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Resumo 

O aspecto emblemático que a seringueira sugere quando se trata de produção 

de borracha natural no Brasil, é limitado atualmente devido, principalmente, a 

ausência de clones resistentes a doença chamada mal-das-folhas, causada pelo 

fungo Microcyclus ulei. Clones adaptados a ñ§reas de escapeò, onde níveis 

epidêmicos da doença não são observados, podem ser uma alternativa para contornar 

problemas relacionados às condições climáticas desfavoráveis ao crescimento e 

produção de látex. O uso de ferramentas da biologia molecular pode ajudar na 

identificação de locos que controlam características quantitativas (QTLs), sobretudo a 

partir do desenvolvimento das tecnologias de sequenciamento de nova geração 

(NGS). Foi desenvolvido na presente tese um mapa genético para uma população F1 

segregante (GT1 e RRIM701), onde medidas fenotípicas de diâmetro foram obtidas 

em diferentes idades de crescimento (12 meses, 17 meses, 22 meses, 28 meses e 35 

meses), para a detecção de QTLs relacionados ao crescimento e vigor das plantas. A 

partir da abordagem de genotipagem por sequenciamento (GBS), foi possível 

selecionar 2.998 SNPs utilizando diferentes parâmetros de filtragem. Um total de 

1.082 marcadores SSRs e SNPs foram mapeados, sendo 671 SNPs oriundos de GBS. 

Os marcadores foram distribuídos em 18 grupos de ligação e cobriram um total de 

3.779,7 cM, com uma densidade de 1 marcador a cada 3,49 cM. A genotipagem de 

marcadores SNP através da técnica de GBS contribuiu para o aumento da densidade 

de marcadores, em especial em regiões onde se observava uma quantidade reduzida 

de marcadores SSRs. Foram detectados 19 QTLs relacionados ao diâmetro de caule 

em cinco épocas de crescimento avaliadas durante as estações de verão e inverno. 

Também foi possível observar efeitos aditivos e de dominância dos QTLs com 

diversos padrões de segregação auxiliando no maior entendimento da arquitetura 

genética de caracteres quantitativos, possibilitando novo direcionamento para o 

melhoramento genético da seringueira. 



 

 

Abstract 

The symbolic aspect that rubber tree suggests by the natural rubber production 

in Brazil is currently limited, mainly due the lack of resistant clones to the South 

America Leaf Blight disease, caused by the fungus Microcyclus ulei. Clones adapted 

to the so-called ñescape regionsò, where epidemic levels of disease is not observed, 

may be an alternative to overcome problems related to unfavorable climatic conditions 

for growth and latex production. Molecular biology tools usage can help to identify loci 

controlling quantitative traits (QTL), especially with the development of next generation 

sequencing technologies. It was developed in this thesis a genetic map for a full-sib 

population (GT1 and RRIM701) with phenotypic measures for diameter made at 

different growth ages (12 months, 17 months, 22 months, 28 months and 35 months) 

to detect QTL related to plant-growth and vigor. From the genotyping by sequencing 

approach (GBS), it was possible to detect 2,998 SNPs using different filtering 

parameters. A total of 1,082 SSR and SNP markers were mapped, with 671 SNPs from 

GBS. The markers were distributed into 18 linkage groups and covered a total of 

3,779.7 cM with a marker density of 3.49 cM. SNP genotyping using the GBS 

contributed to increase marker density, especially in regions where it was observed a 

reduced quantity of SSR markers. We detected 19 QTL related to stem diameter at 

five growth periods evaluated during summer and winter seasons. It was also observed 

additive and dominance effects for QTL with different patterns of segregation that helps 

better understand the genetic architecture of quantitative traits, thus enabling new 

directions to genetic breeding of rubber tree. 
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Organização da Tese 

 Uma vez que estratégias recentes envolvendo as técnicas da biologia 

molecular têm provado serem úteis para diversas culturas, a presente tese buscou 

utilizar o polimorfismo dos marcadores moleculares para melhor entender a complexa 

organização genômica de seringueira (Hevea brasiliensis). Associado ao recente 

início da utilização da espécie para obtenção da borracha natural e às limitações para 

seu cultivo e extração de látex natural, tais metodologias são importantes para o 

avanço no melhoramento genético da espécie. 

 A partir de uma parceria da Universidade Estadual de Campinas com o Instituto 

Agronômico de Campinas, foi possível desenvolver o trabalho apresentado no capítulo 

I, o qual descreve a utilização de marcadores SSRs (Simple Sequence Repeats) e 

SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) para a construção de um mapa genético de 

uma população F1 segregante entre os clones GT1 e RRIM701. A robutez na 

identificação de marcadores SNPs por meio da abordagem de genotipagem por 

sequenciamento (GBS), pode contribuir para a formação do mapa genético, se 

destacando ainda, a utilidade dos marcadores SSRs, distribuídos ao longo de 18 

grupos de ligação. Medidas fenotípicas de diâmetro do caule, tomadas em diferentes 

estágios de crescimento relacionados a estações de verão e inverno entre os anos de 

2013 e 2015, foram utilizadas para detecção de QTLs e identificação de efeitos 

aditivos e de dominância, padrões de segregação e proporção da variação fenotípica 

explicada pelos QTLs. 

Em anexo se pode encontrar trabalhos desenvolvidos em paralelo durante o 

período de doutorado. O trabalho no Anexo I, sob o t²tulo ñGenetic diversity strategy 

for the management and use of rubber genetic resources: more than 1,000 wild and 

cultivated accessions in a 100-genotype core collectionò, trata da análise da 

diversidade genética de mais de 1.000 acessos presentes em bancos de 

germoplasma na América do Sul, onde se observou elevados níveis de diversidade 

genética, bem como uma discreta separação de espécies do gênero Hevea a partir 

do conjunto de acessos totais presentes na análise de estruturação genética. Tais 

informações vêm a ser úteis para o melhoramento genético da espécie. 
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No Anexo II, se encontra o artigo intitulado ñDevelopment of single nucleotide 

polymorphism markers in the large and complex rubber tree genome using next-

generation sequencingò. Devido à importância na identificação de regiões 

possivelmente envolvidas na regulação de promotores, marcadores SNPs foram 

desenvolvidos. Estes marcadores foram aproveitados na construção do mapa 

genético para a espécie no capítulo I.  
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Introdução Geral 

Originária da região amazônica, Hevea brasiliensis (Willd. ex Adr. de Juss.) 

Muell-Arg, popularmente conhecida como seringueira, é considerada a maior fonte de 

borracha natural no mundo, a qual é extraída a partir de células especializadas 

conhecidas como vasos laticíferos, fornecendo borracha em quantidade e qualidade 

(GONÇALVES; FONTES, 2009). Matéria prima estratégica para mais de 40 mil 

produtos, a borracha natural tem grande importância no cenário econômico mundial, 

com sua produção sustentada por países do sudeste asiático (MOOIBROEK; 

CORNISH, 2000). 

No Brasil, a seleção de clones e o plantio de seringueira é afetado pela 

ocorrência da doença chamada popularmente de mal-das-folhas, causada pelo fungo 

Microcyclus ulei (P. Henn. v. Arx.) (PRIYADARSHAN; CLÉMENT-DEMANGE, 2004). 

Apesar de ser a região de origem da seringueira, a Amazônia também fornece 

condições térmicas e hídricas ótimas para o desenvolvimento do fungo, o qual pode 

atingir toda a folhagem das seringueiras e gerar a queda prematura das folhas 

(CAMARGO; CAMARGO, 2008). 

