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RESUMO

A seringueira (Hevea brasiliensis) € uma planta popularmente conhecida por ser a principal
fonte de borracha natural. Assim, é fundamental que este recurso genético esteja devidamente
avaliado e caracterizado. O objetivo desse trabalho foi caracterizar por meio de marcadores
microssatélites a diversidade genética de acessos do banco de germoplasma de seringueira da
Embrapa Amazonia Ocidental, Embrapa Amazonia Oriental e Embrapa Cerrados. Foram
amostrados 318 acessos, pertencentes as especies Hevea brasiliensis, Hevea pauciflora,
Hevea rigidifolia e hibridos interespecificos. Foram testados 10 marcadores microssatélites.
Os produtos amplificados foram genotipados em sequenciador automatico. As estimativas
genéticas estimadas foram: heterozigosidade esperada (Hg) e observada (Ho), nimero de
alelos por loco e contetdo de informacdo polimorfica (PIC). Os dados genéticos foram
utilizados para verificar a estruturacdo dos genotipos, agrupamento pelo método de Neighbor-
Joining, dispersdo por coordenadas principais e formagdo de uma colecdo nuclear. Os dez
locos microssatélites revelaram 348 alelos. As médias de Hg, Ho e PIC foram de 0,86, 0,63 e
0,86, respectivamente. Os marcadores microssatélites de H. brasiliensis foram potencialmente
transferiveis para H. pauciflora e H. rigidifolia. As distancias genéticas entre o acesso de
Hevea spp. variaram de 0,16 a 0,94. A colec¢do nuclear formada por 59 geno6tipos representou
85% da diversidade alélica total. Conclui-se que o polimorfismo foi alto entre os genotipos
avaliados. As espécies de Hevea compartilham homologias em regiGes flanqueadoras de
microssatélites. As distancias genéticas demostraram alta variabilidade entre os acessos
amostrados. A colecdo nuclear constituiu-se de 19% do nimero total de acessos.

Palavras-chave: Colecdo nuclear. Hevea spp. Genotipo. Marcador SSR. Polimorfismo.
Recursos genéticos.



ABSTRACT

The rubber tree (Hevea brasiliensis) is a plant popularly known for being the main source of
natural rubber. It is therefore essential that this genetic resource is properly evaluated and
characterized. The objective of this work was to evaluate by microsatellite markers the
genetic diversity of accesses of the rubber germplasm bank of Embrapa Amazonia Ocidental,
Embrapa Amazonia Oriental and Embrapa Cerrados. It was used 318 accessions, belonging to
the species Hevea brasiliensis, Hevea pauciflora, Hevea rigidifolia and interspecific hybrids.
Ten microsatellite markers were tested. The amplified products were genotyped in an
automated sequencer. The estimated genetic estimates were: expected heterozygosity (Hg)
and observed (Hp), number of alleles per locus and content of polymorphic information
(PIC). Genetic data were used to verify the structure of the genotypes, grouping by the
Neighbor-Joining method, dispersion by main coordinates and formation of a nuclear
collection. The ten microsatellite loci revealed 348 alleles. The mean values of HE, HO and
PIC were 0.86, 0.63 and 0.86, respectively. The microsatellites markers of H. brasiliensis
were potentially transferable to H. pauciflora and H. rigidifolia. The genetic distances
between the access of Hevea spp. ranged from 0.16 to 0.94. The nuclear collection of 59
genotypes represented 85% of the total allelic diversity. It was concluded that the
polymorphism was high among the evaluated genotypes. Hevea species share homologies in
microsatellite flanking regions. The genetic distances showed high variability among the
accessions sampled. The nuclear collection constituted 19% of the total number of accesses.

Keywords: Core collection. Hevea spp. Genotype. SSR marker. Polymorphism. Genetic
resources.
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1 INTRODUCAO

A seringueira (Hevea brasiliensis) pertence ao género Hevea e a familia
Euphorbiaceae. E uma importante cultura perene nativa da Amazonia, muito conhecida pela
producdo de latex, utilizada na fabricacdo de borracha natural (GONCALVES et al., 1989a).
Apesar da existéncia de cerca de 2500 espécies de plantas produtoras de latex, somente H.
brasiliensis se estabeleceu como uma fonte de borracha para as inddstrias desse seguimento
(BACKHAUS, 1985).

Até o inicio do século passado, o Brasil foi o maior produtor e exportador de borracha
natural, sendo os Estados situados na regido Amazonica, 0s principais responsaveis pelo
sucesso dessa producdo. Entretanto, na atualidade, essa realidade esta atribuida aos paises do
Sudeste Asiatico, sendo eles os maiores produtores de borracha natural, cobrindo mais de
86% da producdo mundial (IRSG, 2017).

Segundo Goncalves et al. (1990b), a cultura da seringueira foi introduzida na regido
Asiatica no final do século XIX onde encontrou condi¢des étimas para o seu estabelecimento.
Os autores ainda relatam que o sucesso do cultivo de seringueira nesta regido decorreu
inicialmente da introducdo de 22 mudas no Jardim Botanico de Cingapura. Essas mudas
foram oriundas de sementes retiradas do Estado do Pard, Brasil, por Henry Wickham em
1876.

Além das colecBes ex situ de seringueira surgidas a partir das chamadas arvores de
Wickham muitas outras cole¢bes foram montadas na intencdo de conservar o inestimavel
recurso genético dessa cultura. Essas colecGes foram estabelecidas a partir de vérias
prospecgdes realizadas na floresta Amazénica (PRIYADARSHAN; GONCALVES, 2003).
De acordo com os autores, os varios levantamentos foram realizados durante o século
passado, objetivando coletar sementes e hastes de espécies selvagens de Hevea.

Nas Ultimas décadas, a seringueira tem sido uma fonte de renda apreciavel devido a
alta variedade de produtos oriundos de sua matéria prima (PRIYADARSHAN;
GONCALVES, 2003). Entretanto, alguns problemas, como o mal das folhas, doenca causada
pelo fungo Microcyclos ulei, tem limitado o desenvolvimento dessa cultura (LE GUEN, et
al., 2011; PAEZ, et al., 2015). Outra limitacdo € a estreita base genética encontrada nos
sistemas de heveicultura. Na intencdo de minimizar esses problemas, muitas plantas tém sido
retiradas de suas populagdes naturais para serem inseridas em colecdes ex situ (SOUZA et al.,

2015). Essas colectes também funcionam como fonte de recursos genéticos, onde individuos
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com alto potencial de rendimento de borracha sdo considerados promissores em programas de
melhoramento genético (SILVA et al., 2014).

Muitas colecdes ex situ (Banco Ativo de Germoplasma - BAG) sdo parcialmente
redundantes entre paises e entre centros de pesquisa no mesmo pais, devido a duplicacéo dos
acessos e partilha de materiais entre as instituicdes (SHAN et al., 2007). Assim, é crucial
analisar um conjunto de dados sobre banco de germoplasma, tanto para obter resultados que
possam diferenciar seus acessos e excluir possiveis duplicatas, quanto para localizar
gendtipos possuidores de genes que possam ser incorporados em programas de
melhoramento. A caracterizagdo molecular dos recursos genéticos de uma cole¢do contribui
para a otimizacdo de seus acessos, agrupando um numero suficiente de genotipos que
determinem com clareza a diversidade genética descrita (SOUZA et al., 2015).

Para a caracterizacdo da diversidade, ha varios marcadores moleculares disponiveis.
Os marcadores microssatélites tém sido utilizados em estudos de diversidade genética de
clones cultivados e em populagdes de seringueira (SAHA et al., 2005; LE GUEN et al., 2009;
GOUVEA et al., 2010). O crescente interesse do comércio nacional por borracha natural tem
demandado novos estudos a fim de melhorar a produtividade e acelerar as pesquisas de
melhoramento dessa cultura. Uma andlise prévia em acessos de varias colecfes ex situ de
Hevea na América do Sul (SOUZA et al., 2015), identificou véarios pools génicos
extremamente divergentes. No entanto, ainda restaram acessos da Embrapa Amazonia
Ocidental, Embrapa Amazonia Oriental e Embrapa Cerrados que ndo tiveram seu perfil
genético caracterizado.

Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi caracterizar a diversidade genética de
acessos dos Bancos de germoplasma de Hevea spp. da Embrapa Amazénia Ocidental,
Embrapa Amazonia Oriental e Embrapa Cerrados a fim de fornecer uma base de dados
molecular que venha enriquecer o conhecimento do banco nacional de germoplasma de
seringueira. Tal conhecimento contribuira com a estruturacdo genética dos acessos
amostrados, quantificacdo da diversidade alélica, identificacdo de gendtipos divergentes,
além de sugerir a formagdo de uma colecdo nuclear que capture a méxima diversidade

genética dentro de uma subamostra reduzida.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Género Hevea

2.1.1 Aspectos gerais e taxondmicos

O género Hevea esta dentro do grupo da familia Euphorbiaceae, onde de acordo com
Trindade e Lameira (2014) é composta por aproximadamente 334 géneros, 0s quais apenas 72
ocorrem no territdrio brasileiro. Tais autores revelam que além de Hevea, 0s géneros Manihot
(mandioca), Ricinus (mamona) e Euphobia (erva de leite) sdo muito importantes dentro da
familia Euphorbiaceae por incluirem espécies de destaque econémico, através da alimentagédo
humana e uso medicinal.

A seringueira pertence ao género Hevea [Hevea brasiliensis (Willd. ex Adr. de Juss.)
Muell.Arg.] e é considerada a espécie mais importante desse género (GONCALVES et al.,
1989) por ser a principal planta cultivada e explorada para a producdo de borracha natural.

Hevea pauciplora (Spruce ex Benth.) e Hevea rigidifolia (Spruce ex Benth.) séo
espécies que produzem latex com poucos polimeros de borracha, no entanto, sua importancia
esta destinada aos programas de melhoramento por apresentarem imunidade a certas doengas
foliares e vigor de crescimento vegetativo (GONCALVES et al., 1989b; GONCALVES et al.,
1990a). Essas duas espécies ja foram utilizadas em enxertia para a obtencédo de clones de copa
resistentes ao mal das folhas (MORAES; MORAES, 2008; MORAES et al., 2013).

As investigagdes taxondmicas do género Hevea datam inicialmente do ano 1775, no
qual Aublet descreveu a espécie Hevea guianensis (PRIYADARSHAN et al., 2009). Pires et
al. (2002) relatam que Richard prop6s em 1791 a substituicdo do nome genérico Hevea por
Siphonia, uma latinizacdo de Heve e, em 1824, Jussieu publicou o bindmio Siphonia
brasiliensis, para seringueira verdadeira. Contudo em 1865 o género Hevea foi restabelecido
por Miuller, a qual propds para seringueira a combinacdo Hevea brasiliensis, iSso ocorreu
porque a denominacgdo Siphonia ndo se encaixava no codigo Internacional de Nomenclatura.

Segundo a literatura (GONCALVES et al., 1997; SECCO, 2008), o Brasil, possui 11
espécies reconhecidas: Hevea brasiliensis (Willd. ex Adr. de Juss.) Muell.-Arg.; Hevea
guianensis Aublet; Hevea benthamiana Muell.-Arg.; Hevea pauciflora (Spruce ex Benth.);
Hevea nitida Mart. ex Muell.-Arg.; Hevea spruceana (Benth.); Hevea paludosa Ule Jarb.;
Hevea rigidifolia (Spruce ex Benth.) Muell.-Arg.; Hevea camporum Ducke; Hevea

microphylla Ule e Hevea camargoana Pires.
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Pires et al. (2002) relatam que as confusdes, interpretacdes pouco precisas e desacordos
entre autores sobre 0 nimero e a classificagdo das espécies do género Hevea é devido ao fato de
que apesar desse género ser um taxon bem definido, bem limitado e de facil reconhecimento, o
mesmo nao se pode dizer das suas espécies, que sdo dificilmente separaveis uma das outras. 1sso
ocorre principalmente pela inexisténcia de barreiras reprodutivas bem definidas (CLEMENT-
DEMANGE et al., 2001). Logo, pode-se considerar que as espécies do género Hevea formam um
complexo de espécies em evolucéo para a especiacéo.

Segundo Secco (2008), as especies do género Hevea pertencem ao grupo das
dicotileddneas. S&o plantas monoicas com flores unissexuadas, pequenas, dispostas em
racimo, de coloracdo roxa avermelhada em H. spruceana e amarelada nas demais espécies.
Possuem folhas compostas trifolioladas longamente pecioladas. Além disso, todas as espécies
sdo lenhosas e arboreas, com excecdo de H. camargoana que € arbustiva.

Outro aspecto comum das espécies de Hevea é a inexisténcia de pétalas nas flores de
ambos 0s sexos e a presenca de um calice com cinco lobos que surgem em um disco basal de
cinco glandulas (GONCALVES et al., 1990). Os autores ainda relatam que o fruto €
composto por uma cépsula trilocular, normalmente contendo trés sementes, a qual possui

deiscéncia explosiva, exceto H. spruceana e H. microphylla (Figura 1).

