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INTRODUCAO

A seringueira é uma arvore nativa de florestas tropicais de diversos paises da América do Sul,
sendo reconhecidas 11 espécies, dentre as quais a Hevea brasiliensis Muell. Arg. é a mais produtiva e
cultivada para a producéo de borracha natural no mundo, em mais de 12 milhdes de hectares.

Como ferramenta auxiliar no melhoramento genético, marcadores moleculares do DNA t€m
sido utilizados com sucesso em estudos sobre testes de paternidade, confirmacdo da fecundagio
cruzada, analises de grau de parentesco e identidade genética em diferentes espécies de plantas. As
técnicas moleculares podem ser utilizadas de forma isolada ou em conjunto com outras técnicas como
as que utilizam descritores morfologicos ou morfoagronomicos (Marques et al., 2000). Os marcadores
moleculares apresentam algumas vantagens como a alta capacidade de revelar polimorfismos mesmo
entre genotipos muito proximos geneticamente. Os descritores morfoagrondmicos, por sua vez,
apresentam como vantagens, o baixo custo e a facilidade de obten¢fo, além de serem utilizados nos
ensaios de distinguibilidade, homogeneidade e estabilidade exigidos nos processos de protecdo de
cultivares.

Neste estudo, objetivou-se estabelecer o possivel grau de parentesco, semelhanga genética e
confirmar a identidade entre dois clones elites de seringueira utilizados na base de cruzamentos e nos
ensaios de competi¢cdo de clones do programa de melhoramento realizado na Embrapa.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratorio de Genética e Biologia Molecular e nas areas
experimentais de seringueira da Embrapa Cerrados. Foram analisados dois clones de seringueira:
CPAC 01 e PB 235. Amostras de DNA gendmico de cada clone foram extraidas a partir de tecido
foliar, utilizando-se a metodologia de extracdo do CTAB, com modificagdes (FALEIRO et al., 2003).
A quantidade de DNA foi estimada por espectrofotometria a 260 nm (A260), e a relacdo Axeo/Azso foi
utilizada para avaliar a pureza ¢ a qualidade das amostras (SAMBROOCK et al., 1989). As amostras
de DNA de cada clone foram diluidas para 5 ng/pL.

As reagbes de amplificagdo para obtengdo de marcadores ISSR foram efetuadas em um
volume total de 13 pL, sendo: 4,9 puL de dgua Milli Q, 1,3 pL de tampao, 0,39 uL de MgCl, 50 mM;
0,26 pL dos desoxiribonucleotidios (dATP, dTTP, dGTP e dCTP) 10 uM; 1,95 pL de um iniciador
(Operon Technologies Inc., Alameda, CA, EUA) 2 uM; 0,2 pL da enzima Taq DNA polimerase (1
unidade) e 3 uL de DNA (15 ng).

As reagdes de amplificagdo para a obtengdo de marcadores RAPD foram efetuadas em um
volume total de 13 pL, sendo: 6,29 pL. de agua Milli Q, 1,3 puL de tampao 1x (Invitrogen), 0,78 uL de
MgCl12 50 mM; 0,13 uL dos desoxiribonucleotidios (dATP, dTTP, dGTP ¢ dCTP) 10 uM; 1,3 uL de
um iniciador (Operon Technologies Inc., Alameda, CA, EUA) 2 uM; 0,2 uL da enzima Taq DNA
polimerase (1 unidade) e 3 uLL. de DNA (15 ng).

Inicialmente, foram testados 18 primers ISSR e 19 primers decameros RAPD (Tabela 1). A
partir desses testes, foram selecionados e utilizados seis primers para obten¢do de marcadores ISSR e
trés primers RAPD que geraram maior quantidade de bandas polimorficas e apresentaram melhor
qualidade das amplificagdes.




Tabela 1. Primers testados e utilizados para obtengdo dos marcadores ISSR e RAPD, para dois clones
elite de seringueira, sequéncia 5’—3’ e o numero de bandas polimorficas (BP) e monomorficas (BM).
Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2017.