Estudos sobre a resistência ao fungo ainda estão em desenvolvimento 

(CARDOSO et al., 2014; SILVA et al., 2014b), de forma que a identificação de regiões 

não favoráveis a proliferação da doença, denominadas áreas de escape, se torna uma 

opção importante para o plantio (JAIMES et al., 2016), principalmente devido à grande 

demanda por borracha natural (PRIYADARSHAN; GONCALVES, 2003). Entretanto, 

a partir da identificação de regiões onde o cultivo não é afetado pela doença, 

avaliações dos efeitos climáticos, como frio e seca, merecem atenção especial para 

obtenção de clones adaptados (PRIYADARSHAN; GONCALVES, 2003). Atualmente, 

a maior parte da produção de borracha natural no Brasil é oriunda dos estados do 

sudeste, em especial São Paulo, onde manifestações severas da doença não são 

observadas e boas taxas de crescimento e produção de látex são obtidas 

(GONÇALVES et al., 2011; PINHEIRO; PINHEIRO, 2008). 

O ciclo de melhoramento para a obtenção de um clone melhorado de 

seringueira pode chegar a 30 anos, isso faz com que o uso das ferramentas da 

biologia molecular passe a ser bastante atrativas (PRIYADARSHAN; CLÉMENT-

DEMANGE, 2004), pois através destas, é possível detectar variantes alélicas 
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relacionadas a fenótipos de interesse e assim, levar a um aumento da eficiência e 

precisão no melhoramento vegetal (COLLARD; MACKILL, 2008). 

Dentre as principais técnicas de biologia molecular, o uso de marcadores 

moleculares se tornou frequente (SCHLÖTTERER, 2004), podendo-se destacar os 

microssatélites e SNPs (Single Nucleotide Polymorphism). Associado a isso, o avanço 

das tecnologias de sequenciamento de nova geração (NGS) têm permitido o 

desenvolvimento de grande quantidade de marcadores. O método de GBS 

(genotipagem por sequenciamento) (ELSHIRE et al., 2011), tem se destacado, pois 

associa a identificação de grande quantidade de marcadores SNPs, simplicidade 

técnica e disponibilidade pública de pipelines (DE DONATO et al., 2013). 

Uma das grandes aplicações dos marcadores moleculares é a construção de 

mapas genéticos, que além de orientar, ordenar e verificar inconsistências oriundas 

da montagem de sequências genômicas (FIERST, 2015), também podem auxiliar na 

seleção de plantas que apresentem fenótipos de interesse, pois permite identificar 

marcadores ligados a genes e regiões que controlam características quantitativas (LE 

GUEN et al., 2011a; SOUZA et al., 2013). 

Neste contexto, e na busca pelo melhor entendimento da complexa arquitetura 

genética de Hevea brasiliensis, foi realizado, por meio de marcadores SNPs e 

microssatélites, o desenvolvimento de um mapa genético para a espécie, bem como 

o mapeamento de QTLs (Quantitative Trait Loci) associados a características 

relacionadas ao crescimento em diferentes épocas do ano. 

A perspectiva de se utilizar os marcadores moleculares para identificação de 

genes e QTLs visando o aumento da eficiência e precisão do melhoramento 

convencional de Hevea brasiliensis, tem se tornado cada vez mais possível, pois 

considerações como custo operacional, nível de polimorfismo, procedimentos 

técnicos e magnitude da detecção de novos marcadores, já não são um problema 

para a espécie. O panorama atual reflete a necessidade de continuar explorando os 

efeitos e posições de QTLs e, posteriormente, aplicar as descobertas através de 

seleção assistida por marcadores. 

O desenvolvimento deste trabalho foi possível por meio da parceria entre a 

Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), o Centro Avançado de Pesquisa da 

Borracha/IAC, a Escola Superior de Agricultura ñLuiz de Queirozò - USP e o Centre de 
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Coopération Internationale en Recherche Agronomique pour le Développement 

(CIRAD). 
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Objetivos 

Objetivo Geral 

¶ Desenvolvimento de novos marcadores SNPs e construção de mapa genético 

de Hevea brasiliensis para detecção de QTLs associados a características 

fenotípicas de interesse no melhoramento genético da espécie. 

Objetivos específicos 

¶ Desenvolvimento de marcadores SNPs a partir de tecnologias de 

sequenciamento de nova geração. 

¶ Construir um mapa genético saturado de Hevea brasiliensis. 

¶ Detectar QTLs associados com crescimento vegetal em épocas de verão e 

inverno. 

¶ Analisar os efeitos de possíveis QTLs sobre o diâmetro do caule em diferentes 

condições climáticas. 
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Revisão Bibliográfica 

Contexto e a cultura de seringueira 

Hevea brasiliensis (Figura 1), popularmente conhecida como seringueira, é 

uma espécie arbórea originária da região amazônica, pertencente à família 

Euphorbiaceae, que inclui outros importantes gêneros de culturas tropicais, tais como 

Ricinus (mamona) e Manihot (mandioca). O gênero Hevea por sua vez, apresenta 11 

espécies e se trata de um táxon bem definido e de fácil reconhecimento, o que não se 

pode dizer das suas espécies, que são dificilmente separáveis uma das outras 

(PIRES; SECCO; GOMES, 2002) e apresentam frequente hibridação e introgressão 

(GONÇALVES; FONTES, 2009). 

 

Figura 1: Hevea brasiliensis: a) indivíduo com porte arbóreo podendo atingir 30 

metros de altura; b) folhas; c) sangria de látex. 

A ocorrência natural do gênero Hevea, abrange toda a extensão da bacia 

amazônica, incluindo parte do Brasil, Bolívia, Peru, Colômbia, Equador, Venezuela, 

Guiana Francesa, Suriname e Guina (GONÇALVES; FONTES, 2009). A carta de 

clima de Köppen mostra nessas regi»es uma temperatura m²nima Ó18ÜC e umidade 

constante ou com curta estação de seca (PEEL; FINLAYSON; MCMAHON, 2007). 

Pertencente a classe das dicotiledôneas, o gênero é descrito como monóico e 

alógamo, com flores unissexuadas amarelas dispostas em racimo. Suas folhas são 
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longamente pecioladas, repartidas em três folíolos e seu fruto é do tipo cápsula, 

geralmente com três sementes (PAIVA, 1992). Todas as espécies, exceto Hevea 

spruceana e Hevea microphylla, possuem deiscência e apresentam látex em todas as 

partes da planta (GONÇALVES; MARQUES, 2008). A polinização é realizada pelo 

vento e por pequenos insetos da família Ceratopogonidae (Heleidae), operando em 

curtas distâncias (IPEF, 2007). Quanto a dispersão de sementes, Le Guen et al. (2009) 

levanta a possibilidade de ser realizada através de alagamentos sazonais da bacia 

amazônica, já que não há possibilidade de dispersão pelo vento devido ao seu peso 

e tamanho e a disseminação por meio de pássaros e mamíferos não ultrapassar 

algumas centenas de metros. 

Podendo atingir 30 metros de altura e 1,5 metros de diâmetro do caule sob 

condições favoráveis, Hevea brasiliensis trata-se de uma planta de hábito decíduo. 

Em regiões da Amazônia, onde ou quando períodos secos são menos intensos, a 

queda de folhas e o florescimento são irregulares. Por sua vez, quando cultivadas no 

estado de São Paulo, normalmente a senescência ocorre no período de julho a agosto 

(GONÇALVES; MARQUES, 2008). 

Considerada como matéria prima estratégica para mais de 40 mil produtos, a 

borracha natural no gênero Hevea é extraída a partir de células especializadas 

conhecidas como vasos laticíferos. Maior fonte de borracha natural do mundo, Hevea 

brasiliensis é a espécie mais importante do gênero e a única capaz de suprir as 

necessidades do mercado em quantidade e qualidade (GONÇALVES; FONTES, 

2009). 