Et E2 Esc. aproximada

Figura 1 - llustracéo das caracteristicas morfoldgicas de Hevea spp. (A) galho com fruto deiscente;
(B) extremidade de um ramo lateral de um racemo; (C) flor masculina (parte do perianto distinto);
(D) flor feminina na se¢do longitudinal; (El, E2), frutos; (F) semente. Fonte: Gongalves (1990).
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Uma caracteristica importante do género é a producao de latex, fornecida por células
especializadas, denominadas laticiferas (SA, 2000). Mesquita e Oliveira (2010) ao avaliar clones
de seringueira, relataram que o nimero e o diametro das células laticiferas, além da espessura da
casca e o diametro do caule apresentam correlacé@o positiva com a producéo de latex.

Estudos citogenéticos apontaram que a seringueira poderia ser um anfidiploide
(2n=4x=36) estabilizado em seu curso evolutivo (PRIYADARSHAN et al., 2009). Ong
(1975) analisou o paquiteno da profase | de cinco clones de H. brasiliensis e reforcou em sua
conclusdo que o género Hevea (2n=36) possivelmente seria descendente do cruzamento entre
duas espécies dipldides (2n=18), com numero basico de cromossomos x=9 e ndo x=18. Essa
mesma observacao ja havia sido feita por Perry (1943), em trabalho realizado com 22 géneros
da familia Euphorbiaceae. Nesse estudo as espécies do género Hevea foram verificadas
contendo numero basico x=9 cromossomos.

InvestigacOes feitas por Lespinasse et al. (2000) indicaram que embora algumas
observagdes fundamentam sua origem a partir de duas espécies ancestrais com conjunto
genémico 2n=18, nenhum ancestral dipldide foi encontrado e as analises feitas com
marcadores moleculares revelam que Hevea comporta-se como um diploide 2n=36. Um
estudo recente com base em homologia de genes paralogos, sugeriu que a seringueira passou a
ser dipléide apds ter passado por um evento de paleotetraploidizacdo antes da especiacao
entre Hevea e Manihot (POOTAKHAM et al., 2017). Segundo Tayalé e Parisod (2013), a
maioria das plantas paleopolipléides restauraram um comportamento dipldide ao sofrerem
alteracdes estruturais e funcionais, incluindo reorganizacdo genémica, mutacdo diferencial,

eliminacdo e inversédo em cromossomos duplicados.

2.1.2 Centro de diversidade genética e area de ocorréncia

As plantas do género Hevea ocorrem naturalmente na Regido Amazénica, tendo como
centro primario de diversidade genética o rio Negro, na confluéncia com o rio Amazonas. Ja 0
centro secundario abrange uma vasta area nas proximidades do municipio de Borba, no baixo
rio Madeira (WYCHERLEY, 1977). Ao redor do centro de origem, especies de Hevea
ocorrem naturalmente na Bolivia, Brasil, Coldmbia, Guiana Francesa, Guiana, Peru, Suriname
e Venezuela. Todas as espécies ocorrem no Brasil exceto H. microphylla
(PRIYADARSHAN; CLEMENT-DEMANGE, 2004). A extensdo da distribuicdo desse

género pode chegar a seis milhdes de quildmetros quadrados sendo mais da metade do
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territorio brasileiro e tendo como extremos, na América do Sul, limites também na floresta
amazonica (PIRES et al., 2002). A Figura 2 mostra a dimensdo da ocorréncia natural das

especies do género Hevea.
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Figura 2 - Area de ocorréncia natural das espécies de Hevea.

Fora de sua ocorréncia natural a seringueira vem sendo cultivada em varios Estados, como
Bahia (CECILIO et al., 2006), Espirito Santo (SILVA et al., 2013), Minas Gerais, S30 Paulo e
Parana (GONCALVES; MARQUES, 2008). Isso retrata a excelente capacidade que a seringueira
tem de se adaptar a diferentes condiges ecoldgicas. A importancia desta expanséo esta centrada
principalmente na grande demanda do comércio por borracha natural e, também, pela busca por
areas nao infestadas pelo M. ulei, que no passado dizimou grandes plantagdes instaladas em areas
de ocorréncia natural da cultura e também do fungo (GONCALVES; MARQUES, 2008).

O clima predominantemente seco com poucos meses de precipitacdo € um fator crucial
para 0 bom desenvolvimento da seringueira fora de seu habitat natural. Isso reduz o periodo de

troca de folhas e encurta a duracdo de molhamento dos foliolos, impedindo assim a proliferacdo

do patdgeno causador do mal das folhas da seringueira (ALVARENGA; CAMARGO, 2008).
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Camargo et al. (2003) em trabalhos de zoneamento, relacionaram a temperatura média
menor que 20 °C no més mais frio como um fator determinante ao cultivo de clones de
seringueira sem a manifestacdo de graves problemas fitossanitarios. Os mesmos autores
relatam que menores temperaturas associadas a longos periodos de seca e de baixa umidade
impedem a esporulacdo do fungo. Assim, em fungdo dos graves problemas fitossanitarios
enfrentados na regido amazoénica a heveicultura vem se expandido para as regides Centro-
Oeste e Sudeste do Brasil (PILAU et al., 2007).

O cultivo da seringueira em outras regibes ndo € oriundo apenas de problemas
causados por infesta¢fes fungicas. As excelentes propriedades do latex foi um atrativo para o
bom desempenho das atividades econdmicas de diversos heveicultores espalhados em muitos
paises. A domesticacdo da cultura em outras regides do planeta deu inicio em 1876, a partir da
coleta de cerca de 70.000 sementes por Henry Wickham no Municipio de Boim, no Estado do
Pard (WEBSTER; BAULKWILL, 1989). Essas sementes foram levadas para o Jardim
Botanico Real (Royal Botanical Garden de Kew) em Londres, onde foram plantadas e
germinadas.

Apesar do grande numero de sementes, poucas mudas foram obtidas, devido a alta
recalcitrancia da semente. Contudo, as remanescentes foram enviadas para a Mal&sia e outros
paises do Sudeste Asiatico, originando todas as plantacdes de seringueiras existentes na regido
(WEBSTER; BAULKWILL, 1989). O sucesso propagativo dessas plantas foi devido
principalmente a producdo de sementes e ao uso de enxertos (DIJKMAN, 1951).

Além da retirada de suas condi¢bes ecoldgicas naturais e da propagacao clonal para
fins comerciais, as plantas de seringueira também passaram a ser distribuidas e mantidas em
colecBes distantes de seus locais de origem. Muitas hastes e sementes de arvores polinizadas
abertamente em populag6es naturais foram coletadas e plantadas em diversas cole¢des ex situ
(PRIYADARSHAN; GONCALVES, 2003).

A retirada de plantas de sua distribuicdo natural objetiva-se principalmente em
conservar genotipos evitando a erosdo genética causada tanto pelas a¢es antrépicas como
também pelas mudancas do clima (HAWKES et al., 2012). A maior parte das variedades
clonais existentes nos dias atuais, assim como 0s genotipos que ainda estdo sob sele¢do, sdo
menos de 10 geracOes distantes dos seus ancestrais selvagens retirados da floresta amazdnica
(SOUZA et al., 2015).
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2.2 Importancia econdmica

A borracha é um polimero de hidrocarbonetos, constituida de unidades de poliisopreno
(C5H8), e a borracha natural € um metabdlito secundario (cis 1,4 poliisopreno) originado no
floema secundario da planta (PRIYADARSHAN; CLEMENT-DEMANGE, 2004). Devido a
sua estrutura e alto peso molecular ela constitui-se em um material estratégico, pois ndo é
substituida por polimeros de borrachas sintéticas (PRIYADARSHAN et al., 2009).

As muitas aplicacdes apresentadas pela borracha natural se devem a fatores como
elasticidade, flexibilidade, resiliéncia, resisténcia a abrasdo, ao impacto e a corrosédo, facil
adesdo a tecidos e aco, propriedades isolantes de eletricidade, impermeabilidade a liquidos e
gases e capacidade de dispersar calor (RIPPEL; BRAGANCA, 2009).

Ha uma ampla diversidade de produtos produzidos pelas industrias a partir do latex da
seringueira, tais como: manufatura de pneus, produtos para uso médico e paramédico,
adesivos, calgcados e outros. Tal matéria prima também é muito utilizada nas industrias de
transportes e de produtos bélicos por demostrar excelentes propriedades isolantes e
impermeabilidade tanto ao ar quanto d4gua (MORENO et al., 2008). Mooibroek e Cornish
(2000) descrevem a borracha natural como uma fonte estratégica para a fabricacdo de 40.000
produtos, incluindo 400 artefatos médicos. J& Chen (1983) apontou que mais de 50.000
artigos no mundo sdo feitos unicamente de borracha natural. Isso mostra a elevada
importancia econémica que a heveicultura vem exercendo sobre o comércio global.

Apesar de ser originaria da bacia amaz6nica, a producdo de borracha na América do
Sul representa apenas 2% da producdo mundial (LIEBEREI, 2007). O autor atribui essa baixa
producdo como um reflexo da devastadora disseminacdo da doenca ferrugem foliar sul-
americana (SALB), causada pelo ascomiceto Microcyclus ulei na década de 1930.

Os dados do IRSG (2017) revelaram que em 2016, a producdo mundial de borracha
natural atingiu 12.4 milhdes de toneladas enquanto o consumo global de borracha foi de 12,6
milhdes de toneladas, indicando uma diferenca de 200.000 toneladas entre demanda e oferta.
Mais de 86% de toda essa producdo advém de paises Asidticos como Tailandia, Indonésia,
Malésia, india, Vietnd e China. Sendo a Tailandia, classificada como a maior produtora de
borracha natural, com uma producdo total de 4,5 milhdes de toneladas e uma participacao de
36,3% do total global. Nesse mesmo periodo a China foi o maior consumidor mundial de
borracha natural, sendo suas necessidades supridas com 4,9 milh6es de toneladas, dos quais

77,9% foram demandas para as industrias de pneus (IRSG, 2017).
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Informacdes mostradas pelo IBGE (2016) revelaram que o Brasil produziu apenas 316
mil toneladas, cerca de 1% do total de toda a produgdo global. Para poder suprir as
necessidades internas foi preciso importar cerca de dois ter¢cos da demanda exigida pela
industrial. A producdo nacional de borracha estd concentrada principalmente nos estados de
Sdo Paulo (58%), Bahia (13%), Minas Gerais (8%), Mato Grosso (8%) e Goids (6%)
(EMBRAPA, 2016).

2.3 Clones de seringueira

O cultivo de seringueira na forma de clones vem sendo uma pratica cada vez mais
comum. Isso, segundo Gongalves e Marques (2008) ocorre devido as varias vantagens que 0s
clones de seringueira desempenham na implantacdo de um seringal, sendo a uniformidade
exibida pelos seus individuos uma das caracteristicas desejaveis. Por outro lado, tais autores
ainda ressaltam que arvores de um mesmo clone podem apresentar alta suscetibilidade as
mudancas nas condi¢fes ambientais e infestagdo por patdgenos devido a baixa variabilidade
genética em diferentes caracteres.

A producdo de clones geralmente é feita com base em critérios classificatérios.
Gongcalves et al. (2001) explicam que, os clones costumam ser classificados em primarios,
secundarios e terciarios e outros. Clones priméarios sdo aqueles provenientes de parentais
desconhecidos obtidos a partir da multiplicacdo vegetativa de arvores matrizes com caracteres
desejaveis. Os clones secundarios sdo obtidos a partir de arvores matrizes oriundas de
cruzamentos controlados entre dois clones primarios. Ja os clones terciarios sdo obtidos de
cruzamentos em que pelo menos um dos parentais é secundario e assim por diante.

A nomenclatura dos clones de Hevea é feita de forma consensual pelas institui¢oes
que os selecionam, sendo estes clones nomeandos na forma de siglas, seguido, ap6s um
espaco, de um numero da série designado pelo melhorista responsidvel (WEBSTER,;
BAULKWILL, 1989). Além disso, a sigla pode representar o0 nome da institui¢cdo ou do local
onde o clone foi originado.

