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Resumo — A seringueira (Hevea brasiliensis) € amplamente explorada como fonte de borracha
natural, um metabdlito secundario estratégico e de constituicdo molecular singular, dotada de
caracteristicas como resisténcia, elasticidade e impermeabilidade, que somente essa espécie
consegue produzir. Entretanto, a genética dos clones comerciais € baseada em poucos genotipos.
E essencial certificar que a identidade genética tem sido mantida em bancos de germoplasma.
O objetivo deste trabalho foi caracterizar a diversidade e variabilidade genética de 14 acessos
comerciais de H. brasiliensis utilizando marcadores microssatélites. Os produtos amplificados foram
genotipados em gel desnaturante de poliacrilamida (5%). As estimativas genéticas obtidas foram:
heterozigosidade esperada (H.), heterozigosidade observada (H,), numero de alelos por loco (N) e
conteudo de informacéo polimdrfica (PIC). Os 10 locos microssatélites revelaram 79 alelos. As médias
de H,, H, e PIC foram de 0,78, 0,55 e 0,75, respectivamente. Um dendrograma foi obtido a partir
da distancia genética modificada de Rogers. Conclui-se que os microssatélites foram polimorficos
e acessaram a diversidade dos acessos. Os gendtipos analisados nao apresentam redundancia.

Termos para indexagao: diversidade genética, Hevea brasiliensis, identidade genética, polimorfismo.

Introducéao

A borracha natural € uma matéria-prima insubstituivel para produ¢do de mais de 50 mil produtos
como pneus, adesivos, materiais cirurgicos e outros (Rippel; Bragancga, 2009). Dados do International
Rubber Study Group (International Rubber Study Group, 2018) mostram que em 2017 a producéo
mundial de borracha natural foi de 13,5 milhées de toneladas e o consumo foi de 13,2 milhdes de
toneladas. Mais de 90% dessa produgao € oriunda de paises do Sudeste Asiatico como Tailandia,
Indonésia, Malasia, india, Vietna e China, tornando-os autossuficientes (International Rubber Study
Group, 2018). No Brasil, a produgao foi de, aproximadamente, 32 mil toneladas (IBGE, 2017), a maior
parte concentrada nos estados de Sao Paulo (58%), Bahia (13%), Minas (8%), Mato Grosso (8%)
e Goias (6%), porém, ainda nao é suficiente para atender a demanda industrial interna, fazendo-se
necessario importar cerca de dois tercos da demanda exigida pela industria (Embrapa, 2016).

A borracha natural pode ser encontrada em mais de 2.500 espécies vegetais que produzem latex
(Moreno, 2002), dentre as quais a seringueira [Hevea brasiliensis (Willd. Ex Adr. De Juss.) Muell. Arg]
se destaca por possuir caracteristicas fisico-quimicas de interesse industrial, tais como resisténcia
a friccao, elasticidade, qualidade da borracha e quantidade produzida pelos individuos, o que torna
essa espécie a mais explorada comercialmente (Gongalves; Fontes, 2009; Rippel; Braganga, 2009).

Entretanto, no Brasil, o desenvolvimento dessa cultura encontra dificuldades para se estabelecer
em plantios de larga escala em virtude dos severos ataques de ferrugem-foliar, causada pelo fungo
patogénico Microcyclus ulei, o que torna a produgao de borracha natural insuficiente para atender a
demanda das industrias nacionais (Lieberei, 2007).
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Para aumentar a produtividade de uma cultura ou selecionar individuos resistentes a estresse
climatico e doengas, existem bancos de germoplasma utilizados em programas de melhoramento
genético (Silva et al., 2014). Entretanto essas colegbes ex situ (banco ativo de germoplasma —
BAG) podem ser redundantes devido a duplicagdo de acessos e compartiihamento de materiais
entre unidades de pesquisa (Shan et al., 2007). Assim, é fundamental que essas colegdes sejam
caracterizadas corretamente para gerar o perfil genético dos clones que possa ser usado para
identifica-los.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi caracterizar a diversidade e variabilidade genética de 14
clones comerciais de H. brasiliensis utilizando marcadores microssatélites para identificar locos que
indicam o perfil molecular para discriminacao varietal.

Material e métodos

O experimento foi conduzido a partir de setembro de 2018 na Embrapa Acre, em Rio Branco, Acre.
Amostras foliares de 14 gendtipos de H. brasiliensis foram coletadas no jardim clonal localizado na
Embrapa Acre e levadas ao Laboratério de Morfogénese e Biologia Molecular (LabMol) da Unidade.