Foi a partir de 1838, com a descoberta do processo de vulcanização, por 

Charles Goodyear, e crescimento do interesse pela borracha natural, que a espécie 

começou a ser valorizada (MOOIBROEK; CORNISH, 2000). Com a introdução de um 

pequeno número de mudas no oriente em 1876 por Henry Wickham, se pode realizar  

a seleção de clones produtivos, e assim, tornar os países do sudeste asiático os 

maiores produtores de borracha natural no mundo (SECCO, 2008). 

A influência da borracha no Brasil, chegou a caracterizar uma época 

denominada ñciclo da borrachaò (GONÇALVES; CARDOSO; ORTOLANI, 1990), 

entretanto, a produção de borracha natural atualmente é limitada pelo fungo 

Microcyclus ulei  (P. Henn. v. Arx.), responsável pela doença conhecida como mal-
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das-folhas (CARDOSO et al., 2014). A grande susceptibilidade da seringueira ao 

fungo pode ser observada a partir de seis meses após o plantio (RIVANO et al., 2010), 

de forma que condições térmicas e hídricas ótimas para o desenvolvimento do fungo  

encontradas na Amazônia, resultam em grande quantidade de esporos, 

desenvolvimento de epidemias, e perecimento do seringal (CAMARGO; CAMARGO, 

2008). Por sua vez, grandes países asiáticos produtores de borracha não registraram 

até o momento sinais da doença apesar das condições climáticas favoráveis para 

severa infecção, possivelmente explicado pelo intenso controle de tráfego 

internacional para tais países (LIEBEREI, 2007). 

Diversas prospecções foram realizadas na Amazônia no século XX com intuito 

de se obter recursos genéticos de Hevea brasiliensis. Tais recursos, armazenados em 

bancos de germoplasma, podem auxiliar melhoristas na tentativa de se encontrar a 

resistência natural para o mal-das-folhas, entretanto, poucos estudos têm sido 

realizados até o momento. Souza et al. (2015) recentemente descreveram pela 

primeira vez a diversidade genética de mais de 1.000 acessos de Hevea mantidos nos 

principais bancos de germoplasma da América do Sul (trabalho em anexo).  

A elevada capacidade do fungo Microcyclus ulei desenvolver novas cepas e 

superar a resistência selecionada (LE GUEN et al., 2008), reflete na recomendação 

até o momento, apenas de genótipos parcialmente resistentes (CARDOSO et al., 

2014; SILVA et al., 2014b), além disso, destaca-se a base genética bastante reduzida 

dos materiais cultivados (SOUZA et al., 2015). Dessa forma, a expansão do cultivo 

para regiões onde as condições climáticas permitam o crescimento das plantas em 

detrimento da ocorrência de níveis epidêmicos do mal das folhas, denominadas áreas 

de escape, passa a ser uma alternativa importante para a heveicultura 

(PRIYADARSHAN; GONCALVES, 2003). 

 Uma importante área de cultivo de seringueira são os estados do sudeste do 

Brasil, em especial São Paulo, onde, apesar do período frio e seco característico 

durante o inverno, se observa boas taxas de crescimento e produção de látex 

(PINHEIRO; PINHEIRO, 2008). Gonçalves et al. (2011) ao avaliar a produção de 

borracha em clones das séries IAC 500 durante 12 anos, plantados na região noroeste 

do estado de São Paulo, obteve valores médios de até 1.731 kg de borracha por 

hectare por ano. O potencial dessa região é evidenciado devido às condições 
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climáticas não favoráveis para a ocorrência do mal-das-folhas em níveis epidêmicos 

(CENTURION et al., 2005). 

 O melhoramento genético de seringueira vem buscando clones adaptados a 

áreas de escape como o estado de São Paulo. Dentre os objetivos, destaca-se a 

obtenção de clones com alto potencial de produção, e outros caracteres secundários 

desejáveis, que contribuem para o aumento da produtividade, tais como vigor, 

crescimento, tolerância à quebra pelo vento, tolerância à frio, dentre outros. 

(GONÇALVES; MARQUES, 2008). 

Estudos genéticos e genômicos em seringueira 

Em Hevea, o número de cromossomos é caracterizado como 2n = 36 

(RAMAER, 1935). É descrito que a seringueira se comporta como um diplóide, apesar 

de parecer ser um anfidiplóide (2n = 4x = 36) que se estabilizou durante o curso da 

evolução (PRIYADARSHAN; GONCALVES, 2003). Leitch et al. (1998) interessados 

em entender os efeitos da ausência de barreiras genéticas e consequente ocorrência 

de híbridos naturais para o gênero (WYCHERLEY, 1976), bem como a presença de 

constrições secundárias em quatro cromossomos indicando quatro pares de locos de 

rDNA (ONG, 1975), sugerem uma origem alotetraplóide para o gênero após observar 

apenas um loco para o rDNA 5S e dois locos para o rDNA 18S-25S em cromossomos 

distintos. 

Trabalhos iniciais de biologia molecular em Hevea brasiliensis são notados a 

partir de clonagens e caracterização de genes envolvidos na biossíntese de látex nos 

anos de 1990ôs (SAHA; PRIYADARSHAN, 2012). Adicionalmente, progressos no 

entendimento da genética e genômica de seringueira utilizando diversas metodologias 

puderam ser realizadas (CHOW et al., 2012, 2007; LE GUEN et al., 2011b; SILVA et 

al., 2014a; SOUZA et al., 2009). A grande quantidade de dados gerados pelas 

tecnologias de sequenciamento de nova geração (LAU et al., 2016; MANTELLO et al., 

2014; RAHMAN et al., 2013; SOUZA et al., 2016; TANG et al., 2016; XIA et al., 2011), 

possibilitaram ainda mais investigações, de forma que foi possível identificar, por 

exemplo, a ocorrência de rearranjos estruturais, envolvidos na fusão de transcritos 

relacionados à síntese de ATP nas mitocôndrias e consequente geração de energia 

insuficiente para o desenvolvimento de anteras, explicando a herança materna da 

macho-esterilidade em alguns clones, como GT1 e BPM24 (SHEARMAN et al., 2014). 
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Estudos genômicos em seringueira, entretanto, ainda estão em seu início 

(SAHA; PRIYADARSHAN, 2012). A recente intensificação de trabalhos para obtenção 

de melhores montagem das sequências genômicas, buscando melhor conhecer 

detalhes moleculares da biossíntese de borracha (LAU et al., 2016; RAHMAN et al., 

2013; TANG et al., 2016), tem ajudado no estabelecimento de perspectivas em 

estudos de associação genômica, melhoramento de germoplasma e seleção assistida 

por marcadores, porém, tais trabalhos evidenciam os desafios na obtenção de 

genoma bem montados de Hevea brasiliensis, principalmente devido à grande 

quantidade de sequências repetitivas (>70%) e elevada heterozigosidade (LAU et al., 

2016).  

Novas considerações a respeito do tamanho estimado do complexo genoma 

de seringueira realizadas com o auxílio de bibliotecas de BACs (TANG et al., 2016) e 

da plataforma PacBio (Pacific Biosciences, Menlo Park, CA, USA) (LAU et al., 2016) 

sugerem um genoma com 1,47Gb e 1,55Gb, respectivamente. Análises comparativas 

entre Hevea brasiliensis e outras espécies revelam forte sintenia entre as sequências 

genômicas com membros da família Euphorbiaceae como Manihot esculenta, Ricinus. 

communis e Jatropha curcas, embora grande variação no tamanho do genoma possa 

ser encontrado, como no caso de M. esculenta, com genoma estimado em 742Mb 

(WANG et al., 2014) e R. communis com 350Mb (CHAN et al., 2010). 

