05 0.10
L
10

Comp.2
0.00
)
(o]

-0.05
-10

WLS

-0.10

-0.10 -0.05 0.00 0.05 0.10

Comp.1

Figura 2. Anélise de agrupamento K-médias (K-means) para a nota maxima da doenca
(MaSDN) de variedades comerciais e de hibridos para resisténcia a mancha parda
(BLS), queima das folhas (BILS) e mancha branca (WLS). Cada um dos quatro grupos é
representado por um numero (1 a 4).
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O ‘Grupo 1’ compreende os genétipos classificados como
moderadamente resistentes a BILS e BLS; e suscetivel a WLS, incluindo
oito variedades comercial (Cascuda, Eucalipto, Fécula Branca, BRS
Gema de Ovo, IAC90, BRS Jari, BRS Kiriris e Mani-Branca ), além de
diferentes hibridos. Um total de 58 genétipos foram agrupados como
pertencentes a esse grupo e corresponde a 23,8% dos gendtipos
analisados.

No ‘grupo 2, foram agrupados 51 genétipos (20,9%) considerados
como suscetiveis para WLS e BILS, mas resistente a BLS, e a Unica
variedade comercial com este fendtipo foi a cv. BRS Aramaris. O
‘grupo 3’, foi o maior, com 86 gendtipos ou 35 % do total avaliado.
Este grupo mostrou caracteristicas superiores a resisténcia as trés
doencas (Figura 2), indicando que os gendtipos deste grupo possuem
resisténcia multipla as trés doencas de Passalora ssp., que ocorrem no
Brasil. Neste agrupamento havia duas cultivares geradas pelo Programa
de Melhoramento Genético da Mandioca da Embrapa Mandioca e
Fruticultura (BRS Cascuda e BRS Formosa), sendo a cv. BRS Formosa
considerada resistente a bacteriose da mandioca (Xanthomonas
axonopodis pv. manihotis) em condicées de campo (FUKUDA et al.,
2002). O ‘grupo 4’ relne gendtipos que sao suscetiveis a BILS, mas
moderadamente resistente a BLS e WLS.

Os 14 gendtipos utilizados como “tratamentos comuns” também
diferiram entre si quanto ao nivel de resisténcia para as trés doencas,
com destaque para o clone 9655-02 e a cv. ‘BRS Formosa’, que

foram moderadamente resistentes a BLS, WLS e BILS. Os genétipos
classificados como extremamente suscetiveis (ES) apresentaram perdas
de folhas do terco inferior, e em alguns casos desfolha consideravel de
toda a planta. Considerando que, para gendtipos caracterizados como
resistentes, pouco ou nenhum sintoma foi observado.
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