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RESUMO

A seringueira[Hevea brasiliensis (Willd. ex. Adr. de Juss) Muell.-Arg.] € uma espécie nativa da regido amazbnica e compreende
amaior fonte produtora de borracha natural do mundo. Na busca de condicdes mais favoraveis ao cultivo, além da busca pela auto-
suficiéncia na producgo de borracha natural, o cultivo da seringueira migrou para outras regides do pais. Objetivou-se, com o presente
trabalho, estimar a similaridade genética de gendtipos de seringueira, provenientes de regides distintas do pais, Lavras-MG (UFLA)
e Campinas-SP (IAC), por meio de marcadores moleculares RAPD. A andlisefoi efetuada em 41 individuos, representados por 17
gendtipos diferentes, com base em 19 primers, que geraram 121 fragmentos polimaorficos. Os dados foram analisados utilizando o
software NTSY S-pc — 2.1, por meio do coeficiente de Dice e pelo método das médias (UPGMA). A similaridade genética entre o
material analisado variou de 0,56 a 1,00. Na andlise do dendrograma, foram observados 18 grupos. Os clones (RRIM600, GT1,
PB235, PL PIM e FX2261), utilizados em diferentes repeticdes, foram idénticos, quando comparados entre si, entretanto 0 mesmo
ndo foi observado para os clones identificados como RRIM 701. Os resultados obtidos sugerem que 0 material avaliado naUFLA é
0 mesmo implantado no IAC, exceto o RRIM 701, mostrando uma ampla variabilidade genética, disponivel para estudos e propagacéo
da cultura.

Termos para indexacao: Marcador de DNA, diversidade genética, germoplasma, identidade genética.

ABSTRACT

The rubber tree [Hevea brasiliensis (Willd. ex. Adr. de Juss) Muell.-Arg.] is a native species from Amazon region, and
represents the biggest source of natural rubber in the world.. However, the rubber tree culture has had an expansion to other brazilian
regions, in search of more favorable conditions for its cultivation and self-sufficiency in natural rubber. The aim of thiswork wasto
estimate genetic similarity among rubber tree clones, from different Brazilian regions, Lavras (UFLA) and Campinas (IAC), by using
RAPD molecular markers. The analysis was made using 41 individual plants, which represent 17 different clones, based on 19
primers, which raised 121 polymorphic fragments. The datawere analysed with NTSY S-pc— 2.1 software, by using Dice coefficient
and UPGMA method. Genetic similarity among the materials showed variation from 0,56 to 1,00. In dendogram analysis, 18 groups
were observed. The clones RRIM600, GT1, PB235, PLPIM and FX2261 used in different replications, were identical, when
compared among themselves. However, results were not the same for the clones identified by RRIM 701. Results suggest that the
UFLA materid isthe same of IAC material, except for RRIM 701, showing wide genetic variability available for studies and culture
propagation.

Index terms: DNA marker, genetic diversity, germoplasm, genetic identity.
(Recebido em 13 de julho de 2006 e aprovado em 9 de abril de 2007)

INTRODUCAO de borracha natural tem sofrido flutuagdes, e o consumo

L ~ - interno tem crescido linearmente. Em 2005, a producéo

A historia da producéo da borrachanaturdl brasileira gl de borracha natural foi de 8.682 mil toneladas,
mostra que o pais desfrutou da condi¢do de principal para um consumo de 8.742 mil toneladas. Os paises
produtor e exportador mundia no inicio do século XX, asigticos, principalmente Tailandia, Indonésiae Mal&sia,
passando a ser hoje importador dessa matéria-prima  destacam-se como 0s maiores produtores mundiais de
(BERNARDES et d., 2000). Ao longo dos anos, aproducdo  borracha e respondem por, aproximadamente, 90% da
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producdo de borracha natural consumida mundia mente
(IRSG, 2006). Esses dados retratam a importancia econdmica
da cultura no contexto nacional e internacional
(GONCALVES, 2002; PEREIRA, 2002). A seringueira[Hevea
brasiliensis (Willd. ex. Adr. de Juss.) Muell.-Arg.] é
considerada a principal fonte de borracha natural do
mundo, constituindo entre outros, um produto de grande
importancia econémica na industria de pneumaticos,
contribuindo com 75% da produgdo mundial.