No Brasil existem diversos clones, que de acordo com Gongalves e Marques (2008),
sdo0 nomeados e abreviados com base em sua origem. Os autores descrevem 0s mais
conhecidos, conforme pode ser visto a baixo:

AC: Acre;

AVROS: Algemene Vereniging Rubber planters Oostkust Sumatra, Indonésia;



23

CDC: Clavellina Dothidella Resistant;

CNS: Centro Nacional de Seringueira, Brasil;

FA: Ford Acre, Brasil;

FB: Ford Belém, Brasil,

FDR: Firestone Dothidella Resistant, Brasil;

Fx: Ford cruzamento, Brasil;

GU: Guatemala;

Gl: Glenshiel, Malasia;

GT: Godang Tapen, Indonésia;

Har: Harbel, Libéria;

IAC: Instituto Agronémico de Campinas, Brasil;

IAN: Instituto Agrondmico do Norte, Brasil;

IRCA: Institute de Recherches sur le Caoutchouc;
LCB: S’Lands Caoutchouc Bedrijven, Indonésia;
MDF: Madre de Dios Firestone, Brasil;

MDX: Madre de Dios Cruzamento, Brasil;

PB: Prang Besar, Malésia;

PFB: Pé-franco da Belterra, Brasil;

PR: Proefstation voor rubber, Indonésia;

PMB: Plantacdo Michelin Bahia, Brasil

RO: Rondbnia, Brasil;

RRIC: Rubber Research Institute of Ceylon, Sri Lanka;
RRIM: Rubber Research Institute of Malaysia, Malasia;
SIAL: Selecéo do Instituto Agrondmico de Leste, Brasil;

Tjir: Tjirandji, Indonésia

2.4 Uso e conservacao de colegdes ex situ no melhoramento de plantas

Devido as crescentes intervencdes humanas e ao avan¢o do agronegocio, aliado a
expansdo da pecuaria em areas florestais, muitas florestas vém sendo devastadas (PAULO et
al.,, 2015). As inducbes desses eventos nas florestas levaram a uma ampla perda da
biodiversidade em todo o planeta (NEWBOLD et al., 2015), acarretando na perda dos

recursos geneticos vegetais e na reducdo populacional das espeécies florestais (BILLINGTON,
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1991). Diante desses problemas a Organizagdo das Nagdes Unidas para a Alimentacdo e
Agricultura (FAO), promoveu em 1961, com o propdsito de conservar 0s recursos genéticos,
a primeira Conferéncia Internacional, com o tema “Perda de genes causada pela destruigao
acelerada da vegetacdo primaria e o abandono das variedades primitivas pelo agricultor,
devido a pressao das cultivares providas pelo melhoramento genético” (BUENO et al., 2006).
A partir dai, varias conferéncias foram organizadas com a finalidade de construir estratégias
para 0 manejo e a conservacao dos recursos genéticos do mundo.

Uma das primeiras estratégias internacionais foi a criacdo do International Board for
Plant Genetic Resources (IBPGR), hoje, International Plant Genetic Resources (IPGRI)
durante a Conferéncia Técnica Internacional em Biologia realizada pela FAO, em 1974.
Tendo como objetivo a elaboracdo de metas eficazes para a conservacdo dos recursos
genéticos vegetais, principalmente os utilizados na alimentacédo e agricultura (FAO, 2010). A
grande preocupacdo em conservar essa biodiversidade reflete no conjunto de politicas e
programas criados para a manutencdo e utilizagao desses recursos (CARVALHO et al., 2008).

A diversificacdo genética surge por meio das variagdes bioldgicas hereditarias
acumuladas durante os processos evolutivos e adaptativos (ARNOLD; KUNTE, 2017),
provocada fundamentalmente por eventos mutacionais (YUAN; HUANG, 2017). Essa fonte
de diversidade genética precisa ser preservada tanto para combater as novas e emergentes
pragas e doencas, como para produzir variedades melhor adaptadas as mudancas de
ambientais e do clima, aliando a isso, bom rendimento e produtividade (FAO, 2010).

Assim, por formarem a base do melhoramento de plantas, a conservacdo e 0 uso dos
recursos geneéticos vegetais sao essenciais ao desenvolvimento sustentavel, sendo alvos para a
manutenc¢do e melhoria da producao agricola e florestal (FRANKEL et al., 1995).

O elemento dos recursos genéticos que maneja a variabilidade genética intraespecifica,
transmitida de forma sexual ou somatica, de uma geracdo para outra, denomina-se
“germoplasma” (OFFORD, 2017). Para a conservagdo e o uso sustentavel desse recurso sao
utilizadas duas estratégias: protecdo das populacdes em seu ambiente natural (in situ) e
preservacdo de amostras fora de seu local de origem (ex situ) (COHEN et al., 1991; RIBEIRO
etal., 2016).

Um modelo de colecdo ex situ sdo os bancos de germoplasma, por meio de
armazenamento de sementes, plantas propagadas vegetativamente e na forma de cultivo no
campo (OFFORD, 2017). Segundo Pereira et al. (2010) a coleta destes materiais pode ser feita
por meio de sementes ou hastes para a enxertia, sendo a clonagem um grande atalho no

melhoramento genético destas espécies.



25

Os bancos de germoplasmas sdo definidos como colecGes vivas de todo o patrimonio
genético de uma espécie ou género, a qual deve conter uma variabilidade genética minima,
oriunda de acessos silvestres, nativos, cultivares obsoletas ou desenvolvidas pelo
melhoramento genético, para fins de conservacdo e utilizacdo a longo ou curto prazo
(BOREM; MIRANDA, 2009). Além disso, a inser¢io de novos materiais em bancos
germoplasma ex situ possibilita a ampliacdo da base genética da espécie conservada
(SCHREINEMACHERS et al., 2014).

A caracterizacdo da diversidade genética permite identificar e separar geneticamente
0s acessos que integram a colecdo de germoplasma, fomentar o catadlogo de descritores dos
acessos com informes bioldgicos essenciais ao manejo e gestdo da colecdo e estimular a
utilizacdo desses acessos no melhoramento genético de plantas (FERREIRA et al., 2007).

No Brasil muitos bancos de germoplasma sdo conservados atualmente. Kopp et al.
(2001) relatam que as atividades de coleta e conservacdo da biodiversidade dessas colegdes
comecaram a partir do ano de 1970 com a criagdo do Centro Nacional de Recursos Genéticos
— CENARGEN, em Brasilia, que hoje é reconhecido como sendo um dos maiores centros de
conservacao do mundo.

As colecdes ex situ dispdem de um nimero muito elevado de acessos, no entanto, suas
quantidades de amostras ndo representam fielmente a diversidade genética que estd sendo
conservada, para tanto, a fim de preencher com precisdo essa lacuna, a diversidade genética
dessas colecBes precisa ser devidamente caracterizada (OFFORD, 2017). Nesse sentido,
foram realizados estudos a fim de caracterizar a diversidade genética dos bancos de
germoplasmas de muitas culturas: acai (OLIVEIRA et al., 2010); cacau (GUARIN et al.,
2017); cerejeira (CAMPOY et al., 2016); feijdo (CHEN et al., 2015); maracuja
(CERQUEIRA-SILVA, et al., 2014); milho (SILVA et al., 2015); oliveira (HAOUANE et al.,
2011); seringueira (SOUZA et al., 2015).

A conservacdo ex situ de germoplasma contribui com a seguranca global na
preservacdo dos recursos geneéticos, proporcionando diversos beneficios para a populagédo
mundial. No entanto, o custo operacional para a manutencéo e gerenciamento de espécies fora
de seu habitat natural é consideravelmente oneroso (SCHREINEMACHERS et al., 2014). O
motivo desse alto custo € que a conservacao ex situ vai além do armazenamento de espécies.
Envolve estudos desde a coleta, identificagdo taxondmica, caracterizacdo morfologica e
molecular, avaliagdo agrondmica preliminar e monitoramento dos acessos. Outras atividades
que envolvem a conservagao ex situ é a partilha de materiais entre instituicbes por meio de

intercambio, regeneracdo periddica dos acessos armazenados, multiplicacdo do germoplasma
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finalizando com a disponibilizagdo do germoplasma e de todas as informagdes sobre o acesso
estudado. Portanto manter espécies fora de seu habitat natural justifica-se apenas se houver

uso ou expectativas futuras de uso dos recursos genéticos (SACKVILLE et al., 2002).

2.4.1 Banco de germoplasma do género Hevea

Devido ao intenso desmatamento da floresta amazonica, muitas populacdes de
seringueira deixaram de existir (LE GUEN et al., 2009). Para atenuar esse quadro, muitas
tentativas de prospec¢do foram realizadas nas Ultimas décadas, objetivando a constituicdo de
bancos de germoplasma de seringueira conjuntamente com outras espécies do género Hevea.

Os primeiros esforcos para conhecer a distribui¢do natural e a base genética de Hevea
iniciaram-se durante o século XX, onde varios levantamentos foram realizados com o objetivo
de coletar sementes e hastes de &rvores selvagens de seringueira para aumentar o pool
genético da espécie. Uma das primeiras expedicGes coletivas foi conduzida sob a lideranca do
ministério da agricultura peruana em 1940 na regido de Madre de Dios (PRIYADARSHAN;
GONGCALVES, 2003). As mudas obtidas nessa coleta foram multiplicadas por enxertos,
(sendo os clones resultantes nomeados MDF) sendo introduzidas e estudadas na Libéria, na
Guatemala e no Estado brasileiro da Bahia (BOS; MCINDOE, 1965).

Em 1974, o IRCA (Institut de Recherche sur le Caoutchouc, Franca) e a Embrapa
(Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria) realizaram uma pesquisa conjunta para coletar
novas plantas de seringueira nos Estados do Acre e Rondonia (HALLE; COMBE 1974). As
plantas silvestres coletadas nesta pesquisa foram propagadas por enxerto, sendo entéo
conhecidas como clones Embrapa/IRCA.

Devido a estreita diversidade genética nos clones de seringueira em muitos seringais
da Malésia, estabelecidos a partir das sementes coletadas em 1876 por Henry Wickham,
surgiu a necessidade de ampliar a base genética dessa espécie por meio da insercdo de novos
exemplares em cole¢do ex situ. Deste modo, em 1981, o IRRDB (International Rubber
Research and Development Board), com apoio do Governo brasileiro realizou uma das
maiores expedicdes de coleta de hastes e sementes de seringueira, a qual reuniu NUMerosos
gendtipos provenientes dos Estados do Acre, Mato Grosso e Rondonia (GONCALVES, 1981,
LINS et al., 1981; PAIVA, 1981). As mais de 64.000 sementes e as quase 1.500 hastes
colhidas de 194 arvores de alta producéo foram divididas entre o Brasil, Malasia e a Costa do
Marfim em 50%, 35%, 15%, respectivamente (ONOKPISE, 2004).
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A fim de fortalecer os programas de melhoramento no sentido de acrescentar maior
resisténcia ao fungo Microcyclus ulei, Santos (1982) deu énfase a coleta de gendtipos da
espécie H. benthamiana, tida como resistente ao fungo. As onze matrizes destas espécies
foram coletadas no municipio de Barcelos, no Estado do Amazonas.

A fim de aumentar o pool de genes nos bancos de germoplasma da Malésia 0 RRIM
(Rubber Research Institute of Malaysia) organizou em 1995 uma pesquisa com 0 apoio da
Embrapa, nos Estados do Amazonas e Pard, uma pesquisa para coletar sementes de varias
especies selvagens do género Hevea (WEI; AR, 2014). Das dez espécies do género Hevea
encontradas no territdrio brasileiro oito tiveram sementes amostradas nessa prospeccdo: H.
brasiliensis, H. benthamiana, H. camargoana, H. guianensis, H. nitida, H. pauciflora, H.
rigidifolia e H. spruceana. As numerosas sementes resultantes dessa coleta foram divididas
entre o Brasil e a Malasia.

Os materiais selvagens que permaneceram no Brasil foram Uteis para o
estabelecimento de uma colecdo ex situ localizada em uma éarea experimental da Embrapa
Cerrados. Atualmente essa colecdo conta com 868 acessos pertencentes as espécies H.
brasiliensis, H. benthamiana, H. guianensis e H. pauciflora, além dos hibridos resultantes dos
cruzamentos interespecificos e intraespecifico.

A Embrapa Amaz6nia Ocidental e a Embrapa Amazonia Oriental também mantém
banco ativo de germoplasma de Hevea spp. desde de 1974 (GONCALVES, 1980).

Atualmente estas duas colecBes conservam respectivamente, 103 e 68 acessos.

2.5 Estudos moleculares no género Hevea

A variabilidade inter e intraespecifica de genotipos das espécies do género Hevea vem
sendo bastante estudada. Besse et al. (1994) avaliaram 164 individuos de populacGes
selvagens e cultivadas de H. brasiliensis com marcadores RFLP (Restriction Fragment
Lenght Polymorphism). Os autores encontraram niveis de polimorfismo relativamente altos
nos clones cultivados. Com base nisso, sugeriram a incorporacao de materiais selvagens em
esquemas de melhoramento genético pelo fato dos acessos selvagens terem sido separados em
grupos distintos de acordo com sua origem geografica.

Mais tarde, a natureza dominante dos marcadores RAPD (Random Amplified

Polymorphic DNA) foi eficientemente utilizada na identificacdo de polimorfismo em cole¢des
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ex situ. Esses marcadores foram utilizados em acessos das cole¢des de Wickham e do IRRDB
(International Rubber Research and Development Board) de 1981 a fim verificar as relagfes
genéticas entre essas duas colecdes. Os resultados mostraram que as populacdes de Wickham
e IRRDB foram separadas em dois grupos com valor de similaridade genética de 0,64
(OKTAVIA; KUSWANHADI, 2011). Mesmo em grupos diferentes, esses resultados indicam
que essas populacdes possuem relages genéticas proximas pela similaridade encontrada.

Dezessete genotipos provenientes das cole¢des do Instituto Agrondmico de Campinas
- IAC e da Universidade Federal de Lavras - UFLA tiveram a similaridade genética estimada
por meio de marcadores RAPD. Os valore de similaridade entre esses clones variaram de 0,56
a 1,00, indicando existéncia de variabilidade genética. O estudo sugeriu que os clones
avaliados na UFLA sdo os mesmos implantados no IAC, exceto o RRIM 701 formado por
dois grupos distintos (BICALHO et al., 2008).