Marcadores moleculares e mapeamento genético em seringueira 

Os marcadores moleculares vêm se tornando uma ferramenta importante para 

o melhoramento vegetal tanto na abordagem clássica quanto na moderna (YANG et 

al., 2015). Por sua vez, marcadores moleculares revelam polimorfismos entre 

indivíduos em nível de DNA, possibilitando a obtenção de informações sobre a 

organização da diversidade genética e também, a determinação de regiões do 

genoma que contribuem para a variação de diversas características de importância 

agronômica (CHARCOSSET; MOREAU, 2004). 

Com o advento das técnicas modernas de biologia molecular, como a PCR 

(Polymerase Chain Reaction) e a tecnologia de sequenciamento de nova geração 

(NGS), o uso de marcadores moleculares se tornou frequente (SCHLÖTTERER, 

2004; YANG et al., 2015). Desde então, avanços significativos nos estudos genéticos 

têm sido obtidos, principalmente no entendimento de genomas complexos, gerando 
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novas oportunidades para a genética e melhoramento vegetal (EDWARDS; BATLEY; 

SNOWDON, 2013). 

Uma das classes de marcadores moleculares mais populares nos estudos 

genéticos são os marcadores do tipo microssatélites ou SSRs (Simple Sequence 

Repeats), os quais são sequências de 1 a 6 pares de base repetidas em tandem 

(ZANE; BARGELLONI; PATARNELLO, 2002). Caracterizados por apresentarem 

herança mendeliana codominante, são também considerados multialélicos, 

apresentam regiões flanqueadoras conservadas e possuem alta reprodutibilidade 

(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1996).  

O polimorfismo dos marcadores microssatélites advém da diversidade do 

número de motivos repetidos, fornecendo um elevado nível de informação genética. 

Dentre a grande quantidade de aplicações em genética vegetal, tais marcadores têm 

sido utilizados em trabalhos envolvendo mapeamento genético (MCCOUCH et al., 

1997; OLIVEIRA et al., 2007; YANG et al., 2016), genética de populações (CONSON 

et al., 2013; MORI; ZUCCHI; SOUZA, 2015; SANTOS; CERQUEIRA-SILVA; MORI, 

2015) e seleção assistida por marcadores (BENCHIMOL; SOUZA JR; SOUZA, 2005). 

Por outro lado, devido ao desenvolvimento das tecnologias de sequenciamento 

de nova geração, os marcadores SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) têm se 

destacado na análise genética moderna, já que a produção de dados não mais é um 

fator limitante (LEE et al., 2011). Extremamente abundantes no genoma, marcadores 

SNPs são variações de uma única base entre sequências de DNA de indivíduos em 

uma população, podendo ser representado como transversões (C/G, A/T, C/A e T/G), 

transições (C/T ou G/A) e inserções/deleções (InDels). A maioria dos SNPs são bi -

alélicos, embora também exista aqueles classificados como tri-alélicos e tetra-alélicos 

(HAYWARD et al., 2012).  

Baseando-se no fato de um SNP resultar na tradução de um mesmo 

aminoácido ou não, estes podem ser classificados como sendo marcadores sinônimos 

ou não-sinônimos, respectivamente. Para o caso de SNPs não-sinônimos que 

ocorrem em regiões codantes, mudanças no fenótipo podem ser observadas, pois tais 

eventos estão relacionados a alterações na estrutura ou função da proteína e assim o 

indivíduo passa a apresentar respostas diferentes às pressões do ambiente 

(HAYWARD et al., 2012). 
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Diversos métodos de genotipagem de marcadores SNPs, como por exemplo a 

plataforma Sequenom iPLEX MassARRAY® (Sequenom Inc., San Diego, CA, USA), a 

genotipagem por sequenciamento (GBS) (ELSHIRE et al., 2011), RAD-seq (BAIRD et 

al., 2008), CRoPS (VAN ORSOUW et al., 2007), têm sido utilizados em diferentes 

espécies. Os avanços em tais metodologias está relacionado à maneira robusta para 

a obtenção de dados. 

Envolvendo a digestão de DNA genômico com enzimas de restrição para 

reduzir a complexidade do genoma, a abordagem de GBS permite a identificação e 

genotipagem ao mesmo tempo, de grande quantidade de SNPs. Para isso, são 

utilizados adaptadores contendo barcodes e adaptadores comuns em uma reação de 

ligação, para produzir bibliotecas multiplexadas de amostras a serem sequenciadas 

(POLAND; RIFE, 2012). Assim, fragmentos de DNA (tags) amplificados com sucesso 

e específicos a cada indivíduo, podem posteriormente, ser selecionados para a rápida 

descoberta de SNPs (DAVEY et al., 2011). 

Tais como em outros marcadores mais antigos como os AFLPs (VOS et al., 

1995), ou mesmo os marcadores de RAD-seq (BAIRD et al., 2008), o uso de enzimas 

de restrição visa produzir uma representação do genoma (DAVEY et al., 2011). Por 

meio da escolha da enzima de restrição apropriada, regiões repetitivas do genoma 

podem ser evitadas e regiões de baixo número de cópias podem ser amostradas com 

duas a três vezes mais eficiência, de maneira a simplificar desafios no alinhamento 

das sequências em espécies com altos níveis de diversidade genética (ELSHIRE et 

al., 2011). Esta abordagem demonstrou ser eficaz em muitas espécies, e foi capaz de 

produzir dezenas de milhares de marcadores SNPs (ELSHIRE et al., 2011; LU et al., 

2013). 

Baseado na plataforma de sequenciamento da Illumina (Illumina, San Diego, 

CA, USA), e sendo originalmente pensado para espécies vegetais (ELSHIRE et al., 

2011), o método de GBS (Figura 2) tem aplicações em estudos populacionais, 

caracterização de germoplasma, melhoramento genético e saturação de mapas de 

ligação, para uma grande variedade de organismos, sendo as maiores vantagens 

sobre outros protocolos, relacionadas à simplicidade técnica e disponibilidade pública 

de pipelines (DE DONATO et al., 2013). Por outro lado, o grande número de dados 

gerados pela metodologia, necessita de cuidado especial, como a criação de 

algoritmos de imputação e estabelecimento de parâmetros de filtragem para lidar com 
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grande quantidade de dados perdidos e genótipos falso positivo gerados, tais como 

realizado em Rubus idaeus (WARD et al., 2013). 

A escolha de qual marcador utilizar em pesquisas de genética vegetal está 

intimamente relacionada a questionamentos como custo, tamanho amostral, 

densidade de marcadores, recursos genômicos disponíveis, de forma que a 

associação de marcadores SSRs e SNPs pode se tornar uma abordagem valiosa 

(HODEL et al., 2016).  

 

Figura 2: Esquema da técnica de genotipagem por sequenciamento (GBS). 

Em um cenário onde a tecnologia de sequenciamento de nova geração tem 

revolucionado as análises genéticas, revelando novas oportunidades para o 

melhoramento genético de diversas culturas, o uso de marcadores moleculares para 

mapeamento genético continua importante, já que este, permite verificar 

inconsistências no mapa físico. Também, a associação entre mapas genéticos e 

projetos de sequenciamento, não só podem ajudar no melhor entendimento da 

organização genômica (FIERST, 2015), mas também pode auxiliar na detecção de 

genes ou QTLs que controlam características de importância econômica (COLLARD; 

MACKILL, 2008). 