Em func&o da alta demanda de borracha natura e
daincidénciado mal dasfolhas, causado pelo Microcyclus
ulei (P.Henn.), o cultivo da seringueira migrou parafora de
suaregido tradicional, onde as condi¢des ambientais &0
diferentes daregido de origem da espécie, principalmente
para a regido sudeste, procurando ocupar as chamadas
areas de escape. As diferentes procedéncias em outros
ambientes possibilitam a mistura de material, gerando
dividas em relago a sua verdadeiraidentidade, acarretando
respostas potencialmente diferentes dentro dos clones,
refletindo-se expressivamente no comportamento
fisioldgico e, conseqiientemente, na producdo de borracha.
Entretanto, a expansdo da heveicultura constitui uma
solugd@o para minimizar os volumes de importagdo do
produto na busca da auto-suficiéncia em borracha natural
representando uma importante alternativa de ganhos sicio-
econémicos e ambientais. Além disso, a seringueira
contribui para aeliminagéo do CO, (seqliestro de carbono)
reduzindo, portanto, o efeito estufa (GONCALVESet d.,
2002). Com base no exposto, a hevei culturatem um papel
social de grande relevancia e pode ser considerada como
uma aternativaviavel paraareducdo dos atuais problemas
sdcio-econdmicos e ambientais do Brasil.

Em razéo da interferéncia do ambiente e algumas
semelhangas de ordem genética entre clones, nem sempre €
possivel distingui-los visualmente, requerendo um método
de identificagdo que sga isento de influéncias ambientais
(KALIL FILHO et a., 2000). Diversas técnicas de biologia
molecular estdo hoje disponiveis para a deteccéo de
variabilidade genética ap nivel de DNA (FERREIRA &
GRATAPAGLIA, 1998). Marcadores de DNA permitem a
avaliacdo, em curto prazo, de um nimero elevado de
gendtipos e por um custo relativamente baixo. Além disso,
n&o sdo influenciados pelas condicdes ambientais e mostram
ato nivel de polimorfismo (WILLIAMSet dl., 1990).

Atualmente, existe grande variedade de marcadores
moleculares disponiveis para diferentes tipos de estudos
genéticos (CAIXETA et a., 2006). Entre eles destacam-se
0 RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA). Em
seringueira, estudos utilizando marcadores moleculares ja
vém sendo realizados em muitas partes do mundo, Besse

et al. (1994), Kalil Filho et al. (1998, 2000) e Lespinasse et al.
(2000). Alguns trabalhos, utilizando o marcador RAPD, tém
sido realizados com seringueira (MARQUES et al., 2002;
VARGHESE et d., 1997, VENKATACHALAM et a., 2004).

Objetivou-se, neste estudo, estimar asimilaridade
genética entre gendétipos de seringueira, por meio de
marcadores RAPD e dentro de alguns clones; comparar as
diferentes procedéncias de alguns desses gendtipos, com
0 intuito de estabel ecer a semelhanca genéticaentre eles e
dentro dos gendtipos.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal e extracao de DNA

O material analisado foi composto de 17 gendtipos
de seringueira, pertencentes ao jardim clonal e plantio
experimental, ambos localizados no Setor de Fisiologia
Vegetal - Departamento de Biologia (DBI), da Universidade
Federd deLavras- MG (UFLA) e provenientes do Ingtituto
Agrondmico (IAC), em Campinas, Sdo Paulo. Os gen6tipos
utilizados foram: RRIM 701, RRIM 600, GT1, PB 235, PL
PIM, Fx 2261, PR 255, IAN 3087, IAC 15, IAN 3156, IAN
2880, IAN 3193, Fx 3899, PR 107, ESAL 1, ESAL 2,1PA 1, 0s
quais foram avaliados em mais de um ramete, sendo
oriundos do jardim clonal e do plantio experimental, ambos
pertencentes a UFLA/MG e os 4 gendtipos restantes foram
provenientes do IAC/SP (Tabela 1). Nota-se nessatabela
gue os clones RRIM 600, GT1, PB 235, PLPIM, FX2261 e
RRIM 701 foram analisados em diferentes plantas oriundas
de localidades digtintas.