Além dos marcadores dominantes, os marcadores codominantes, como 0s
microssatélites vém contribuindo eficientemente com os estudos genéticos no género Hevea.
LOW et al. (1996), através de pesquisas em bancos de dados identificaram alto nivel de
polimorfismo nas espécies H. pauciflora, H. guinensis, H. camargoana, H. benthamiana e H.
brasiliensis. Bibliotecas enriquecidas foram produzidas por Atan et al. (1996), Bindu-Roy et
al. (2004) e Saha et al. (2005), conduzindo a identificacdo de um grande nimero de
marcadores microssatélites.

O desenvolvimentos desses microssatélites foram Uteis na construcdo do primeiro
mapa genético por Lespinasse et al. (2000) e em estudos sobre diversidade genética por
Lekawipat et al. (2003) e Saha et al. (2005). Souza et al. (2009) a partir do desenvolvimento
de biblioteca enriquecida, desenvolveram 27 marcadores microssatélites para H. brasiliensis e
avaliaram a transferibilidade em seis outras espécies do género. Le Guen et al. (2010),
também desenvolveram marcadores microssatélites a partir de biblioteca enriquecida. No
trabalho foram descritos 296 novos marcadores microssatélites.

Outro trabalho relacionado ao desenvolvimento de marcadores microssatélites foi
realizado por Yu et al. (2011), a partir de DNA gendmico de H. brasiliensis. A
transferibilidade desses marcadores foi testada em H. spruceana, H. nitida, H. benthamiana e
H. pauciflora e em trés espécies da familia Euphorbiaceae (Ricinus communis, Manihot
utilissima e Phyllanthus emblica).

Por meio de busca no GenBank, Gouvéa et al. (2010) desenvolveram e caracterizaram

80 microssatelites. A grande diversidade total (Ht = 0,58) e alta diferenciacdo genética (Gg =
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0,61) verificada nesse trabalho indicou a existéncia de variagcdo genética entre os 60 gendtipos
analisados.

Feng et al. (2009) além de desenvolverem marcadores EST-SSR a partir de bases de
dados de dominio publico, detectaram transferibilidade e analisaram a diversidade genética
em 12 gendtipos de H. brasiliensis e de outras quatro espécies do mesmo género (H.
spruceana, H. nitida, H. benthamiana e H. pauciflora). Perseguini et al. (2012) testaram a
eficiéncia e a transferibilidade de 30 marcadores EST-SSR desenvolvidos por Feng et al.
(2009) em 45 acessos do IAC e em outras seis espécies. Triwitayakorn et al. (2011) utilizaram
dados de sequéncias expressas para desenvolver marcadores microssatélites e construir um
mapa de ligagéo.

Le Guen et al. (2009) utilizaram 18 locos microssatélites em 307 acessos de Hevea
coletados de 19 pontos distintos das bacias hidrograficas amazénicas. Foi verificado
diferenciacdo entre as populacdes. Segundo os autores essa diferenciacdo é decorrente da
localizacdo geogréfica dentro das redes hidrogréaficas amazénicas e pelo isolamento entre as
populacdes. Posteriormente 13 dos 18 marcadores microssatélites utilizados no estudo de Le
Guen et al. (2009) foram empregados por Souza et al. (2015) em um estudo de diversidade
genética. A partir dos 1.117 acessos foi identificada uma colecdo nuclear com 99 acessos.

Polimorfismo de nucleotideo Gnico — SNP também foram verificados em regibes
informativas e ndo informativas do genoma de H. brasiliensis. Um estudo para identificacéo
de SNPs realizado por Souza et al. (2016) disponibilizaram marcadores adicionais e revelou
genes candidatos nos mecanismos de defesa.

Marcadores SNPs também foram desenvolvidos em analises de transcriptoma. Dos
32.018 resultados positivos encontrados por Mantello et al. (2014) no genoma de células do
cambio, 78 SNPs foram validados como sendo sequéncias pertencentes as vias mevalonato
(MVA) e 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato (MEP), envolvidas na biossintese de borracha. Do
conjunto de marcadores SNPs identificados por Salgado et al. (2014) em uma analise
abrangente de transcriptoma em células de varios tecidos e 6rgaos de Hevea, 172 mostraram-
se polimorficos entre os 23 gendtipos testados.

Shearman et al. (2015) realizaram um estudo com RNA-seq para a identificacdo de
SNPs, utilizados para construir um mapa de ligagdo em uma populacéo de clones de RRIM
600 e RRII 105. O estudo de transcritos tem revelado muitas informagdes sobre o complexo
mecanismo de biossintese da borracha (CHOW et al., 2007; LIU et al., 2016, LIU et al., 2015;
CHAO etal., 2015; LI et al., 2016; WEI et al., 2015; ZOU et al., 2017).
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Essas pesquisas demostram 0s recentes avangos dos estudos moleculares na cultura.
No entanto, a caracterizacdo da diversidade genética ainda é fundamental para o
conhecimento e para avancos no programa de melhoramento de seringueira. Por isso ha a
necessidade de desenvolver estudos na area de caracterizacdo de acessos do banco de

germoplasma de seringueira.

3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Caracterizar por meio de marcadores microssatelites a diversidade genética de acessos
do banco de germoplasma de seringueira da Embrapa Amazénia Ocidental, Embrapa

Amazonia Oriental e Embrapa Cerrados.

3.2 Especificos

a) Avaliar a diversidade e a estrutura genética dos acessos amostrados com dez locos
microssateélites;

b) Testar a transferibilidade dos locos microssatélites de H. brasiliensis para H. pauciflora e
H. Rigidifolia;

c) Verificar por meio das distancias genéticas o grau de variabilidade existente entre acessos
analisados.

d) Estabelecer uma colecdo nuclear com 100% da diversidade genética em um ndmero

minimo de amostras.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material Vegetal

O estudo foi realizado com 318 acessos, sendo 51 acessos do Banco Ativo de
Germoplasma da Embrapa Amazonia Ocidental, 63 da Embrapa Amazonia Oriental e 204
acessos da Embrapa Cerrados (Tabela 1). Dentre os acessos, 223 sdo de H. brasiliensis, 28 de
H. pauciflora, 1 de H. rigidifolia, 38 hibridos interespecificos e 28 sem informacdo da
espécie. A selecdo do material foi baseada nos genotipos ndo avaliados em estudos

moleculares anteriores e disponiveis nos BAGs da Embrapa.
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A origem de cada acesso avaliado nesse estudo estd descrita na Tabela 1. Os clones
provenientes do Ceildo/Sri Lanka, Indonésia, Malasia (Asia), Costa do Marfim (Africa) e
Guatemala (América do Norte) foram coletados na floresta Amazonica. Desse modo, a
descricdo de origem desses genotipos esta relacionada a regido onde foram inicialmente

conservados e ndo ao local de coleta.
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Tabela 1 - Acessos de Hevea spp. pertencentes aos Bancos Ativos de Germoplasma da Embrapa Cerrados, Embrapa Amazo6nia Ocidental e
Embrapa Amazoénia Oriental.

BAG da Embrapa Cerrados

N° Clones *CA **O | N° Clones *CA **0O | N° Clones *CA **O | N° Clones *CA **Q
1 1/33 Hbl MA | 31 PB 259 Hb31 MA | 61 RRIM 805 Hb61 MA | 91 AM 95-334 Hbo1 AM
2 1/3/56/77 Hb2 MA | 32 PB 291 Hb32 MA | 62 AM 95-256 Hb62 AM 92 AM 95-367 Hb92 AM
3 4/101/79 Hb3 MA | 33 PB 294 Hb33 MA | 63 AM 95-335 Hb63 AM 93 AM 95-535 Hb93 AM
4 93/144 Hb4 MA | 34 PB 306 Hb34 MA | 64 5B/17/3 Hb64 MA | 94 AM 95-538 Hbo4 AM
5 RRIM 806 Hb5 MA | 35 PB 311 Hb35 MA | 65 AI7/6/491 Hb65 MA | 95 AM 95-540 Hb95 AM
6 AC/1/25 Hb6 AC | 36 PB 314 Hb36 MA | 66 CLAN 8 Hb66 MA | 96 5/4/91 Hb9o6 MA
7 AC/B/9/46 Hb7 AC | 37 PB 324 Hb37 MA | 67 CNS G 211 Hb67 AM 97 32 Hb97 MA
8 CNS AM 7672 Hb8 AM | 38 RRIM 922 Hb38 MA | 68 CNS RO 7826 Hb68 RO 98 1/10/56/77 Hbos MA
9 CNSTO 7813 Hb9 RO | 39 PC 119 Hb39 MA | 69 CNS RO 7921 Hb69 RO 99 1/552/77 Hb99 MA
10 CPAC1 Hb10 AM 40 PC 140 Hb40 MA 70 GU 47 Hb70 GT 100 12/00/78 Hb100 MA
11 CPAC 2 Hb11l AM 41 PC 141 Hb41 MA 71 IAC 35 Hb71 AM 101 22/8/56/77 Hb101 MA
12 Fx 2261 Hb12 PA 42 PC 96 Hb42 MA 72 IR 22 Hb72 MA 102 62/2/225 Hb102 MA
13 Fx 25 Hb13 PA 43 RRIM 919 Hb43 MA 73 IRCA 111 Hb73 CM 103 64/B/120 Hb103 MA
14 Fx 3864 Hb14 PA 44 PR 255 Hb44 IN 74 IRCA 1159 Hb74 CM 104 AC 37 Hb104 AC
15 FX 4098 Hb15 PA | 45 RO 57 Hb45 RO 75 IRCA 515 Hb75 CM | 105 AC 40 Hb105 AC
16 Fx 985 Hb16 PA | 46 RO/C/9/15 Hb46 RO 76 PB 285 Hb76 MA | 106 AVROS 1518 Hb106 IN
17 IAC 41 Hb17 AC | 47 RO/C/9/42 Hb47 RO 77 PM 10 Hb77 MA | 107 CD 38 Hb107 PA
18 RRIM 809 Hb18 MA | 48 RRIM 938 Hb48 MA | 78 PS 01 Hb78 MA | 108 CNS RO 7926 Hb108 RO
19 RRIM 901 Hb19 MA | 49 RV 01 Hb49 MA | 79 RO/1/109 Hb79 RO | 109 CNS RO 8313 Hb109 RO
20 RRIM 913 Hb20 MA | 50 RO/PB/1/30 Hb50 RO 80 RO/1/56 Hb80 RO | 110 CNS RO 8329 Hb110 RO
21 IAN 873 Hb21 PA 51 RO/S/11/12 Hb51 RO 81 RO/1/60 Hb81 RO 111 GA 1326 Hb111 IN
22 IRCA 130 Hb22 CM 52 RRIC 132 Hb52 C/SL | 82 RRIC 42 Hb82 C/SL | 112 GT 711 Hb112 IN
23 IRCA 18 Hb23 CM 53 RRIM 512 Hb53 MA 83 TP 13 Hb83 PA 113 IAC 15 Hb113 AC
24 RRIM 915 Hb24 MA | 54 RRIM 926 Hb54 MA 84 RRIM 526 Hb84 MA 114 IAC 204 Hb114 PA
25 IRCA 427 Hb25 CM 55 RRIM 623 Hb55 MA 85 RRIM 605 Hb85 MA 115 IAC 302 Hb115 PA
26 0S 22 Hb26 MA | 56 RRIM 728 Hb56 MA | 86 RRIM 908 Hb86 MA | 116 PB 346 Hb116 MA
27 PB 230 Hb27 MA | 57 RRIM 729 Hb57 MA | 87 RRIM 921 Hb87 MA | 117 PF 9/518 Hb117 PA
28 PB 233 Hb28 MA | 58 RRIM 801 Hb58 MA | 88 RRIM 937 Hb88 MA | 118 RO/C/9/79 Hb118 RO
29 PB 243 Hb29 MA | 59 RRIM 802 Hb59 MA | 89 SCATC7/20/56 Hb89 CN | 119 RO/1/01 Hb119 RO
30 PB 252 Hb30 MA | 60 RRIM 803 Hb60 MA | 90 TR1 Hb90 MT | 120 RO/1/10 Hb120 RO

*CA = codigos do acessos: Hb (H. brasiliensis); Hp (H. pauciflora); Hr (H. rigidifolia); Hg (H. guianensis); HbxHbe ( H. brasiliensis x H. benthamiana); HbxHp (H. brasiliensis x H. pauciflora);
Hx (sem informag&o) pertencem as espécies estudadas. **O = Origem: AC = Acre; AM = Amazonas; CM = Costa do Marfim; C/SL = Ceildo/Sri Lanka; DS = Desconhecida; IN = Indonésia; GT =
Guatemala; MA = Malésia; MT = Mato Grosso; PA = Para; RO = Ronddnia, sao referentes aos locais de origem dos acessos.
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Tabela 1- Continuacao