Baseado no princípio de recombinação genética durante a meiose 

(TANKSLEY, 1993), mapas genéticos são formados por grupos de ligação nos quais 

está representada a ordem e a distância entre marcadores genéticos. Considerações 

como o estabelecimento de populações segregantes adequadas, tipos e quantidade 

de marcadores a serem utilizados, características de interesse econômico presente 

nos genitores e metodologias genético-estatísticas apropriadas devem ser feitas antes 

da realização de cada etapa da construção de mapas genéticos (CARNEIRO; VIEIRA, 

2002). 
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A construção de mapas genéticos para espécies dentre as quais a obtenção de 

linhagens endogâmicas não é possível, como por exemplo em espécies florestais, é 

realizado a partir de um cruzamento entre genitores não homozigóticos, formando 

uma população de irmãos completos (MARGARIDO; SOUZA; GARCIA, 2007). Isso é 

possível pois Wu et al. (2002) propuseram um método baseado em máxima 

verossimilhança que permite a estimação simultânea da ligação e fases de ligação 

entre marcadores e assim a utilização de todas as classes de marcadores 

informativos. 

Vários mapas genéticos já foram construídos para Hevea brasiliensis até o 

momento utilizando-se de diferentes metodologias (LE GUEN et al., 2011a; 

LESPINASSE et al., 2000; NIRAPATHPONGPORN et al., 2016; NOVALINA, 2013; 

POOTAKHAM et al., 2015; SHEARMAN et al., 2015; SOUZA et al., 2013; 

TRIWITAYAKORN et al., 2011), sendo possível verificar que o desenvolvimento de 

mapas genéticos para a espécie sempre seguiu estratégias disponíveis à época na 

tentativa de se obter avanços no entendimento de sua arquitetura genética. 

Os primeiros mapas para a espécie (LE GUEN et al., 2011a; LESPINASSE et 

al., 2000; NOVALINA, 2013; TRIWITAYAKORN et al., 2011), por meio de marcadores 

RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphism), RAPDs (Randon Amplied 

Polymorphism DNA), AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphism), SSRs e 

isoenzimas, utilizaram uma estratégia chamada duplo pseudo-testcross 

(GRATTAPAGLIA; SEDEROFF, 1994) onde, mapas individuais para cada genitor 

eram produzidos através da identificação de marcadores polimórficos segregando na 

proporção 1:1. Por sua vez, Souza et al. (2013) usando 284 marcadores SSRs, dos 

quais 146 classificados como mais informativos (com segregação 1:1:1:1 e 1:2:1) 

segundo Wu et al. (2002), construíram um mapa genético integrado, representando 

mais precisamente os polimorfismos observados nos genitores. Recentemente, o 

desenvolvimento e genotipagem de enorme quantidade de SNPs oriundos de NGS foi 

realizado para Hevea brasiliensis (POOTAKHAM et al., 2015; SHEARMAN et al., 

2015) na tentativa de se obter mapas genéticos saturados baseados exclusivamente 

nessa classe de marcadores. 

Apesar da realização do mapeamento genético utilizando dados de NGS ser 

robusta devido a rápida obtenção de grande quantidade de marcadores (YANG et al., 

2015), as metodologias para construção de mapas genéticos foram originalmente 
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desenvolvidas para dados em pequena escala e assim, a divisão dos grupos de 

ligação e a ordenação e cálculo da distância entre marcadores tende a ser um desafio 

computacional. Destaca-se ainda nessas plataformas, um aumento na quantidade de 

erros na identificação dos alelos e grande quantidade de dados perdidos oriundos das 

limitações dessas tecnologias. Dois ou mais SNPs podem, por exemplo, ser 

artificialmente colapsados em um único marcador devido à similaridade de sequências 

em repetições, baixa complexidade de regiões e presença em famílias gênicas 

duplicadas, representando informações redundantes, as quais devem ser 

consideradas com cuidado (FIERST, 2015).  

A construção de mapas genéticos utilizando-se inicialmente marcadores 

microssatélites como uma estrutura de suporte essencial aos grupos de ligação de 

espécies com genoma complexo, é uma ferramenta valiosa na perspectiva de uso de 

marcadores oriundos de NGS (YANG et al., 2016). Dessa forma, os diversos trabalhos 

envolvendo o desenvolvimento de marcadores microssatélites em Hevea brasiliensis 

(FENG et al., 2009; LE GUEN et al., 2011b; MANTELLO et al., 2012; SILVA et al., 

2014a; SOUZA et al., 2009), se revelam como fontes valiosas de informação.  

Mapeamento de QTLs 

 O entendimento da conexão entre genótipo e fenótipo para caracteres 

complexos tem provado ser desafiador e, muito embora a genômica tenha fornecido 

novas possibilidades, investigações rigorosas necessitam ser realizadas. A essas 

regiões genômicas complexas que controlam caracteres quantitativos, denomina-se 

QTL ou Quantitative Trait Loci (DOERGE, 2002). 

Estudos têm mostrado grande quantidade de marcadores moleculares ligados 

a QTLs (BRADSHAW et al., 2008; COLLARD; MACKILL, 2008; KING et al., 2015; LI; 

HE, 2014; ZUREK; TOPP; BENFEY, 2015), de forma que a detecção dessas regiões 

complexas que controlam características de importância econômica com o auxílio de 

marcadores e análise genética de ligação (TANKSLEY, 1993), passa a ter grande 

importância no melhoramento vegetal, ainda mais com a grande disponibilidade de 

marcadores oriundos das tecnologias de NGS. 

Dentre os modelos gerais de análise e mapeamento de QTLs, nota-se: (i) a 

análise de marcas simples, que é útil quando o objetivo é somente testar se há alguma 

associação entre fenótipo e genótipo; (ii) o mapeamento por intervalo simples, 
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proposto por Lander e Botstein, (1989), que considera marcadores adjacentes e 

propicia estimativas da localização genética e efeitos dos QTLs; (iii) o mapeamento 

por intervalo composto ou CIM (JANSEN; STAM, 1994; ZENG, 1994), que considera 

os efeitos de marcadores fora do intervalo estudado e leva a melhoras significativas 

na localização de QTLs; (iv) mapeamento por intervalos múltiplos (KAO; ZENG; 

TEASDALE, 1999), que considera múltiplos intervalos simultaneamente para a 

detecção de QTLs e permite incluir os efeitos epistáticos no modelo. 

Desde o seu desenvolvimento, o modelo de mapeamento por intervalo 

composto tem sido amplamente utilizado para populações formadas a partir de 

linhagens, sendo Gazaffi et al. (2014) responsável pela extensão da metodologia para 

espécies as quais apenas se pode obter populações a partir de cruzamentos entre 

indivíduos não-endogâmicos. Com esse modelo, estimativas da probabilidade dos 

QTLs são obtidas através de análise multiponto via modelo de cadeia de Markov, 

permitindo o uso de marcadores moleculares com diversos padrões de segregação. 