O DNA foi obtido de folhas verdes, no estadio de
desenvolvimento D (completamente expandidas) de plantas
jovens oriundas do jardim clonal e de plantas adultas, em
processo de sangria, cultivadas em plantios experimentais
eno IAC, como mencionado anteriormente. A extragdo do
DNA foi realizada de acordo com o procedimento descrito
por Nienhuis et al. (1995), com algumas modificactes,
utilizando-se cerca de 2,59 de folhas de cada individuo,
que foram maceradas em nitrogénio liquido e em seguida
adicionados 10mL de tampdo de extracdo, CTAB 2%
(100mM de TRIS - pH 8,0; 20mM de EDTA- pH 8,0; 1,4M
deNaCl ; 1% de PVP a65°C), acrescido de 100y de B-
mercaptoetanol. O material triturado foi transferido para
tubos plasticos que foram agitados e mantidos em banho-
mariaa 65°C, por 30 minutos. O extrato foi misturado com
10mL cloroférmio: alcool isoamil (24:1), sendo
homogeneizado para a separagdo das fases orgénicas e
aquosas. Apos centrifugar por 10 minutos a 5.000 rpm, 0
sobrenadante foi coletado e colocado em 30mL de acool
etilico a 95%: acetato de aménio 7,5M (6:1) e armazenado

Ciénc. agrotec., Lavras, v. 32, n. 5, p. 1510-1515, set./out., 2008



1512

BICALHO, K. C. etd.

em freezer a-20°C, para a precipitacdo do DNA. O materid
foi coletado e transferido para tubos eppendorf,
centrifugado e posteriormente seco a temperatura
ambiente. O DNA foi ressuspendido com 300ul tampéo TE
(TRIS1ImM e EDTA 0,1mM, pH 7,7). Foi realizadauma
segunda extragdo com 0 DNA dissolvido, pelo acréscimo
de cloroférmio dlcool isoamil, sendo centrifugado a 12.000
rpm. O sobrenadante foi coletado em tubo eppendorf e
completado com o triplo de seu volume pela solugéo de
alcool etilico a 95%: acetato de sodio 3M (20:1), sendo
mantido sob baixa temperatura. Apds a precipitacédo,
eliminou-se 0 sobrenadante e 0 DNA foi seco atemperatura
ambiente e reidratado em 50-100uL de tampédo TE. A
concentracdo de DNA foi estimada em fluorimetro,
colocando-se 2|l de DNA, em 2mL de tampéo (Tris 10mM,
EDTA 1,0mM, NaCl 0,1M com pH 7,4), contendo 0,1 yL.mL™?
do corante H32258. As amostras de DNA quantificadas

foram diluidas em TE, para a concentracéo de 10ng.pL !
para ser usado nas reagdes de PCR .

Andliss RAPD

Naanalise RAPD foram utilizados osprimers OPAI-
15, OPA-02, OPA-03, OPA-11, OPB-01, OPB-04, OPB-08,
OPB-11, OPB-12, OPC-08, OPD-07, OPD-11, OPD-13, OPD-
15, OPE-02, OPE-14, OPE-15, OPE-16, OPN-16.

As reagdes foram preparadas de acordo com o
procedimento de Nienhuis et a. (1995), com algumas
modificagdes, num volume total de 12 L, contendo: 22 ng
da mistura de DNA, 50 pM de cada um dos
desoxirribonucleotideos trifosfatos (dATP, dCTP dGTR,
dTTP), 0,4 uM deprimer, 0,6 unidades da enzima Taq DNA
polimerase, tampéo de reacdo (50mM de Tris pH 8,3; 2,0mM
de MgCl,; 20mM de KCI; 250 pg.mL* de albumina de soro
bovino; 1% de ficoll 400 e 1 mM de tartrazine) e &gua. As
amplificacbes foram realizadas em termociclador,

Tabelal- Identificac8o do material e suasrespectivasorigens: (JC) = Jardim clonal; (PE) = Plantio experimental, ambos

(UFLA/MG) e (IAC) = Ingtituto Agronémico (IAC-SP).