BAG da Embrapa Cerrados BAG da Embrapa Amazonia Ocidental
N° Clones *CA **O | N° Clones *CA **0O | N° Clones *CA **O | N° Clones *CA **0
121 RO/1/72 Hb121 RO | 265 IAN 2903 HbxHbel3 PA | 295 IAN 6545 Hx5 PA | 134 IPA 1 Hb134 DS
122 RO/I/75 Hb122 RO | 266 IAN 3087 HbxHbeld PA | 296 IRCA 109 Hx6 CM | 135 CNSAM7905 Hb135 DS
123 RO/1/94 Hb123 RO | 267 IAN 3156 HbxHbel5 PA | 297 IRCA 209 Hx7 CM | 136 FX3864 Hb136 DS
124 RO/JP/3/99 Hb124 RO | 268 IAN 7340 HbxHbel6 PA | 298 PB 326 Hx8 MA | 137 FX4098 Hb137 DS
125 RRIM 501 Hb125 MA | 269 IAN 8297 HbxHbel7 PA | 299 RRIM 710 Hx9 MA | 138 PB314 Hb138 DS
126 RRIM 513 Hb126 MA | 270 IAN 6544 HbxHp1 PA | 300 RRIM 711 Hx10 MA | 139 IRCA111 Hb139 DS
127 RRIM 607 Hb127 MA | 271 IAN 7526 HbxHp2 PA | 301 RRIM 713 Hx11 MA | 140 MDX607 Hb140 DS
128 RRIM 614 Hb128 MA | 272 IAN 7530 HbxHp3 PA | 302 RRIM 714 Hx12 MA | 141 TP749 Hb141 DS
129 RRIM 911 Hb129 MA | 273 IAN 7555 HbxHp4 PA | 303 CNSAMB8026 Hx13 AM | 142 FDR5953 Hb142 DS
130 RV 02 Hb130 MA | 274 IAN 7585 HbxHp5 PA | 304 CNSAMB8228 Hx14 AM | 143 FDR1057 Hb143 DS
131 TP 2 Hb131 PA | 275 IAN 7626 HbxHp6 PA | 305 CNSAMBS8349 Hx15 AM | 144 CPAAOCS1 Hb144 DS
132 TP 65 Hb132 PA | 276 IAN 7639 HbxHp7 PA | 306 CNSBT7836 Hx16 PA | 145 CPAAOCS0 Hb145 DS
133 IPA1 Hb133 AC | 277 IAN 8059 HbxHp8 PA | 307 CNSAM7663 Hx17 AM | 146 CPAAOC79 Hb146 DS
224 P10 Hpl PA | 278 IAN 8072 HbxHp9 PA | 308 CNSAMB8007 Hx18 AM | 147 CPAAOC78 Hb147 DS
225 CNSAM 7725 Hp2 AM | 279 IAN 8081 HbxHp1l0 PA | 309 CNSAMBS8019 Hx19 AM | 148 CPAAOC77 Hb148 DS
226  CNSAM 7729 Hp3 AM | 280 IAN 8121 HbxHpll PA | 310 CNSAMB8020 Hx20 AM | 149 CPAAOC76 Hb149 DS
227 P 146 Hp4 PA | 281 IAN 8194 HbxHp12 PA | 311 CNSAMB8050 Hx21 AM | 150 CPAAOC72 Hb150 DS
251 CNS AM 7724 Hp28 AM | 282 IAN 8514 HbxHp13 PA | 312 CNSAMB8257 Hx22 AM | 151 CPAAOC71 Hb151 DS
253 Fx 3899 HbxHbel PA | 283 IAN 8530 HbxHpl4 PA | 313 CNSAMB8342 Hx23 AM | 152 CPAAOC70 Hb152 DS
254 IAN 3528 HbxHbe2 PA | 284 IAN 6484 HbxHp15 PA | 314 CNSAMB8401 Hx24 AM | 153 CPAAOC69 Hb153 DS
255 7115 HbxHbe3 MA | 285 IAN 8079 HbxHpl6 PA | 315 CNSBT 7804 Hx25 PA | 154 CPAAOC68 Hb154 DS
256 IAN 6158 HbxHbe4  PA | 286 IAN 8549 HbxHpl7 PA | 316 CNSBT 7813 Hx26 PA | 155 CPAAOC65 Hb155 DS
257 IAN 6897 HbxHbe5  PA | 287 IAN 7647 HbxHp18 PA | 317 CNSBT 7817 Hx27 PA | 156 CPAAOC64 Hb156 DS
258 IAN 717 HbxHbe6  PA | 288 IAN7647P2 HbxHpl9 PA | 318 CNSBT 7827 Hx28 PA | 157 CPAAOC45 Hb157 DS
259 IAN 7357 HbxHbe7 PA | 289 IAN 8528 HbxHp20 PA 158 CNSPBO3 Hb158 DS
260  AM 95-503 HbxHbe8 AM | 290 AM 95-299 HbxHgl AM 159 CNSPB16 Hb159 DS
261  AM 95-507 HbxHbe9 AM | 291 CNSBT 7808 Hx1 PA 160 CNSAMS8214 Hb160 DS
262 IAN 6742 HbxHbel0 PA | 292 CNSBT 7815 Hx2 PA 161 PA31 Hb161 DS
263  AM 95-501 HbxHbell AM | 293 IAN 6486 Hx3 PA 162 CNSAMS8203 Hb162 DS
264 IAN 2880 HbxHbel2 PA | 294 IAN 6543 Hx4 PA 163 CPAAOC58 Hb163 DS

*CA = codigos do acessos: Hb (H. brasiliensis); Hp (H. pauciflora); Hr (H. rigidifolia); Hg (H. guianensis); HbxHbe ( H. brasiliensis x H. benthamiana); HbxHp (H. brasiliensis x H. pauciflora);
Hx (sem informac&o) pertencem as espécies estudadas. **O = Origem: AC = Acre; AM = Amazonas; CM = Costa do Marfim; C/SL = Ceildo/Sri Lanka; DS = Desconhecida; IN = Indonésia; GT =
Guatemala; MA = Malésia; MT = Mato Grosso; PA = Pard; RO = Ronddnia, sdo referentes aos locais de origem dos acessos.
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Tabela 1 - Continuacéo

BAG da Embrapa Amaz6nia Ocidental BAG da Embrapa Amazonia Oriental
N° Clones *CA  **O | N° Clones *CA **0O | N° Clones *CA **0O | N° Clones *CA  **O
164 CSNG116 Hb164 DS 184 CNSAM 7714 Hb184 DS | 202 CPAAC45 Hb202 DS | 229 PB 28/59 Hp6 DS
165 CPAAOCS3 Hb165 DS 185 CNSAM 7804 Hb185 DS | 203 CPAAC48 Hb203 DS | 230 PB 294 Hp7 DS
166 CPAAOC18 Hb166 DS 186  CNSAM 7905 Hb186 DS | 204 CPAACS50 Hb204 DS | 231 PB 312 Hp8 DS
167 CNSAMS8205 Hb167 DS 187  CNSAM 8203 Hb187 DS | 206 CPAAC51 Hb205 DS | 232 PB 314 Hp9 DS
168 CPAAOC38 Hb168 DS 188  CNSAM 8205 Hb188 DS | 206 CPAACG60 Hb206 DS | 233 PB 324 Hpl0 DS
169 CPAAOC20 Hb169 DS 189 CNSRO 7905 Hb189 DS | 207 CPAAC89 Hb207 DS | 234 PB 330 Hpll DS
170 CPAAOCO7 Hb170 DS 184 CNSAM 7714 Hb184 DS | 208 CPAAC91 Hb208 DS | 235 PB 346 Hpl2 DS
171 CPAAOC16 Hb171 DS 185 CNSAM 7804 Hb185 DS | 209 CPAAC92 Hb209 DS | 236 PB 355 Hpl13 DS
172 CPAAOC15 Hb172 DS 186  CNSAM 7905 Hb186 DS | 210 CPAAC93 Hb210 DS | 237 PB 394 Hpl4 DS
173 CPAAOC13 Hb173 DS 187  CNSAM 8203 Hb187 DS | 211 FX 2201 Hb211 DS | 238 PC 96 Hpl5 DS
174 CPAAOCO06 Hb174 DS 188  CNSAM 8205 Hb188 DS | 212 FX 3703 Hb212 DS | 239 PC 119 Hpl6 DS
175 CPAAOCO1 Hb175 DS 189 CNSRO 7905 Hb189 DS | 213 FX 3810 Hb213 DS | 240 PC 141 Hpl7 DS
176 Hgm17|80c97 Hb176 DS 184 CNSAM 7714 Hb184 DS | 214 FX 3844 Hb214 DS | 241 PFCAP1 Hpl8 DS

177 C65\f4512|2c99 Hb177 DS 185  CNSAM 7804 Hb185 DS | 215 FX 6590 Hb215 DS | 242 PFCAP2 Hpl9 DS
178 C80|F4512|1C102 Hb178 DS 186  CNSAM 7905 Hb186 DS | 216 FX 4512 Hb216 DS | 243 PFCAP4  Hp20 DS
179 C81|F4512|2C103 Hb179 DS 187  CNSAM 8203 Hb187 DS | 217 IAC 222 Hb217 DS
180 Hgm17xC79|1C106 Hb180 DS 188  CNSAM 8205 Hb188 DS | 218 IAN 2363 Hb218 DS
181 C80xHgm17\2 C107 Hb181 DS 189 CNSRO 7905 Hb189 DS | 219 IAN 3044 Hb219 DS
182 C15xF4512\C108 Hb182 DS 190 CNSRO 7913 Hb190 DS | 220 IAN 6159 Hb220 DS

183 C01xC65\ C109 Hb183 DS 191 CoD1 Hb191 DS | 221 IAN 6323 Hb221 DS
252 H.rigidifolia Hrl DS | 192 CPAAC 01 Hb192 DS | 222 IAN 6590 Hb222 DS
193 CPAAC 6 Hb193 DS | 223 RRIM 937 Hb223 DS
194 CPAAC12 Hb194 DS | 244 PL 46 Hp21 DS
195 CPAAC 13 Hb195 DS | 245 PR 255 Hp22 DS
196 CPAAC 15 Hb196 DS | 246 PR 261 Hp23 DS
197 CPAAC 16 Hb197 DS | 247 PUA1 Hp24 DS
198 CPAAC 18 Hb198 DS | 248 PUA3 Hp25 DS
199 CPAAC 20 Hb199 DS | 249 PUA 4 Hp26 DS
200 CPAAC 33 Hb200 DS | 250 PUA S8 Hp27 DS
201 CPAAC 44 Hb201 DS | 228 PA 31 Hp5 DS

*CA = cddigos do acessos: Hb (H. brasiliensis); Hp (H. pauciflora); Hr (H. rigidifolia); Hg (H. guianensis); HbxHbe ( H. brasiliensis x H. benthamiana); HbxHp (H. brasiliensis x H. pauciflora);
Hx (sem informacéo) pertencem as espécies estudadas. **O = Origem: AC = Acre; AM = Amazonas; CM = Costa do Marfim; C/SL = Ceildo/Sri Lanka; DS = Desconhecida; IN = Indonésia; GT =
Guatemala; MA = Malésia; MT = Mato Grosso; PA = Pard; RO = Ronddnia, sdo referentes aos locais de origem dos acessos.
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4.2 Extracdo de DNA

A extracdo do DNA foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Doyle e
Doyle (1990) com modificacBes. Para fins de conservagdo do material vegetal (foliolos
totalmente expandidos), antes da extracdo as folhas foram liofilizadas e trituradas em moinho
no Laboratério de Morfogénese e Biologia Molecular (LabMol) da Embrapa Acre. Os
fragmentos foliares resultantes da trituracdo foram armazenados em microtubos de 3 mL e
acondicionado em freezer a -20 °C.

A quantificacdo do DNA foi realizada em gel de agarose a 1%. A intensidade das
bandas foi comparada a de padrées com peso molecular e concentracdo conhecida de DNA do
fago A (20, 40, 100, 200 ng).

4.3 Analises dos locos microssatélites

Os dez marcadores microssatélites utilizados nesse trabalho foram selecionados no

estudo de Le Guen et al. (2009). As descricdes desses marcadores estdo listadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Descri¢cdo dos microssatélites, incluindo o motivo repetitivo e a amplitude alélica.

Loco Motivo repetitivo Amplitude alélica (pb)
A2365 CT 190-228
A2368 CT 229-271
A2389 CT 188-228
A2406 CT 113-171
A2413 CT 286-322
A2684 CT 258-300
A2736 CT 102-148

BAC55B02 CT 153-177
TA2163 (CT) (CA) 194-242
TAs2558 (CT) (CA) 218-256

pb = pares de base
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As reacOes de amplificacOes foram realizadas seguindo o protocolo de Schuelke
(2000). As reacgdes foram preparadas contendo 20 ng de DNA, 1 U de Tag-DNA polimerase,
2 mM de cloreto de magnésio, 200 uM de cada ANTP, 0,16 uM de primer direto, 0,2 uM de
primer reverse, 0,2 uM de primer M13 marcado com fluorescéncias 6-carboxy-fluorescine
(FAM) ou hexachloro-6-carboxy-fluorescine (HEX) e 1X de tampéo, num volume final de 15
uL. As condigoes de amplificagao foram realizadas em termociclador (Analitikjena), onde
foram realizadas as seguintes etapas: desnaturacao inicial do DNA a 95 °C por 5 minutos,
sequida de 15 ciclos de desnaturacdo, 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 minutos respectivamente, e 25 ciclos
adicionais de desnaturacdo a 95 °C por 45 segundos, anelamento 52 °C por 1 minuto e
extensdo a 72 °C por 1,5 minutos, finalizando com uma extensao final de 5 minutos a 72 °C.
Os produtos das amplificacdes foram visualizados em gel de agarose (3%), comparados a um
marcador de peso molecular padréo 1 Kb plus (Invitrogen®).