Primer ISSR Sequéncia 5°—3’ BP | BM | Primer RAPD | Sequéncia5>—3’ | BP | BM
1-TrIAAG3’RC | AAGAAGAAGAAGAAG | - - 1-OPD-04 | TCTGGTGAGG | . -
2-TriACA3’RC | ACAACAACAACAACA | - - 2-0PD-07 | TTGGCACGGG | . -
3-RriCAA3’RC | CAACAACAACAACAA | - - 3-0PD-08 | GTGTGCCCCA | _ 6
4-TriIAAC3’RC | AACAACAACAACAAC | - - 4-OPD-10 GGTCTACACC | . -
5-THAGC3’RC | AGCAGCAGCAGCAGC | - - 5-OPD-16 | AGGGCGTAAG | _ -
*6-TriAGG3’RC | AGGAGGAGGAGGAGG | 1 8 6-OPE-16 | GGTGACTGTG | . -
*7-TriCAG3’RC | CAGCAGCAGCAGCAG | 2 | 9 7-OPE-18 | GGACTGCAGA | _ -
8-DiGA5’C CGAGAGAGAGAGAGA | - - 8-OPE-20 | AACGGTGACC | . -
9-DICA3’YG CACACACACACACAC | - - 9-OPF-01 ACGGATCCTG | . -
*10-DiCA5’CR CACACACACACACAC | 2 | 4 10-OPF-14 | TGCTGCAGGT | _ -
11-DiGT3’YG GTGTGTGTGTGTGTG | - - 11-OPF-17 | AACCCGGGAA | _ -
12-DIiCA3’G CACACACACACACAC | - - 12-0PG-01 | CTACGGAGGA | . -
*13-DiGA3’C GAGAGAGAGAGAGAG | 2 5 13-0PG-05 | CTGAGACGGA | . -
14-DiGA5’CY AGAGAGAGAGAGAGA | - - 14-OPG-08 | TCACGTCCAC | . -
*15-DIGT5’CY | GTGTGTGTGTGTGTGT | - 3 15-0PG-17 | ACGACCGACA | . -
*16-DIGA3’YC | GAGAGAGAGAGAGAG | - 4 16-OPH-04 | GGAAGTCGCC | . -
17-DiGA3°T GAGAGAGAGAGAGAG | - - 17-OPH-13 | GACGCCACAC | . -
18-DICA3’RG CACACACACACACAC | - "18-OPH-16 | TCTCAGCTGG | _ 7
*19-OPH-17 | CACTCTCCTC 3
Total 6 33 Total 2 16

* Primers selecionados e utilizados para gerar os marcadores ISSR e RAPD nos dois clones de seringueira.

As amplificacdes foram realizadas em termociclador e em seguida, foi realizada a separagéo
eletroforética. Ao término da corrida, os géis foram fotografados sob luz ultravioleta.
Os marcadores ISSR e RAPD gerados foram convertidos em uma matriz de dados binarios, a
partir da qual foi estimada a dissimilaridade genética entre os diferentes gendtipos, com base no
complemento do coeficiente de similaridade de Nei e Li (NEI e LI, 1979), com o auxilio do Programa
Genes (CRUZ, 2013).
Para caracterizagdo morfoagrondmica dos dois clones de seringueira foram utilizados 17
descritores muilticategéricos de folhas preconizados pelo SNPC-MAPA (Tabela 2).
As distancias genéticas entre os dois clones foram calculadas com base em andlises
multivariadas, considerando os 17 descritores morfoagrondmicos das folhas. As estimativas foram
baseadas no complemento do indice de coincidéncia simples, calculado com auxilio do programa
computacional Genes (CRUZ, 2013).




Tabela 2. Descritores de estruturas foliares de seringueira (Hevea Aubl.) do SNPC-MAPA publicado
em dezembro de 2010, exceto as caracteristicas 15, 16 e 17.

Caracteristicas Descricio Caodigo
1- Langamento Foliar: Formato da parte Agudo 1
superior Obtudo