Para extragdo do DNA, foi utilizado o protocolo descrito por Doyle e Doyle (1990), com modifica¢des
(100 mg a 200 mg de amostra foliar, macerados em TissueLyser® Qiagen). A quantificagdo do DNA
foi realizada por meio do Qubit Fluorometer®.

Todas as reag¢des de amplificagdo seguiram o protocolo de Schuelke (2000). Foram utilizados 10
locos microssatélites para seringueira, desenvolvidos por Le Guen et al. (2009) e utilizados por
Souza (2018).

As condigdes de amplificacdo foram realizadas em termociclador (Analitikjena), com etapas
de desnaturacao inicial do DNA a 95 °C por 5 minutos, seguida de 15 ciclos de desnaturagao,
anelamento e extensdo a 95 °C por 45 segundos, 59 °C por 1 minuto (-0,5 °C por ciclo) e 72 °C
por 1,5 minuto, respectivamente, e 25 ciclos adicionais de desnaturacao a 95 °C por 45 segundos,
anelamento a 52 °C por 1 minuto e extenséo a 72 °C por 1,5 minuto, finalizando com uma extensao
de 5 minutos a 72 °C. Os produtos das amplificagdes foram visualizados em gel de agarose a 3% e
comparados a um marcador de peso molecular padrao (ladder 50 pb Ludwig Biotecnologia Ltda.).

Apdbs a amplificacao, os fragmentos de DNA foram separados em gel desnaturante de poliacrilamida
(5%). Para coloragéo do gel, foi utilizado nitrato de prata (Creste et al., 2001). A interpretacao dos
fragmentos amplificados foi realizada com marcador de peso molecular padrao (ladder 50 pb Ludwig
Biotecnologia Ltda.). Para a caracterizacao da diversidade genética foram calculados o numero
de alelos por loco (N), a heterozigosidade esperada (H_) e heterozigosidade observada (H,) e o
conteudo de informagéo polimérfica (PIC). As estimativas foram obtidas pelos softwares TFPGA
(Miller, 1997). Utilizaram-se a distancia genética modificada de Rogers (Wright, 1978), obtida pelo
programa TFPGA, e um dendrograma feito pelo critério de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair
Group Method With Arithmetic Mean).

Resultados e discussao

Os 10 microssatélites testados foram altamente polimdrficos. O nimero de alelos (N) variou de
cinco (A2368 e BAC55-B02) a 11 (A2413 e TA2163) com média de 7,9 alelos por loco (Tabela 1).
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Tabela 1. Caracterizacdo dos 10 locos em numero de alelos por loco (N),
heterozigosidade esperada (H,), heterozigosidade observada (H,) e contetido de
polimorfismo (PIC) para os 14 acessos estudados.

Loco N H_ H, PIC
A2365 6 0,76 0,50 0,73
A2368 5 0,74 0,50 0,71
A2389 6 0,56 0,42 0,54
A2406 8 0,73 0,42 0,70
A2413 11 0,88 0,78 0,85
A2684 9 0,87 0,57 0,83
A2736 10 0,84 0,71 0,81
BACS55-B02 5 0,74 0,78 0,72
TA2163 11 0,87 0,38 0,84
TAs2558 8 0,85 0,46 0,81
Total 79

Média 7,9 0,78 0,55 0,75

Em um estudo realizado por Silva (2019), utilizando 15 microssatélites, dos quais 10 fazem parte
deste trabalho, em duas populag¢des de seringueira compostas por variedades clonais e individuos
silvestres, com 18 e 46 individuos, respectivamente, obtiveram-se no total 197 alelos, com variagéo
de 3 a 20 alelos por loco e média de 9,3. Ao observar os dados para cada populagdo, o conjunto
com 46 individuos apresentou média de 11,9 alelos por loco e com 18 individuos apresentou média
de 6,7 alelos, semelhante a este trabalho. Assim, a colegao presente na Embrapa Acre, apesar de
reduzida, apresenta a diversidade alélica aproximada de uma populagao com quase 50 individuos.
Dourado (2016), que realizou um estudo com 30 gendtipos (silvestres e variedades clonais
melhoradas), encontrou variacdo de 6 a 18 alelos por loco, com média de 13,4 alelos, resultado um
pouco superior ao deste estudo. Isso é reflexo da presenca de variedades clonais comerciais junto
aos individuos silvestres no conjunto amostral de Dourado. As populag¢des naturais cedem alelos
raros, aumentando as meédias obtidas na genotipagem. As diferencas entre as meédias de alelos
entre as populagdes do estudo de Silva, Dourado e deste trabalho, segundo Moser e Lee (1994),
estdo relacionadas a quantidade de individuos analisados e também ao quantitativo de marcadores
utilizados nos estudos. Essas variaveis podem afetar diretamente a significAncia das estimativas
realizadas.