Ap6s a desnaturacdo com formamida os fragmentos foram genotipados em
sequenciador automatico AB 3500xL (Applied Biosystems) no laboratorio de Anélise
Genética e Molecular da Universidade Estadual de Campinas — Unicamp, coordenado pela
prof. Dra Anete Pereira de Souza. As reacGes foram organizadas com base no tamanho dos
fragmentos e no tipo de fluoréforo utilizado para as realizagcdes de aplicacBes multiplex com
até quatro amplicons por reacdo (Figura 3). A leitura das amostras foi realizada com o padrao

GeneScan-600 LI1Z® no programa GeneMarker versdo 2.7.0.

Tipo de Tamanho do
fluorescéncia fragmento

N S

3 ou4 amostras/poco

Multiplex

Figura 3 - Esquema de montagem de multiplex para o procedimento de genotipagem.
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4.4 Andlise da diversidade genética e transferibilidade

O programa Tools for Population Genetic Analyses - TFPGA verséo 1.3 (MILLER-,
1997) foi utilizado para realizar as estimativas dos parametros genéticos. O numero médio de
alelos (N) por loco foi obtido pela divisdo do nimero total de alelos pelo nimero total de

locos. O valor da heterozigosidade observada (Ho) foi obtido pela expresséo a baixo:

NH

Ho =W
Em que NH é o nimero de heterozigotos e NI o numero de individuos amostrados.

A heterozigosidade esperada (Hg) ou diversidade genética difere da Ho, por ser uma
previsdo baseada na frequéncia alélica, sendo que o desvio observado entre a He e Ho pode
ser um indicativo da dinamica populacional, o que permite avaliar a estrutura genética das
populacdes (NEI, 1987). A heterozigosidade média esperada de um loco foi calculada pela

férmula proposta por NEI (1973):

Onde: f; é a frequéncia do alelo i e n é o numero de alelos.
O contetdo de informacao polimérfica (PIC) foi quantificado para estimar o valor da

informatividade do loco, a qual foi calculada pela formula descrita a baixo:

n ) n-—1 n 5 2
PIC=1—Efi—E, E 2fi°f;
=1 i=1 j=i+1

Onde: f; e f; sdo frequéncia do i-ésimo e do j-ésimo alelos em um loco com n alelos em um
acesso, respectivamente (BOTSTEIN et al., 1980). Essa estimativa € um parametro que
considera a dependéncia do numero de alelos e de suas frequéncias por locos.

A avaliacdo da transferibilidade foi realizada com base na amplificacdo dos locos,
nitidez dos picos e auséncia de amplificaces inespecificas. A taxa de locos transferiveis (T)
foi obtida pela expressao descrita por Fontes et al. (2016):
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Onde: NLT é o numero de locos transferiveis e NLA é o nimero de locos analisados.
O numero de locos polimorficos (NLP) de cada espécie foi utilizado para calcular o
percentil de locos polimérficos (PLP) pela expresséo:

pLp = P 100
~NLT

Onde: NLP é o nimero de locos polimorficos e NLT o numero de locos testados. O loco foi
considerado polimorfico quando o alelo mais comum apresentou frequéncia inferior a 95%.
De acordo com Hartl e Clark (1997) o polimorfismo de um loco é determinado pela
frequéncia de seus alelos, sendo que os locos que tenham alelos com frequéncia acima 95%
sdo considerados ndo polimorficos. O nimero de alelos (N) foi calculado separadamente para

cada espécie.

4.5 Analise de Agrupamento

As analises de distancias genéticas foram calculadas utilizando-se a distancia de
Rogers (1972) modificada, obtida pelo programa TFPGA, utilizando o critério de
agrupamento  UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean). A
estabilidade dos agrupamentos foi testada pelo procedimento de bootstrap com base em
10.000 re-amostragens utilizando o software BOOD (COELHO, 2002).

Para verificar o numero de grupos (k) foi utilizado o software STRUCTURE verséao
2.3.4 (PRITCHARD et al., 2000), baseado em estatistica bayesiana. Esses grupos representam
0 namero de pools génicos diferentes, assumindo equilibrio de Hardy-Weinberg e auséncia de
desequilibrio de ligacdo entre os locos analisados dentro de cada populagdo. Assim 0s grupos
de individuos que compartilham o mesmo pool génico sdo agrupados conjuntamente, sem a
necessidade da informacdo prévia sobre sua origem.

O programa foi executado com numero de total dos acessos estabelecidos, com K
variando de K=1 a K=10. Foram executadas 20 simulacdes independentes para cada K,
usando o modelo “admixture”, frequéncias alélicas independentes, 10.000 burn-in e 100.000

simulacbes de Monte Carlo de Cadeias de Markov (MCMC). A determina¢do do nimero K
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mais provavel foi realizada utilizando o aplicativo Structure Harvester v. 0.6.9 (EARL, 2012),
com base nos valores de AK segundo Evanno et al. (2005). A atribuicdo dos acessos dentro
dos grupos foi realizada de acordo com a probabilidade de cada individuo pertencer a cada um
dos grupos.

A matriz de distancia genética Rogers (1972) modificada, obtida pelo programa
TFPGA, foi utilizada para verificar a relacdo entre os acessos por meio de analises de
Coordenadas Principais (PCoA), no software Darwin versdo 5.0.158 (PERRIER;
JACQUEMOUND-COLLET, 2006). Nesse mesmo software foi realizada a analise de cluster
usando o método de Neighbor-Joining (NJ).

Para identificar a cole¢do nuclear, o software CoreFinder 1.0 (POLICRITI; SGARRO;
2011) foi utilizado. A analise foi feita com base na estratégia M, mantendo 100% dos alelos.
Tal estratégia consiste em selecionar um grupo de genotipos a partir da maxima diversidade
genética encontrada (BROWN; SCHOEN 1994).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dez microssatélite testados nos 318 acessos foram altamente polimorficos (Tabela
3). O numero de alelos variou de 27 (BAC55-B02) a 41 (A2389), com valor total de 348 e
média de 34,8 alelos por loco. Souza et al. (2015) caracterizaram 1117 de acessos Hevea spp.
e identificaram 408 alelos, com média de 31,4 alelos por loco. Apesar do maior nimero de
alelos encontrados pelos autores a média por loco foi bastante proxima ao desse estudo. Isso
mostra que a amostragem utilizada no presente trabalho representa a variabilidade da espécie,

mesmo quando se compara com trabalhos com grande tamanho amostral.

Tabela 3 - Caracterizacdo dos dez locos em nimero de alelos por loco (N); Heterozigosidade
esperada (Hg); Heterozigosidade observada (Ho) e conteddo de polimorfismo (PIC) para os
318 acessos estudados.

Loco N He Ho PIC
A2365 32 0,86 0,51 0,86
A2368 35 0,85 0,50 0,85
A2389 41 0,89 0,67 0,89
A2406 32 0,81 0,64 0,81
A2413 36 0,88 0,58 0,87
A2684 35 0,81 0,64 0,81
A2736 33 0,89 0,75 0,89

BAC55-B02 27 0,85 0,66 0,85
TA2163 37 0,85 0,68 0,85
TAs2558 40 0,93 0,70 0,93

Total 348

Média 34,8 0,86 0,63 0,86

A maioria dos acessos analisados nesse estudo sdo gendtipos selvagens ainda nao
usados nos programas de melhoramento. Por outro lado, os materiais estudados por Souza et
al. (2015) contemplaram gendtipos selvagens e também os clones comumente utilizados no
melhoramento da seringueira. Os autores encontraram maior diversidade genética no grupo

formado pelos gendtipos selvagens, sendo estes 0s responsaveis por conservar a maioria dos
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alelos privados. Isso mostra que os gendétipos selvagens apresentam maior variabilidade
genética, consequentemente é de se esperar uma maior quantidade de alelos. Isso explica o
porqué dos genoétipos amostrados nesse estudo terem revelado um nimero médio de alelos
ligeiramente maior que o de Souza et al. (2015).

A diversidade genética encontrada nos acessos pode contribuir com o melhoramento
da seringueira, ja que essa caracteristica € um dos requisitos para a escolha de parentais a
serem usados em programas de melhoramento. No entanto, Clément-Demange et al. (2001)
relataram que nem sempre 0s gendtipos selvagens de seringueira utilizados na ampliacdo da
base genética e em cruzamentos promoveram caracteres desejados no melhoramento genético.
Portanto, para que essa variabilidade seja eficientemente utilizada deve-se também considerar
0 desempenho agronémico do gendtipo (GONCALVES et al., 2006).

A heterozigosidade esperada (Hg) foi alta, variando de 0,81 (A2406 e A2684) a 0,93
(TAs2558). Saha et al. (2005) utilizaram quatro locos microssatélites para detectar a
diversidade em 13 clones primarios de Wickham e em 14 hibridos de clones primérios
desenvolvidos no Sudeste Asiatico. Os autores encontraram valores de Hg variando entre 0,46
e 0,76, considerado moderadamente baixo quando comparados aos obtidos neste estudo. Lam
et al. (2009) estudaram gendétipos conservados no Vietnd e identificaram baixo valor de
diversidade genética (0,20). Os valore mais baixos desse indice de diversidade pode estar
associada a quantidade de genétipos testados, bem como ao tipo de germoplasma que foi
analisado.

Outros trabalhos relataram valores de diversidade genética semelhantes ao identificado
nesse estudo (LE GUEN et al., 2009; SOUZA et al., 2015). Em ambos os estudos foram
analisados gendtipos selvagens e domesticados. Isso mostra a grande contribuicdo que 0s
materiais selvagens desempenham na diversidade dentro do género Hevea. Outro aspecto
verificado é que na presenca de genotipos selvagens as espécies do género Hevea conservam
alto padrdo de diversidade genética.

A heterozigosidade observada (Ho) variou de 0,50 (A2368) a 0,75 (A2736). Em todos
os locos os valores de Hp foram inferiores aos de Hg, indicando um déficit de heterozigotos.
Essa deficiéncia também foi encontrada no trabalho de Le Guen et al. (2009) e de Souza et al.
(2015), sugerindo que apesar da alta diversidade genética exibida pelos gendtipos de Hevea a
biologia das espécies condiciona propor¢des menores de individuos heterozigotos em relacéo
aos homozigotos.

Embora dentro do género Hevea seja comum a presenca de autoincompatibilidade,
eventos de autopolinizacdo podem ocorrer (CLEMENT-DEMANGE et al., 2001). Tal fato
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pode contribuir para maiores proporces de gendtipos homozigotos dentro de populagdes.
Outro aspecto seria a longevidade de plantas de H. brasiliensis em populagbes naturais
(LAURANCE et al., 2004), o que permite a sobreposicdo geracional e, consequentemente, o
cruzamentos entre individuos aparentados.

Os valores do contetdo de informagéo polimdrfica (PIC) em todos os locos estudados
foram altos. O loco TAs2558 (0,93) foi identificado com o maior valor e os locos A2604 e
A2684 (0,81) com os menores, com valor médio de 0,86. Tal resultado indica que todos os
microssatélites usados nesse estudo apresentaram alta informatividade. Segundo a
classificacdo definida por Botstein et al. (1980), marcadores com valores de PIC superiores a
0,5 séo definidos como altamente informativos. Foi observado que apenas o loco A2413 néo
apresentou 0 mesmo valor nos parametros de PIC e de He. Esses dois parametros utilizam a
frequéncia alélica para quantificar a diversidade genética. Assim, tanto o PIC como Hg séo
considerados medidas de diversidade genética. Além disso, em estudos genéticos, o PIC
também ¢é utilizado para determinar a probabilidade de um dado genétipo de uma progénie,
deduzir o gendtipo parental para 0 marcador avaliado (BOTSTEIN et al., 1980). Assim, pode-
se determinar a probabilidade de um pai ser heterozigoto, bem com a probabilidade que os
seus filhos sejam informativos. Com isso, essa analise apresenta um papel relevante nao
apenas na quantificacdo da diversidade genética, mas também no conhecimento dos genitores
por meio dos gendtipos apresentados pelos filhos.

Feng et al. (2009) utilizaram 30 EST-SSR e encontraram valores entre 0 a 0,68, com
média de 0,38. Essa baixa informatividade dos locos de EST-SSRs comparados aos SSRs
gendmicos estd relacionada a grande conservacdo dessas sequéncias de DNA em regides
transcritas (SCOTT et al.,, 2000; EUJAYL et al., 2001). Contudo, tanto marcadores
microssatélites genbmicos quanto microssatélites génicos sdo ferramentas importantes para
estudos moleculares.