Identificacdo Gendtipo Origem | dentificacéo Gendtipo Origem
1 RRIM 701 JC 22 PL PIM PE
2 RRIM 701 IAC 23 PL PIM PE
3 RRIM 600 JC 24 PL PIM PE
4 RRIM 600 IAC 25 FX2261 JC
5 RRIM 600 PE 26 FX2261 PE
6 RRIM 600 PE 27 FX2261 PE
7 RRIM 600 PE 28 FX2261 PE
8 RRIM 600 PE 29 FX2261 PE
9 RRIM 600 PE 30 FX2261 PE
10 GT1 JC 31 PR255 JC
11 GT1 IAC 32 IAN 3087 JC
12 GT1 PE 33 IAC15 JC
13 GT1 PE 34 IAN3156 JC
14 GT1 PE 35 IAN 2880 JC
15 GT1 PE 36 IAN 3193 JC
16 GT1 PE 37 FX3899 JC
17 PB235 JC 38 PR 107 JC
18 PB235 IAC 39 ESAL2 JC
19 PL PIM JC 40 ESALL JC
20 PL PIM PE 41 IPAl JC
21 PL PIM PE - - -

RRIM = Rubber Research Institut of Malaysia; GT= Godan Tapen; PB= Prang Besar; PL PIM= Pil Pilmoor; Fx= Ford cruzamento;
PR= Proefstation Voor Rubber; |AN= Instituto Agrondmico do Norte; |AC= Instituto Agrondmico de Campinas;, ESAL= Escola
Superior de Agricultura de Lavras; IPA= Empresa de Pesquisa Agropecudria de Itapirema-PE. * Gen6tipo e origem repetidos

correspondem ao mesmo clone.
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programado para 40 ciclos de 94°C por 2 e 15 segundos,
35°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto; seguidos de
mais 7 minutos a 72°C , para completar a extensdo dos
produtos amplificados. Os produtos da amplificagao foram
separados por eletroforese horizontal, em gel de agarose
1% e tratados com brometo de etidio 0,5ug.mL, por 20
minutos. Foi utilizado TBE (0,45M de Tris-Borato e 0,01M
de EDTA), como tampao de gel e de corrida. Apds a
eletroforese, os géis foram visualizados em transiluminador
de luz ultravioleta; asimagens capturadas em cameradigital
e arquivadas em computador, para posterior avaliagdo dos
padrdes de bandas.

Andlise dos dados

Para andlise dos dados, foi construida uma matriz
de dados binérios com presenca (1) e auséncia de banda
(0), para os fragmentos amplificados. Foram incluidas na
andlise somente as bandas de intensidade média ou
intensa, eliminando as bandas de coloracdo fraca e que
nao apresentavam repetibilidade. Os dados foram
analisados utilizando o softwareNTSY S-pc—2.1 (ROHLF,
2000). A similaridade entre os genétipos foi estimada pelo
coeficiente de Dice, que gerou a matriz de similaridade. A
partir dessa matriz, foi realizado o agrupamento pelo método
UPGMA, (Unweighted Pair Group Method Averages),
gerando o dendrograma. Os erros associados a cada
similaridade (s_) e o valor maximo significativo de
similaridade (sg, ), estimado pelo teste det, no nivel de 1%
de probabilidade foram determinados, de acordo com
Hagiwara et a. (2001). O valor det obtido foi utilizado para
realizar um corte no dendrograma e delimitar os grupos
distintos.

Um histograma foi construido para analisar os
dados de similaridade genética, sendo as classes de
similaridade e a freqiiéncia porcentual obtida por meio do
software Genes (CRUZ, 2001). Portanto, a matriz de
similaridade genéticafoi analisada por meio da distribuicédo
de frequiéncia e coeficiente de assimetria. Os valores de
referéncia adotados para o coeficiente de assimetria foram:
S < 0, distribuicdo assimétrica a esquerda e S > 0,
distribuicdo assmétricaadireita (ZAR, 1999).