Tal metodologia foi utilizada por Souza et al. (2013) na detecção de 18 QTLs de Hevea 

brasiliensis para características de crescimento em diferentes estações do ano. O uso 

desse método é importante, pois ajuda na identificação de marcadores genéticos que 

estão ligados próximos a genes de importância econômica, bem como identificação 

da origem dos alelos que levam a alterações no fenótipo e assim, tornando-se possível 

a aplicação da seleção assistida por marcadores (GAZAFFI et al., 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



29 
 

 

 

 

 

 

Capítulo I  



30 
 

 

 

 

 

 

Mapeamento genético-molecular e análise de QTLs associados ao 

crescimento em Hevea brasiliensis utilizando marcadores 

microssatélites e SNPs 

André Ricardo Oliveira Conson1, Isabela Aparecida Araújo Andreotti1, Cristiane Hayumi Taniguti2,  

Rodrigo Rampazo Amadeu2, João Ricardo Bachega Feijó Rosa2, Luciano Henrique Brás dos Santos1, 

Carla Cristina da Silva1, Camila Campos Mantelo1, Erivaldo José Scaloppi Junior3, Paulo de Souza 

Gonçalves3, Vincent Le Guen4, Antônio Augusto Franco Garcia2, Lívia Moura de Souza1, Anete Pereira 

de Souza1,5 

1 Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética, Universidade Estadual 

de Campinas, Campinas, Brasil 

2 Departamento de Genética, Escola Superior de Agricultura Luiz de 

Queiroz/USP, Piracicaba, Brasil 

3 Centro Avançado de Pesquisa da Borracha, Instituto Agronômico de 

Campinas, Votuporanga, Brasil 

4 Centre de Coopération Internationale em Recherche Agronomique pour le 

Developpement (CIRAD), UMR AGAP, Montpellier, França 

5 Departamento de Biologia Vegetal ï Instituto de Biologia, Universidade 

Estadual de Campinas, Campinas, Brasil  

 

 

 

 



31 
 

Resumo 

 Originária da região amazônica, Hevea brasiliensis, popularmente conhecida 

como seringueira, tem grande importância devido a elevada produção de borracha 

natural. No Brasil, o plantio de seringueira é restrito a regiões não favoráveis à 

proliferação do principal fitopatógeno, chamado Microcyclus ulei, porém, condições 

climáticas desfavoráveis passam a ser um desafio ao crescimento e produção de 

látex. Marcadores moleculares surgem como uma excelente opção na busca por 

regiões genômicas que controlam características quantitativas. Assim, por meio de 

marcadores SNPs e SSRs, um mapa genético para uma população F1 segregante 

(GT1 e RRIM701) foi desenvolvido e medidas de crescimento do diâmetro obtidas em 

épocas de inverno e verão visando a detecção de QTLs. Um total de 1.082 

marcadores, dos quais 671 SNPs de alta qualidade obtidos a partir da abordagem de 

genotipagem por sequenciamento (GBS), foram distribuídos em 18 grupos de ligação 

e cobriram um total de 3.779,7 cM, com uma densidade de marcadores de 3,49 cM.  

Regiões com baixa densidade de marcadores SSRs puderam ser superadas por meio 

da abordagem GBS. Um total de 19 QTLs relacionados ao diâmetro de caule foram 

detectados em diferentes grupos de ligação, com a maior parte após períodos de 

verão e três para o inverno. Também foi possível observar efeitos aditivos e de 

dominância dos QTLs com diversos padrões de segregação. Reflexões a respeito de 

QTLs estáveis ao longo das avaliações indicam as vantagens da obtenção de mapas 

com elevada densidade de marcadores e também a possibilidade de expressão de 

vários QTLs, ou mesmo vários genes ao longo do tempo. Informações sobre efeitos e 

localização de QTLs possivelmente detectados podem dar suporte para o 

melhoramento genético da espécie. 

Palavras chave 

Seringueira, Hevea brasiliensis, mapa genético, QTL, GBS 

Introdução 

Originária da Amazônia e principal produtora de látex natural no mundo, Hevea 

brasiliensis (Willd. ex Adr. de Juss.) Muell-Arg, também conhecida como seringueira, 

é uma espécie perene, alógama, pertencente à família Euphorbiaceae e que 

apresenta hibridação com outras espécies do gênero (PRIYADARSHAN; CLÉMENT-

DEMANGE, 2004). Contendo 36 cromossomos (2n = 36), comporta-se como um 
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diplóide, apesar de estudos indicarem ser um anfidiplóide (2n = 4x = 36) que se 

estabilizou durante o curso da evolução (SAHA; PRIYADARSHAN, 2012). Análises 

genômicas para a espécie têm se mostrado complexas, necessitando utilizar várias 

metodologias para um maior entendimento de sua organização (LAU et al., 2016; 

RAHMAN et al., 2013; SOUZA et al., 2016; TANG et al., 2016). 

A descri«o do plantio de seringueira em regi»es chamadas ñ§reas de escapeò 

como importante alternativa para a produção de borracha natural (JAIMES et al., 2016; 

SOUZA et al., 2013), está relacionada às limitações oriundas da ocorrência da doença 

mal-das-folhas, causada pelo fungo Microcyclus ulei (P.Henn. v. Arx.) 

(PRIYADARSHAN; CLÉMENT-DEMANGE, 2004), cujos estudos sobre a resistência 

ainda estão em desenvolvimento (CARDOSO et al., 2014; SILVA et al., 2014b). 

Exemplo da possibilidade de sucesso é o plantio na região sudeste do Brasil, onde 

manifestações severas da doença não são observadas e boas taxas de crescimento 

e produção de látex podem ser obtidas (GONÇALVES et al., 2011; PINHEIRO; 

PINHEIRO, 2008). Em tais regiões, entretanto, baixas temperaturas e índices 

pluviométricos reduzidos são comuns em alguns meses do ano, o que afeta o 

desenvolvimento da planta e, consequentemente, a produção de borracha (RAO; 

KOLE, 2016; SILPI et al., 2006). 

Com o auxílio dos marcadores moleculares, é possível realizar a identificação 

de variantes alélicas relacionadas a fenótipos adaptados à essas regiões, de forma a 

encurtar o longo ciclo de melhoramento da espécie (PRIYADARSHAN; CLÉMENT-

DEMANGE, 2004). Nesse sentido, resultados significativos podem ser obtidos a partir 

dos avanços das tecnologias de sequenciamento de nova geração (NGS) e de 

estratégias que permitam a descoberta e genotipagem de SNPs em múltiplos 

indivíduos simultaneamente, como o método de GBS (genotipagem por 

sequenciamento) (ELSHIRE et al., 2011). 

Em Hevea brasiliensis, os marcadores moleculares têm sido úteis para a 

construção de mapas genéticos (LE GUEN et al., 2011a; LESPINASSE et al., 2000; 

NIRAPATHPONGPORN et al., 2016; NOVALINA, 2013; POOTAKHAM et al., 2015; 

SHEARMAN et al., 2015; SOUZA et al., 2013; TRIWITAYAKORN et al., 2011) e 

detecção de marcadores ligados a genes e QTLs (LE GUEN et al., 2011a; SOUZA et 

al., 2013). Com a disponibilidade de métodos de genotipagem em larga escala e de 
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sequências genômicas para a espécie (LAU et al., 2016; RAHMAN et al., 2013; TANG 

et al., 2016), QTLs adicionais podem ser localizados. 

A partir de marcadores SNPs e microssatélites previamente utilizados em uma 

dissertação de mestrado para a construção de um mapa genético, o presente trabalho 

buscou desenvolver marcadores SNPs oriundos da abordagem de GBS para maior 

saturação do mapa genético para o cruzamento avaliado. Foi possível realizar 

também o mapeamento de QTLs associados a uma característica relacionada ao 

crescimento em diferentes épocas do ano. 

Material e Métodos 

População de mapeamento e extração de DNA 

Para a construção do mapa genético, foi utilizado uma população F1 

segregante oriunda do cruzamento entre GT1 e RRIM701 com 146 indivíduos, os 

quais foram obtidos a partir de polinização aberta. Originário da coleta de Wickham 

em 1876 no estado do Pará, GT1 é classificado como macho-estéril (SHEARMAN et 

al., 2014), tolerante a vento e frio, enquanto que RRIM701, oriundo do programa de 

melhoramento asiático, se apresenta com crescimento vigoroso e bom aumento da 

circunferência após o início da sangria (CIRAD, 2011).  

Dez marcadores microssatélites foram utilizados para conferência da 

paternidade das plantas para, em seguida, prosseguir com a instalação da população 

de mapeamento no Centro Avançado de Pesquisa da Borracha, órgão associado ao 

Instituto Agronômico de Campinas, na região noroeste do estado de São Paulo 

(20Ü25ô00ôôS e 49Ü59ô00ôôO a 450 metros de altitude) no ano de 2012 em blocos 

aumentados com quatro repetições. Cada bloco consistiu de aproximadamente 37 

genótipos do cruzamento GT1 x RRIM701 e quatro testemunhas (RRIM600, GT1, 

PB235 e RRIM701). 