Os dez SSRs de H. brasiliensis utilizados no presente estudos amplificaram com
eficiéncia nos acessos pertencentes as espécies H. pauciflora e H. rigidifolia, além dos
hibridos obtidos entre essas espécies. Alguns estudos ja testaram a transferibilidade de
microssatélites entre espécies de Hevea (PERSEGUINI et al., 2012; MANTELLO et al., 2012).

Os microssatelites de H. brasiliensis foram 100% transferiveis para H. pauciflora,
onde foram todos polimorficos (Tabela 4). No entanto, o loco TA2163 ndo amplificou em trés
dos 28 acessos dessa espécie. Para H. rigidifolia apenas o loco TA2163 nao amplificou. Com
isso verificou-se que 90% dos microssatélites foram transferiveis. Esse loco foi o Gnico que

apresentou falhas nas duas espécies avaliadas, sendo considerado o menos eficiente. Sete
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locos amplificados em H. rigidifolia apresentaram dois alelos, sendo estes heterozigotos. O
namero de alelos verificado em H. pauciflora foi 105 e em H. rigidifolia 16. Essa diferenca é

resultante do namero superior de acessos de H. pauciflora.

Tabela 4 - Caracterizacdo da transferibilidade dos locos de H. brasiliensis para H. pauciflora
e H. rigidifolia.

Espécies NA T NLP PLP N
H. pauciflora 28 100% 10 100% 105
H. rigidifolia 1 90% * * 16

NA = Numero de acessos; T = Taxa de locos transferiveis; NLP = Namero de locos polimérficos; PLP = Porcentagem de
locos polimdrficos; NA = Numero de Alelos. *Esses pardmetros ndo foram calculados devido ao tamanho amostral.

Souza et al. (2009) desenvolveram 27 microssatélites para H. brasiliensis e
encontraram alto grau de homologia com sequéncias de microssatélites em incluindo H.
benthamiana, H. camargoana H. guianensis, H. nitida H. pauciflora e H. rigidifolia. Os
microssatélites desenvolvidos para H. brasiliensis por Gouvéa et al. (2010) foram
eficientemente transferiveis para H. pauciflora.

Feng et al. (2009) verificaram que EST-SSR desenvolvidos para H. brasiliensis, além
de mostrarem transferibilidade para H. spruceana, H. nitida, H. benthamiana e H. pauciflora,
mostraram também transferibilidade para outro género e amplificaram em mamona (Ricinus
communis) e mandioca (Manihot utilissima). 1sso mostra que apesar das sucessivas
adaptacdes as diferentes condi¢bes ambientais e das modificacdes evolutivas, essas espécies
ainda conservam muitas homologias de seu ancestral comum. Tal informacdo revela que as
espécies de Hevea ainda estdo em processo de diferenciacdo, com isso é possivel sugerir que
se tratam de espécies incipientes conduzindo um processo evolutivo de especiacédo. Pires et al.
(2002), chegaram a afirmar que o género Hevea ndo pode ser divido em espécies naturais por
causa das variacOes ecoldgicas, das formas de transicdo e dos muitos hibridos naturais
encontrados.

A utilizacdo desses marcadores entre espécies relacionadas € possivel devido a
conservacao de sitios microssatélites entre espécies ou mesmo entre géneros. No caso das
espécies do género Hevea, isso ocorre sem maiores dificuldades devido a falta de barreiras
reprodutivas bem definidas. Priyadarshan e Gongalves (2003) ressaltam que o potencial de
fertilidade cruzada e a alta transferéncia de locos microssatélites observada em espécies de

Hevea indicam que o género é um complexo de espécies com diferenciacdo moderada. Essa
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condicdo também foi observada por Saha et al. (2005). A hibridacdo entre espécies de Hevea
ja foi observada tanto em populac¢des naturais (PIRES, 1981) como em polinizagdo manual
em analises de progénies (GONCALVES et al., 1992).

A conservacdo dos microssatélites entre as espécies do género também pode estar
relacionada com a proximidade onde elas ocorrem. Souza et al. (2015) relatam que as
populacbes amazonicas de H. brasiliensis ndo sdo compostas exclusivamente por esta espécie,
mas sim por um complexo de espécies do género. Lam et al. (2009) sugerem que essa
condicdo possibilita o fluxo de genes devido ao modo de reproducdo e a existéncia de
cruzamento entre as especies.

Os valores de distancia genética entre os 318 acessos foram altamente varidveis, indo
de 0,16 a 0,94, com distancia genética media de 0,73. O maior valor de dissimilaridade foi
entre quatro pares de acessos (Hb44 e Hb80; Hb44 e Hb126; Hb44 e Hx10; Hb80 e Hb94).

O acesso Hb44 (clone PR 255) destacou-se dos demais por aparecer na maioria dos
pares mais divergentes. Silva et al. (2007) observaram destaque em produtividade e
rentabilidade para o clone PR 255. Assim esse material possui caracteristicas interessantes
para ser utilizado em programas de melhoramento.

O menor valor de distancia genética foi verificado entre trés pares de acessos, sendo
dois pares de H. brasiliensis (Hb14 e Hb15; Hb15 e Hb107) e um entre H. brasiliensis com
um acesso sem informacdo da espécie (Hb39 e Hx11). Devido a baixa distancia genética,
possivelmente o acesso sem descricdo de origem seja um exemplar de H. brasiliensis. Os
valores de distancia genética indicam estreita relacdo entre esses acessos, porém ndo foi
encontrada nenhuma redundancia.

Outros estudos em clones seringueira relataram valores moderados de distancia
genética. Oktavia e Kuswanhadi (2011) estudaram a diversidade genética com marcadores
RAPD em clones da populacdo de Wickham e RRIM e verificaram valores de similaridade
genética variando entre 0,37 a 0,98. Yu et al. (2011) analisaram 19 acessos com 36 locos
microssatélites e identificaram similaridade entre 0,59 a 0,98. Os valores de distancia genética
encontrados por esses autores comparados ao desse estudo reforcam que 0s acessos dos
bancos de germoplasma da Embrapa representam a variabilidade da espécie.

A analise bayesiana gerada pelo programa STRUCTURE e a estatistica de Evanno et
al. (2005) sugeriu que o maior valor de delta K indica a presenga de dois grupos distintos
(K=2) (Figura 4 e 5). Os grupos formados estdo representados pelas cores vermelha com 169

acessos (grupo 1) e verde com 146 (grupo 2).



45

DeltaK = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
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Figura 4 - Grafico de delta (K) com K = 2, obtido pela aplicacdo do modelo estatistico de Evanno
et al. (2005) no programa STRUCTURE a partir da analise nos 318 acessos dos BAGs de Hevea
spp. da Embrapa Amazonia Ocidental, Embrapa Amazoénia Oriental e E Embrapa Cerrados.

7 8 9



46

105 5 189 141 7 229 282 231 93 270 283 22 273 284 70 262 66 85 17 272 6 317 78 185 142

304

3
316 187 21 128 227 314 306 275 308

Figura 5 - Representacdo dos 318 acessos de Hevea spp. de acordo com a anélise bayesiana
gerada pelo programa STRUCTURE. As colunas representam os individuos. Os acessos
avaliados foram divididos em 2 grupos (K = 2). As cores vermelha e verde representam
respectivamente os grupos 1 e 2.

A comparacdo entre os dados da analise bayesiana apontado pelo STRUCTURE com
método baseado em distancia genética, demostra que houve grande correspondéncia entre os
grupos formados. Os acessos do pool génico representados pela cor vermelha em conjunto
com outros 11 acessos do pool génico designados pela cor verde correspondem ao grupo 2 na
arvore de Neighbor Joining — NJ. Ja o grupo 1 da arvore de NJ estd composto por 80,7% dos

acessos alocados no pool génico representado pela cor verde (Figura 6A).
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Dos 28 acessos sem a informacao das espécies, 19 estdo representados no pool génico
em vermelho e nove no verde. Na arvore de NJ eles estdo dispostos, respectivamente, no
grupo 2 e no grupo 1. Os acessos Hx3 (293), Hx4 (294), Hx5 (295) e Hx16 (316) agruparam
junto aos hibridos de H. brasiliensis x H. pauciflora (Figura 6B). Esse agrupamento indica
que esses acessos podem ser hibridos oriundos do cruzamento entre essas duas espécies ou
pertencer particularmente a uma das duas espécies. Os demais acessos agruparam junto aos
acessos de H. brasiliensis. No entanto, ndo foi observado um padrdo claro de agrupamento
que forneca com seguranca a atribuicdo das possiveis espécies a esses acessos. Vale salientar
que deve-se fazer um estudo mais detalhado visando conferir corretamente a qual ou quais
espécies tais acessos sao pertencentes.

Dos 169 acessos ilustrados no pool génico representado pela cor vermelha, 66,6% séo
de H. brasiliensis, 7,6% de H. pauciflora, 14,7% de hibridos interespecificos e 11,1% de
acessos sem informacdo de espécie. O pool génico verde constituiu-se de 74% acessos de H.
brasiliensis, 10,3% de H. pauciflora, 0,7% de H. rigidifolia, 9% de hibridos interespecificos e
6% acessos sem informacdo da espécie. O intervalo intermediario entre os dois pools é
extenso. Os acessos Hb65 (65) e HbxHp17 (286), por exemplo, tiveram alta probabilidade de
ficar em qualquer um dos dois grupos por apresentarem mistura elevada de ambos os pools
génicos (Figura 5). Os hibridos de H. brasiliensis x H. pauciflora apresentaram mais ou
menos 50% de mistura de ambos os pools, com excecdo do HbxHp19. Ja os hibridos de H.
brasiliensis x H. benthamiana e de H. brasiliensis x H. guianensis apresentaram uma
porcentagem baixa de mistura. A combinacdo de pools em hibridos interespecificos é
esperada, em virtude da unido de alelos de duas espécies diferentes em um Unico individuo.
Isso explica a ocorréncia de acessos pertencentes ao pool génico designado pela cor vermelha

terem agrupado no grupo 1 da arvore de NJ. A mesma observacédo vale para o outro grupo.
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Figura 6 - Arvore n3o enraizada de Neighbor-Joining representando a relagio genética entre os 318 acessos de Hevea spp. (A) A cor de cada acesso
esta de acordo com a formacéo dos grupos gerados pelo programa STRUCTURE, considerando o K=2. (B) Agrupamento baseado nas espécies.
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Dos 113 acessos de origem desconhecida 76,10% foram inseridos no pool génico
ilustrado em verde. Na arvore de NJ esses acessos foram classificados dentro do grupo 1,
porém com um percentil de 87,61% (Figura 7). O agrupamento desses individuos indica uma
possivel relacdo de associacdo genética ocasionada, possivelmente, pela interacdo entre
populacBes coexistentes ou entre populacdes de uma mesma bacia hidrogréafica. Le Guen et al.
(2009) atribuiram a localizacdo geografica dentro da bacia hidrografica amazonica e o
isolamento causado pela distancia entre as populacdes pertencentes a diferentes bacias
hidrograficas como um fator predominante na diferenciacdo entre populacdes de seringueira.
Como no grupo 1 da &rvore de NJ incluiu acessos do Acre, Amazonas, Para e Rondonia,
provavelmente os acessos sem informacdo quanto ao local de origem tenham sido

prospectados em alguma das regides das bacias hidrografica desses estados.

Acre
@® Amazonas
@ Clones Asiaticos
@ Desconhecido
@® Guatemala

Mato Grosso
® rars

Rondoénia

0| | 0.5

Figura 7 - Arvore ndo enraizada de Neighbor-Joining representando a associacdo genética
entre os 318 acessos de Hevea spp. com relacdo ao local de origem.
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A maioria dos acessos Asiaticos foram incluidos no pool génico vermelho e agrupados
no grupo 2 da arvore de NJ (Figuras 5 e 7). Esses acessos apresentaram-se relacionados com
quatro acessos do Acre, seis do Amazonas, trés de Rondonia, 33 do Para e 27 de origem
desconhecida. O agrupamento dos acessos Asiaticos no mesmo conjunto evidéncia a
similaridade entre esses gendtipos. E importante ressaltar que a base genética da maioria dos
clones Asiaticos é estreita, uma vez que grande parte desses genotipos sdo resultante, das
sementes coletadas por Wickham, na regido do Estado do Para. Ja a falta de definicdo de
agrupamento dos acessos com relacdo ao local de origem, indica haver divergéncia genética
entre eles, causada possivelmente pelo fluxo de genes, decorrente da dispersdo de sementes
pelas redes hidrograficas entre as populacdes. Gouvéa et al. (2010) também evidenciaram
tanto o agrupamento entre genoétipos Asiaticos, quanto a falta de sincronia no agrupamento
entre clones Amazonicos. Os autores relatam que os gendtipos amazonicos apresentam maior
variabilidade por serem um material selvagem, sendo por esta razéo, introduzidos na criagdo
de clones Asiaticos a fim de aumentar a base genética.