A heterozigosidade esperada (H,) variou de 0,56 (A2389) a 0,87 (A2413), com média de 0,78
(Tabela 1). O estudo de Souza et al. (2015), realizado com 1.117 acessos de seringueira, utilizando
13 microssatélites, dos quais 10 fazem parte do presente estudo, apresentou valores de H,_ variando
entre 0,63 e 0,84, com média de 0,76. Isso indica que, mesmo em uma amostragem reduzida de
acessos, ha variabilidade genética entre os gendtipos e por sua vez representa a diversidade da
espécie.

Em espécies aldbgamas como a seringueira sao esperados valores altos de heterozigosidade
observada (H,). Entretanto, neste trabalho, o resultado obtido foi menor que o esperado, indicando
um déficit de heterozigotos. Os valores de H_ neste estudo variaram entre 0,38 (TA2163) e
0,78 (A2413 e BAC55-B02), com média de 0,55. Souza et al. (2015) também encontraram essa
deficiéncia, obtendo valores de H_ entre 0,57 e 0,69 e media de 0,64.
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Os valores do conteudo de informacao polimérfica (PIC) foram considerados altos para todos os
locos estudados. Segundo Botstein et al. (1980), marcadores com valores de PIC superiores a 0,5
sdo considerados altamente informativos. Neste trabalho, os valores de PIC variaram entre 0,54
(A2389) e 0,85 (A2413), com média de 0,75 por loco. Portanto, os resultados obtidos indicam que
a variabilidade foi acessada com marcadores altamente polimorficos para as estimativas genéticas.

O conjunto de microssatélites analisados apresentou dois marcadores (A2413 e TA2163) com os
maiores valores de poder discriminatério (H. 0,88 e 0,87 e PIC 0,85 e 0,84, respectivamente) que
combinados mostraram perfis Unicos de bandas para os 14 individuos analisados. Assim, 0 niUmero
de microssatélites empregados em estudos com gendtipos de seringueira pode ser reduzido,
acelerando etapas de bancada e garantindo a correta discriminacao e certificagdo dos individuos.

Com base no agrupamento feito em um dendrograma pelo critério UPGMA (Unweighed Pair Group
Method With Arithmetic Mean), ndo foram identificados acessos redundantes no conjunto amostral
do estudo, indicando que os individuos sao diferentes (Figura 1).

Os acessos mais divergentes foram os clones MDF 180 e FDR 5597, com distancia genética de 0,84.
Na Figura 1 observam-se ambos os individuos ligados a parentais mais distantes, evidenciando a
distancia genética entre eles.

Os individuos mais proximos geneticamente foram os clones FX 3864 e PMB 01, com 0,50 de
distancia. Na Figura 1 & possivel verificar esses individuos ligados diretamente a um parental
comum para ambos.

CDC 1174
CDC 312
FDR 5665
, | FX 3864
' PMB 01
MDX 624
MDX 607
CDC 56
FDR 4575
FDR 5240
FDR 5597
| FDR 5802

' FDR 5788
MDF 180

0.30 0.20 010 0.00

Figura 1. Agrupamento UPGMA relacionando os 14 genétipos de Hevea brasiliensis, de acordo com a distancia genética
modificada de Rogers.
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Conclusoes

Os 10 locos microssatélites testados sao altamente polimorficos e eficientes para caracterizar a
diversidade genética entre os acessos de Hevea brasiliensis. Dessa forma, o melhorista pode
otimizar o trabalho ao detectar os individuos com caracteristicas singulares de interesse para o
melhoramento.

Oslocos A2413 e A2163 apresentam perfis Unicos de bandas e podem ser utilizados para certificagéo
da identidade de variedades protegidas.

Nao foi constatada redundancia entre os gendtipos analisados. As cultivares MDF 180 e FDR 5597
sdo as mais contrastantes e podem ser empregadas em programas de melhoramento genético para
obtencao de novas variedades.
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