Redondo

Achatado

2 - Folha: Formato do foliolo central
comparado com os laterais

Similar ou ligeiramente diferente
Moderadamente diferente
Muito diferente

3 - Folha: intensidade da cor verde na parte Clara

superior Média
Escura

4 - Folha: brilho na parte superior Ausente ou fraco
Médio
Forte

5 - Folha: textura da superficie da parte
superior

Lisa ou ligeiramente rugosa
Moderadamente rugosa
Muito rugosa

6 - Folha: pubescéncia nos nervos da parte Ausente
inferior dos foliolos Presente
7 - Lamina do foliolo: atitude em relagdo ao Semi-ereto
peciolo (Inclinagéo do foliolo em relagdo ao Horizontal
peciolo) Semi-inclinado
8 - Lamina do foliolo: comprimento Curto
Médio
Longo
9 - Lamina do foliolo: posi¢do da parte mais Em dire¢@o a base
larga No meio
Em diregdo ao apice
10 - Lamina do foliolo: eixo na secdo Reto
longitudinal (corte longitudinal do foliolo) Convexo
Sigmoide
Ausente ou fraca
11 - Lamina do foliolo: ondulagdo da margem Média
Forte
12 - Lamina do foliolo: formato da base Afilada
(folha: forma da parte basal do foliolo) Cuneiforme
Obtusa
13 - Lamina do foliolo: formato do apice Agudo
exceto a ponta. (folha: forma da parte apical Obtuso
do foliolo exceto a ponta) Arredondada
14 - Peciolo: atitude Semi-ereto
(Inclinagdo do peciolo em relagdo ao caule) Horizontal
Semi-inclinado
15 - Folha: cor do peciolo Verde totalmente

Verde amarelado
Verde amarronzado
Marrom esverdeado
Verde arroxeado
Roxo esverdeado
Marrom ou roxo (peciolo novo)

16 - Folha: Proximidade dos foliolos

Predominantemente separados
Préximo e ligeiramente separados
Proximos e ligeiramente trespassados
Predominantemente trespassados

17 - Folha: corte transversal do foliolo

Plano
Ligeiramente concavo ou em V bem aberto
Muito Coéncavo ou em V mais fechado
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise dos dois clones de seringueira por meio do uso dos oito primers ISSR, gerou um
total de 39 marcadores ISSR, perfazendo uma média de 6,5 marcadores por primer. Enquanto os trés
primers RAPD geram um total de 18 marcadores, perfazendo uma média de 6 marcadores por primer.
Na Figura 1, esta ilustrado o perfil de distribuicdo dos marcadores ISSR e RAPD, para os dois clones
elite de seringueira.

RAPD

Figura 1. Marcadores ISSR ¢ RAPD dos clones CPAC 01 (1) e PB 235 (2) gerados pelos primers
TriAGG3’RC (A), TriCAG3’RC (B), OPH-16 (C) e OPH-17 (D).

A elevada porcentagem de marcadores monomorficos e a média de marcadores por iniciador
demonstrou a baixa variabilidade genética entre os dois clones elite. Esse resultado pode ser explicado
por um possivel parentesco entre os clones, sustentando a hipotese de que o clone PB 235 seja o
genitor do CPAC 01. Esse resultado demonstra também a elevada eficiéncia das técnicas ISSR e
RAPD na distinguibilidade entre os clones de seringueira. Gongalves, Campos e Ferreira Filho (2013)
utilizando marcadores moleculares do tipo microssatélite identificaram clones de seringueira por perfil
tnico de DNA.

Quanto aos descritores morfoagrondmicos, dos 17 utilizados, 15 foram idénticos para os dois
clones elite de seringueira e¢ dois dos descritores diferiram, sendo eles o comprimento do foliolo
central da folha madura e a atitude dos foliolos da folha madura, com relacdo a proximidade entre eles.
Esses dois descritores foram bastante efetivos na diferenciacdo dos dois clones em estudo (Figura 2).
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Figura 2. Folha e planta dos cnes de seringueira PB 235 (A CPAC 01 (B).




As estimativas da distdncia genética entre os dois clones de seringueira com base nos
marcadores moleculares ISSR e RAPD foram de 0,08 e 0,06, respectivamente. A estimativa da
distancia genética com base nos descritores morfoagrondmicos relacionados as caracteristicas de folha,
foi de 0,12. De modo geral, as técnicas utilizadas demonstraram que os dois clones de seringueira néo
sdo idénticos, entretanto sdo proximos geneticamente, indicando que existe um grau de parentesco
entre eles.

Hernandez et al. (2006) relataram que marcadores RAPD foram capazes de diferenciar clones
de seringueira de origem sul-americana da maioria dos outros que foram reintroduzidos da Asia e
Marques et al. (2002) relataram que tais marcadores foram eficientes para diferenciar clones das séries
SIAL e Fx. Os resultados do presente estudo ressaltam a importancia dos marcadores moleculares e
descritores morfoldgicos para realizar estudos de dissimilaridade genética e das relagdes genéticas
entre os clones utilizados nos programas de melhoramento genético da seringueira.

CONCLUSAO

Com base em marcadores moleculares ISSR ¢ RAPD e descritores morfoldgicos das folhas,
pode-se concluir que os clones CPAC 01 e PB 235 nio sdo idénticos, mas apresentam uma alta
similaridade genética, indicando possivel parentesco, sustentando a hipdtese de que o clone PB 235
seja o genitor do CPAC 01.
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