A Figura 8A mostra a dispersdo grafica dos acessos com relacdo as suas origens em
um espaco multidimensional. J& a Figura 8B revela a consisténcia da formacdo dos grupos
desvendados pelo programa STRUCTURE com Analise de Coordenadas Principais — PCoA.

A maior parte da variacdo entre individuos é explicada pela primeira coordenada
principal (12,09%), que em conjunto com segunda (4,9) e a terceira (4,69) coordenadas
principais, representam 21,68% da variacdo total. Isto implica que apenas 21,68% da
variancia total pode ser vista em trés dimensfes. Essa variancia é considerada baixa para
marcadores moleculares, que geralmente explicam acima de 30% da variabilidade dos dados
(SILVA et al., 2016; MOUHADDARB et al., 2017).

Em seringueira a variagdo molecular ja foi explicada tanto por coordenadas principais
como por componentes principais. Souza et al. (2015) verificaram que 35% da variacdo dos
seus dados foram explicados pela primeira coordenada principal. Gouvéa et al. (2010)
analisaram a disperséo em acessos de seringueira por meio de componentes principais e assim
como nesse estudo, também verificaram que as trés primeiras coordenadas foram baixas para

explicar a variagdo total de seus dados.
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Figura 8 - Representacdo grafica entre os 318 acessos de Hevea reveladas pela anélise de coordenadas principais PCoA com base na distancia
genética modificada de Rogers. (A) Dispersdo dos acessos com relacdo a origem geogréafica. (B) Dispersdo com base nos grupos gerados pelo
programa STRUCTURE, considerando o K=2,
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Muitos acessos de origem desconhecida, destacados em azul na PCoA, apresentaram-
se dispersos juntos aos acessos de outras origens. Tal comportamento mostra que esse grupo
de genotipos ndo foram provenientes apenas uma localidade, mas sim coletados em
populacdes diferentes. No entanto, foi identificado um grupo formado exclusivamente por
alguns desses acessos. Esse grupo esta especificado na parte inferior da Figura 8A. O
distanciamento desses gendtipos indica que eles foram coletados em localidades afastadas das
outras aqui estudadas. Tendo em vista que as populagdes de Hevea ocorrem naturalmente em
toda a Amazonia é possivel que o aglomerado formado pelos acessos sem informacédo de
coleta tenha sido prospectado em localidades fora das dimensdes da Amazonia brasileira.
Expedi¢des de coletas internacionais ja foram conduzidas na regido de Madre de Dios sob a
lideranca do ministério da agricultura peruana (PRIYADARSHAN; GONCALVES, 2003).
No entanto, ndo ha indicios de que os materiais sem informacdo de coleta aqui estudados
facam parte dos germoplasma coletados em Madre de Dios.

Foi verificado que os clones Asiaticos (coletados na regido amaz6nica), destacado
em vermelho, formaram um grupo grande junto com clones do Pard, do Acre e alguns
clones do Amazonas, Rondonia e de origem desconhecida (Figura 8A). A grande maioria
dos clones conservados nos paises Asiaticos avaliados nesse estudo sdo clones de sigla
RRIM ou hibridos com pelo menos um dos parentais desses genétipos (Tabela 1). Esses
clones sdo resultados de uma expedicdo de coleta de sementes e hastes de seringueira
realizada nos estados do Amazonas e Para em 1995. Portanto, a atribuicdo de similaridade
entre esses materiais estd diretamente relacionada com a regido geografica onde esses
gendtipos foram coletados.

Os acessos Hb7 (7) e Hb133 (133) de origem Acreana, coloridos em amarelo, foram
plotados préximos aos acessos de Rondénia (em azul claro), essa mesma observacao foi feita
com relacdo aos acessos Hb9 (9), Hb46 (46) e Hb50 (50) de Ronddnia, junto aos do Acre.
Alguns acessos do Amazonas, plotados na cor rosa, formaram um grupo proximo aos de
Rondonia, porém, outros acessos amazonenses foram identificados em pontos distantes do seu
aglomerado. De uma maneira geral os acessos amostrados ndo apresentaram um padrdo de
agrupamento unificado com relacdo a origem. Isso pode ter acontecido devido aos poosl
génicos compartilhados entre a maioria dos acessos (Figura 5).

A distribuicdo geografica dos acessos amostrados no presente trabalho proporciona a
ocorréncia de fluxo de genes entre as populagdes, j& que a rede hidrografica Amazonica
comporta todos os Estados em questdo. Lam et al. (2009) sugerem que o fluxo de genes pode

existir entre os distritos, possivelmente devido ao modo de reproducédo e cruzamento entre as
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espécie, além da dispersdo de sementes pelas redes de rios da bacia Amazbnica. A
proximidade genética de populacBes pertencentes a mesma bacia hidrogréfica foi atribuida
por Le Guen et al. (2009) como uma caracteristicas predominante para afetar a estrutura
genética das populacdes de seringueira. Assim, pode-se considerar que a dispersdo de
sementes pelas bacias hidrograficas amazénicas explica o fato das populagcdes de seringueira
néo apresentarem diferencas exclusivas.

Os 318 acessos provenientes de trés bancos de germoplasma da Embrapa, mostraram-
se altamente polimorficos. Os 348 alelos encontrados foram totalmente representados por 119
individuos na formacédo da colecdo nuclear, constituindo 37% do total de acessos estudados.
Esse percentil é considerado alto para o estabelecimento uma colegio nuclear. E provavel que
o0 elevado nimero de individuos necessarios para representar a diversidade total, seja devido a
ampla base genética dos materiais selvagens. No estudo de Souza et al. (2015) os acessos
selvagens preservaram grande parte dos alelos particulares e raros, mostrando que esses
genotipos sdo um reservatdrio importante da variabilidade genética.

Segundo Brown e Spillane (1999), o subconjunto de uma colecdo ativa tem por
finalidade representar entre 70% a 80% da variabilidade da colecdo base com 10% a 15% dos
acessos. Ja para Araujo (2008), na pratica a colecdo nuclear pode apresentar proporcdes
variando de 5% a 20% das subamostras e 70% a 90% da diversidade. A reducdo dréstica da
diversidade pode levar a perda de alelos raros, causando sérios danos, ja que esses alelos
podem conferir ou regular caracteristicas agrondmicas importantes (GARKAVA-
GUSTAVSSON et al., 2005). E importante conservar os gen6tipos portadores desses alelos,
ja que a segregacdo dos alelos e a selecdo natural tendem a diminuir a frequéncia dos
individuos possuidores desses alelos nas populacGes naturais, podendo levar a total extingdo
da caracteristica.

A retencdo de menos de 20% do numero total de acessos em uma colecdo basica é
mais facilmente alcancada em cole¢des maiores devido a presenca de plantas geneticamente
similares em grandes colegdes (MARTINEZ et al., 2017). Por isso, destaca-se a importancia
de pesquisas com elevado tamanho amostral, associada a analise conjunta dos dados. Por
exemplo, a colegdo nuclear de Vitis vinifera estabelecida por Le Cunff et al. (2008) derivou de
2262 acessos, dos quais 326 capturaram 100% dos alelos, refletido em apenas 14,41% dos
acessos estudados. Os 408 alelos encontrados nos 1117 acessos de seringueira por Souza et al.
(2015) foram totalmente amostrados em 99 individuos (8,86%).

Para conservar 85% da diversidade genética total sdo necessarios 59 acessos, 0 que

representa um subconjunto de 19% de todos os individuos amostrados nesse estudo (Figura 9).
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Figura 9 - Numero de alelos em percentagem em funcdo do nimero de acessos incluidos na
colecéo nuclear de Hevea spp.

A colecéo nuclear formada compreende 44 acessos de H. brasiliensis, seis de H. pauciflora,
um hibrido de H. brasiliensis x H. benthamiana, quatro de H. brasiliensis x H. pauciflora, um de H.
brasiliensis x H. guianensis e trés acessos sem informacdo da espécie (Tabela 5). Tais acessos sdo
do Acre (1,70%), Amazonas (18,64%), Costa do Marfim (1,70%), Indonésia (5,08%), Malasia
(10,17%), Para (11,87%), Ronddnia (8,47) e de origem desconhecida (42,37%).

Com relagdo aos pools génicos revelados pela analise de estrutura e aos grupos
formados pela arvore de NJ, foi verificado que 80% da colecdo nuclear foi identificada no
pool génico verde e 20% no pool vermelho. Tal observacdo indica que o pool verde
comportou maior variabilidade, sendo 0s acessos de origem desconhecida os principais
responsaveis pelo acumulo dessa variacao.

A colecdo nuclear gerada no presente estudo pode auxiliar um programa de
melhoramento na escolha de materiais para conservagdo. Outro aspecto relevante é a reducdo
dos custos operacionais. Portanto, tais resultados fornecem uma base de dados moleculares
que pode facilitar o gerenciamento dos bancos de germoplasma de Hevea spp.

Os dados genéticos gerados no presente estudo contribuirdo eficientemente para o
planejamento e conservacdo adequado dos acessos amostrados, além de fornecer informacdes
uteis aos programas de melhoramento da seringueira. Sugere-se que a colecdo nuclear
indicada nesse trabalho seja analisada junto a colecdo nuclear gerada por Souza et al. (2015)
para verificar se tais colecdes contemplam diferencas na diversidade alélica e, por fim agrupar

essa diversidade em um Unico nucleou amostral.
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Tabela 5 - Identificacdo dos acessos de Hevea spp. para formacdo da colecdo nuclear dos
bancos de germoplasma da Embrapa Amazonia Ocidental, Embrapa Amazonia Oriental e
Embrapa Cerrados.

Cadigo Espécie **QOrigem Cadigo Espécie **QOrigem
Hb2 H. brasiliensis MA Hb153 H. brasiliensis DS
Hb4 H. brasiliensis MA Hb154 H. brasiliensis DS
Hb7 H. brasiliensis AC Hb155 H. brasiliensis DS
Hb8 H. brasiliensis AM Hb160 H. brasiliensis DS
Hb44 H. brasiliensis IN Hb161 H. brasiliensis DS
Hb45 H. brasiliensis RO Hb162 H. brasiliensis DS
Hb51 H. brasiliensis RO Hb168 H. brasiliensis DS
Hb62 H. brasiliensis AM Hbl174 H. brasiliensis DS
Hb69 H. brasiliensis RO Hb175 H. brasiliensis DS
Hb75 H. brasiliensis CM Hb178 H. brasiliensis DS
Hb80 H. brasiliensis RO Hb184 H. brasiliensis DS
Hb83 H. brasiliensis PA Hb205 H. brasiliensis DS
Hb84 H. brasiliensis MA Hb210 H. brasiliensis DS
Hb92 H. brasiliensis AM Hb212 H. brasiliensis DS
Hb93 H. brasiliensis AM Hp2 H. pauciflora AM
Hb95 H. brasiliensis AM Hp3 H. pauciflora AM
Hb96 H. brasiliensis MA Hp5 H. pauciflora DS

Hb100 H. brasiliensis MA Hp8 H. pauciflora DS

Hb101 H. brasiliensis MA Hp24 H. pauciflora DS

Hb106 H. brasiliensis IN Hp27 H. pauciflora DS

Hb109 H. brasiliensis RO HbxHbe8  H. brasiliensis x H. benthamiana AM

Hb11l1l H. brasiliensis IN HbxHp10 H. brasiliensis x H. pauciflora PA

Hb117 H. brasiliensis PA HbxHp16 H. brasiliensis x H. pauciflora PA

Hb141 H. brasiliensis DS HbxHp19 H. brasiliensis x H. pauciflora PA

Hb145 H. brasiliensis DS HbxHp20 H. pauciflora x H. brasiliensis PA

Hb146 H. brasiliensis DS HbxHg1 H. brasiliensis x H. guianensis AM

Hb147 H. brasiliensis DS Hx15 Sem informacéo AM

Hb148 H. brasiliensis DS Hx20 Sem informacéo AM

Hb151 H. brasiliensis DS Hx26 Sem informacéo PA

Hb152 H. brasiliensis DS

*As siglas AC = Acre; AM = Amazonas; BA = Bahia; CM = Costa do Marfim; DS = Desconhecida; IN = Indonésia; MA =
Maléasia; PA = Para; RO = Ronddnia, sao referentes aos locais de origem dos acessos.
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6 CONCLUSOES

Os resultados encontrados permitem concluir que:
e Os dez microssatélites testados sdo ferramentas eficientes para identificar a diversidade
genética entre acessos de Hevea spp., uma vez que detectaram alto polimorfismo entre os

gendtipos avaliados;

e As distancias genéticas encontradas demostram alta variabilidade entre os acessos de Hevea;

e Em virtude do compartilhamento de pools génicos, ndo houve estruturagdo suficiente para

separacgdo das espécies estudadas;

e As espécies do género Hevea compartilham homologia em regiGes flanqueadoras de
microssatélites, ja que os SSRs de H. brasiliensis sdo potencialmente transferiveis para as

espécies H. pauciflora e H. rigidifolia;

e Os 59 acessos da colecdo nuclear representam uma subamostra de 19% dos acessos

analisados e 85% da diversidade genética total.
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