RESULTADOSE DISCUSSAO

Os 19 primers utilizados produziram um total de
121 fragmentos polimorficos. O nimero médio de bandas
por primersfoi (6,3), variando de 10 (OPA-03) a4 (OPD-13
e OPE-14). Com base nos fragmentos amplificados foi
construida uma matriz de dados binarios e estimada a
similaridade genética, relacionando todos os gendtipos
dois adois. Foram obtidas 820 estimativas de similaridades

genéticas, dadas pela expressdo n(n-1)/2, em que n é o
nimero de gendtipos. Tais estimativas de similaridade
genética estdo representadas na figura 1, onde a
distribuicdo de frequiéncia das similaridades foi
positivamente assimétrica, indicando que valores inferiores
de similaridade genética predominam entre os gendtipos
analisados.
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S
T 30,0 -
=
[0
2
2 200 -
=
Q
=]
g
2 100 -
]
(=
0,0 |
0,605 0,695 0,780 0,865 0,955

Similaridade

Figura 1 — Histograma representativo das freqiiéncias de
similaridade, com base nos dados estimados, através dos
indices de similaridade genética.

Os indices de similaridade estimado para todos os
genotipos variou de 0,56 a 1,00, apresentando média de 0,77,
0 que confirma os dados representados na figura 1, onde as
menores classes de similaridade est@o representadas por
um maior ndmero de gendtipos. Em clones de seringueira, ja
foram relatadas similaridades genéticas com amplitudes bem
diferentes a dos valores observados nesse trabalho, variando
de 0,05-0,75 (VARGHESE ¢t d., 1997) €0,18-0,40 MARQUES
eta., 2002).

Através da andlise do dendrograma observa-se a
formacéo de grupos, os quais sdo delimitados por uma
linha de corte dada pela estimativa sgm ao nivel 1% de
probabilidade e determinada pelo teste det, identificando
0s gendtipos geneticamente diferentes, acima dos quais
osindividuos sdo similares (HAGIWARA et a., 2001). O
valor det ao nivel de 1% foi de 0,91 e permitiu identificar 18
grupos, considerados distintos, evidenciando a
variabilidade genética entre o material, conforme observa-
se na figura 2. Pode-se visualizar que 13 grupos foram
formados por um individuo cada. Os demais agrupamentos
foram construidos por, pelo menos dois individuos, sendo
os grupos 15 e 16 os mais numerosos, abrangendo cada
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Figura2— Similaridade genéticaentre os 17 genétipos de seringueira, definida pel o critério de agrupamento UPGMA,
com base no coeficiente de Dice e o ponto de corte ao nivel de 1% de probabilidade, baseada no teste t.

um sete plantas repetidas dos respectivos clones. Vale
destacar que os grupos de menor similaridade genética
concentram-se nos primeiros grupos e, portanto,
correspondem aguel es mais divergentes. E importante
ainda ressaltar que, na anélise de agrupamento os
clones identificados por RRIM 701, formaram dois
grupos distintos, embora dispostos proximos no
dendrograma. Esse resultado sugere a existéncia de
pequena dissimilaridade entre os dois materiais
genéticos, decorrente de erro na identificacdo de
clones, porém, morfol ogicamente semel hantes. Nota-
se que, os grupos 12, 13, 14, 15 e 16 sdo formados
pelas plantas repetidas de cada clone, confirmando a
identidade genética. Esses resultados permitem uma
andlise preliminar dadiferenciagéo entre o material em
estudo, fornecendo subsidio para a realizacdo de
outros trabalhos. A continuidade dessas pesquisas é
fundamental para a compreensdo dos processos
fisiologicos e genéticos dessa espécie, nas mais
variadas condi¢Bes ambientais.

CONCLUSOES

Constatou-se ampla variabilidade genética entre os
clones, baseada na similaridade estimada a partir de
marcadores RAPD;

A identidade da maioria dos clones foi confirmada,
contudo os dados moleculares foram eficientes em detectar
um erro naidentificacio de duas plantas mencionadas como
sendo o clone RRIM 701, provenientes de locais diferentes.
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