As folhas da população de mapeamento foram liofilizadas e moídas antes da 

extração de DNA utilizando CTAB (Cetyl trimethylammonium bromide) 2% conforme 

metodologia descrita por Doyle e Doyle, (1987). O DNA genômico produzido, foi 

analisado em gel de agarose 1% para verificar sua integridade e sua concentração, 

estimada via QuantiFluor-ST Fluorometer (Promega, Madison, WI, USA). 
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Análise de marcadores moleculares microssatélites 

Foram testados 1.174 marcadores microssatélites para avaliação do 

polimorfismo nos genitores da população de mapeamento, entre estes, 333 

desenvolvidos no Laboratório de Análise Genética e Molecular da Universidade 

Estadual de Campinas  (MANTELLO et al., 2012; SILVA et al., 2014a; SOUZA et al., 

2009), 296 desenvolvidos por Le Guen et al. (2011b), 184 EST-SSR desenvolvidos 

por Feng et al. (2009) e 361 EST-SSR (não publicado) construídos a partir de 

bibliotecas de hibridização por supressão subtrativa utilizando-se folhas inoculadas 

com o fungo M. ulei (GARCIA et al., 2011). Ao todo, 287 marcadores SSRs foram 

selecionados baseando-se no seu nível de informação, como discutido por Wu et al. 

(2002).  

A amplificação das regiões de microssatélites foi realizada conforme publicado 

pelos autores, e a visualização dos produtos de PCR, por meio de três técnicas: 

coloração com nitrato de prata (CRESTE; NETO; FIGUEIRA, 2001), LI-COR 4300 

DNA analyzer, visualizando as bandas por meio de fluorescência, e sequenciador 

automático 3500XL DNA ABI (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Durante as 

genotipagens observou-se que dois genótipos se apresentaram como sendo 

contaminantes e foram excluídos das análises. 

Análise de marcadores moleculares SNPs 

A partir de ESTs derivados de bibliotecas de cDNA (SILVA et al., 2014a) e 

sequências transcritas de painel de seringueira (MANTELLO et al., 2014), 391 SNPs 

foram escolhidos para genotipagem da população de mapeamento por meio da 

plataforma Sequenom iPLEX MassARRAY® (Sequenom Inc., San Diego, Califórnia, 

USA). Tais SNPs foram anotados com as vias de mevalonato e MEP (2-C-methyl-D-

erythritol 4-phosphate), conhecidamente envolvidas na biossíntese de látex, além de 

vias relacionadas à síntese de madeira. 

Após multiplexar o ensaio por meio do software Sequenom Assay Design 

versão 2.0, uma PCR foi realizada em um total de 5µL, sendo 2 ng de DNA genômico, 

0,5 U HotStar Taq polymerase (QIAGEN, Chatsworth, CA), 100 nM de primers, 1,25x 

HotStar Taq buffer, 1,62 mM de MgCl2, e 500 ɛM de dNTPs. Após a ativação da 

enzima a 94ºC por 15 minutos, seguiu-se para amplificação do DNA com 45 ciclos de 

94ºC por 20 segundos, 56°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto, com extensão final 
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durante 5 minutos a 72ºC. Os dNTPs não incorporados, foram eliminados por meio da 

enzima shrimp alkaline phosphatase (0,3 U; Sequenom, Inc., San Diego, CA). Uma 

segunda PCR com função de adição de uma base única foi realizada por meio da 

adição de primers de extensão em concentrações de 0,625 uM (primers com baixo 

peso molecular) a 1,25 uM (primers com alto peso molecular). Enzima iPLEX e 

tampões também foram adicionados na reação com volume total de 9 µL. Por fim, as 

reações foram submetidas ao MassARRAY Compact System e os espectros de 

massa analisados usando o software MassArray Typer 4.0 Analyzer (Sequenom, Inc., 

San Diego, CA), para visualização de genótipos e frequências alélicas. Desses, 159 

marcadores SNPs foram identificados com segregação 1:1 ou 1:2:1 na população de 

mapeamento e puderam ser incluídos nas análises do mapa genético. 

Outros 96 SNPs polimórficos obtidos a partir de sequenciamento de amostras 

de DNA genômico de folhas de Hevea brasiliensis (SOUZA et al., 2016 - em anexo) e 

de dados de transcriptoma foram utilizados para carregar um chip 96.96 da plataforma 

BioMark Real-Time PCR System (Fluidgm, Inglaterra) e assim, genotipagem da 

população de mapeamento. Tal metodologia foi desenvolvida na dissertação de 

mestrado da aluna Isabela Aparecida Araújo Andreotti. 

Abordagem de GBS 

A genotipagem por sequenciamento (GBS) foi realizada no Laboratório de 

Análise Genética e Molecular da Universidade Estadual de Campinas, tomando por 

base o protocolo desenvolvido por Elshire et al. (2011). A realização da técnica 

prosseguiu a partir do uso da enzima EcoT22I, escolhida pois apresentou o melhor 

perfil de digestão do DNA genômico de H. brasiliensis. Para o sequenciamento das 

bibliotecas, o sequenciador Illumina GAIIx (Illumina, San Diego, CA, USA) foi utilizado. 

Análise dos dados foi realizada através do TASSEL-GBS 3.0 e 4.0 pipeline 

(GLAUBITZ et al., 2014). As sequências do genoma de Hevea brasiliensis (TANG et 

al., 2016) foram usadas como referência para alinhamento por meio do Bowtie2 

versão 2.1 (LANGMEAD; SALZBERG, 2012). Para os reads obtidos previamente, foi 

estabelecido que uma tag deveria estar repetida no mínimo seis vezes (default = 1). 

Ao fim do processo, todas as variantes foram exportadas como arquivos VCF e 

filtradas para o máximo de 25% de dados perdidos por marcador e presença apenas 

de SNPs bialélicos através do software vcftools (DANECEK et al., 2011). 
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Mapeamento Genético 

A construção do mapa genético foi desenvolvida em duas etapas. Na primeira, 

marcadores microssatélites e SNPs (com exceção aos de GBS) foram mapeados 

utilizando LOD de 5,37 e frequência de recombinação máxima de 0,4 por meio do 

software OneMap versão 2.0-4 (MARGARIDO; SOUZA; GARCIA, 2007), 

implementado como um pacote adicional ao software estatístico R (R CORE TEAM, 

2015). Em seguida, o software OneMap versão 2.0-6 (em desenvolvimento), que 

permite analisar marcadores baseados nas tecnologias de NGS, foi utilizado para 

filtragem final e inserção dos SNPs provenientes do método de GBS no mapa 

previamente construído. 

Analises de SNPs obtidos por meio da abordagem de GBS foram realizadas 

para identificar marcadores duplicados, marcadores com informação redundante e 

marcadores com desvio na segregação esperada. Utilizando LOD de 7,22 e fração de 

recombinação de 0,4 os marcadores foram mapeados, sendo que o teste para a 

ordenação dos SNPs foi realizado tomando por base a inserção de cada marcador na 

estimativa de sua melhor posição. Para a determinação das distâncias em 

centiMorgans foi utilizado a função de mapeamento de Kosambi (KOSAMBI, 1943). 

Por fim, os grupos de ligação do mapa final foram visualizados usando o software 

Mapchart 2.1 (VOORRIPS, 2002). 

Análise Fenotípica 

O diâmetro do caule foi medido a 50 cm do calo de enxertia durante as estações 

de inverno e verão. As análises ocorreram em cinco pontos de tempo com intervalos 

de aproximadamente 6 meses, sendo elas em julho de 2013 (12 meses), dezembro 

de 2013 (17 meses), maio de 2014 (22 meses), novembro de 2014 (28 meses) e junho 

de 2015 (35 meses). A análise de modelos em um primeiro momento, consistiu no 

ajuste do modelo apropriado com a obtenção dos componentes de variância pela 

maximização da distribuição de máxima verossimilhança restrita (REML). A 

decomposição dos valores fenotípicos em efeitos principais genéticos e de 

delineamentos podem ser constatados no seguinte modelo abaixo:  

Ù 8Ô  :Ò :Â :Ç ‐ 
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Em que y é referente aos dados fenotípicos avaliados (escala em cm); XT é a 

matriz de incidência do efeito sistemático de tempo (intercepto do modelo multivariado 

- efeito fixo); t é vetor de efeitos fixos de época; Z são as matrizes de incidência dos 

efeitos aleatórios; r  é o vetor de efeitos aleatórios de repetição aninhados dentro de 

época Ò ͯ -6.πȟÌṧ ' Ƞ b representando o vetor de efeitos aleatórios de blocos 

aninhados dentro de repetição aninhados em época Â ͯ -6.πȟÌ ṧ Ìṧ ' Ƞ g é o 

vetor de efeitos aleatórios do genótipo aninhados dentro de época Ç ͯ -6.πȟ! ṧ

 ' ; ‐ é o vetor de resíduos ‐ ͯ ὓὠὔπȟ2; A é a matriz de parentesco baseado em 

genealogia (numerator relationship matrix (MRODE, 2014); lR e lB são as matrizes de 

identidade de ordem 4 para o número de repetições e número de blocos. No modelo 

testou-se diferentes estruturas de variância-covariância para as matrizes genéticas 

GR, GB, GG e também para a matriz de variância-covariância do resíduo (R) , sendo esta, 

construída a partir do modelo de linhas e colunas visando controlar a variabilidade 

espacial do experimento (SMITH; CULLIS; THOMPSON, 2005). 

As análises foram realizadas utilizando os pacotes ASReml-R (BUTLER et al., 

2009) e ASRemlPlus (BRIEN, 2016) no ambiente R. Valores genéticos preditos 

(BLUPs) foram usados para a realização do mapeamento de QTLs. O cálculo da 

herdabilidade no sentido restrito (h2) foi baseado nas estimativas dos componentes de 

variância, onde: Ὤ  „ „ , sendo „ , a variância aditiva no tempo t estimada 

pelo modelo, e „  a variância fenotípica total no tempo t. 

Mapeamento de QTLs 

Análises de QTLs foram realizadas utilizando o método de mapeamento por 

intervalo composto (ZENG, 1994), conforme modelo descrito por Gazaffi et al. (2014) 

para população F1 segregante, com probabilidade condicional multiponto para o 

genótipo dos QTLs obtidas usando o software OneMap versão 2.0-4 (MARGARIDO; 

SOUZA; GARCIA, 2007). 

Para a realização do mapeamento de QTLs, se fez necessário estabelecer uma 

hipótese que um QTL está localizado dentro de um intervalo em consideração, com 

marcadores (fora deste intervalo) ligados ao QTL putativo, incluídos como cofatores 

para assim, poderem contribuir na acurácia do mapeamento. Dessa forma, foi 

realizado o teste ao longo do genoma em intervalos regulares de 1 cM, se evitando 

uma janela de 15 cM ao redor da posição sob avaliação. A consideração sobre a 
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presença de um QTL foi analisada por meio de valores de LOD score, com nível de 

significância de 95% para 1000 permutações conforme proposto por Churchill e 

Doerge (1994) e modificado por Chen e Storey (2006). Ainda, para cada modelo CIM, 

foram estimados os efeitos genéticos aditivos para cada genitor e efeitos de 

dominância, bem como fases de ligação, padrões de segregação e a proporção da 

variação fenotípica explicada pelos QTLs (R2). Todas as análises foram realizadas no 

ambiente R (R CORE TEAM, 2015) usando um pacote em desenvolvimento. 

Resultados e Discussão 

População de mapeamento 

A obtenção de uma população de mapeamento gerada a partir de polinização 

aberta evitou dificuldades devido à baixa taxa de sucesso para polinização controlada 

na espécie (PRIYADARSHAN; CLÉMENT-DEMANGE, 2004). Esta abordagem foi 

possível, devido a presença de uma ampla área experimental contendo clones GT1 e 

RRIM701 lado a lado, e também por meio das características biológicas do clone GT1, 

que devido a rearranjos estruturais em sequências envolvidas com a síntese de ATP, 

tem energia insuficiente para o desenvolvimento de anteras, caracterizando-se como 

macho-estéril e se comportando apenas como árvore mãe (SHEARMAN et al., 2014).  

O uso de uma progênie oriunda de polinização aberta a partir de uma árvore 

mãe de interesse também foi descrito por Guajardo et al. (2015) em cereja doce, e 

busca facilitar o desenvolvimento de uma progênie e assim, acelerar a construção de 

mapas e localização de QTLs. A genotipagem dos 526 marcadores confirmou que a 

identificação do doador de pólen para formação da população de mapeamento foi 

realizada com sucesso, pois, com exceção de dois indivíduos, os alelos observados 

na progênie correspondem a segregação esperada a partir do cruzamento entre GT1 

e RRIM701. 

Filtragem dos marcadores e análise do polimorfismo 

A partir de 1.174 marcadores SSRs avaliados para o polimorfismo entre os 

genitores da população de mapeamento, foi possível observar 569 marcadores 

polimórficos (~48%), dos quais 281 foram EST-SSRs. Os demais marcadores foram 

considerados monomórficos ou não puderam ser analisados devido a falha na 

amplificação ou ausência de bandas nítidas. Níveis de polimorfismo similares foram 

detectados em outras populações de mapeamento de Hevea brasiliensis por Souza 
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et al. (2013) e Lespinasse et al. (2000). Dentre os marcadores EST-SSR, maior 

proporção de polimorfismo para a população foi detectada em comparação com os 

marcadores avaliados por Nirapathpongporn et al. (2016). 

Por sua vez, os 487 marcadores SNPs selecionados para genotipagem por 

meio de diferentes metodologias, mostraram polimorfismo entre os genitores da 

população de mapeamento em aproximadamente 49% das ocasiões (239 SNPs). Tais 

plataformas de genotipagem têm sido usadas em outras espécies com genoma 

complexo, como cana de açúcar (COSTA et al., 2016) e algodão (BYERS et al., 2012), 

pois têm possibilitado não só o processamento de grande quantidade de dados de 

maneira rápida, mas também, detectar e quantificar com precisão alelos com 

frequências muito baixas (OBERACHER, 2008; WANG et al., 2009).  

O teste de Chi-quadrado realizado nos 526 marcadores genotipados na 

população de mapeamento, revelou que 156 marcadores (29,6%) possuem 

segregação 1:1:1:1, 133 (25,3%) segregação 1:2:1 e 237 (45,1%) segregação 1:1. A 

seleção de 289 marcadores com maior poder informativo (segregação 1:1:1:1 e 1:2:1) 

é de grande importância nas análises de ligação devido a limitação no uso de 

marcadores com segregação 1:1, que fornecem informação insuficiente para distinguir 

genótipos recombinantes e não-recombinantes (WU et al., 2002).  

Todos os marcadores genotipados foram mantidos nas análises de ligação, 

incluindo 33 marcadores (6,3%) identificados com distorção da razão de segregação 

mendeliana esperada (PÒ0,005). Isso foi possível, uma vez que este fenômeno é 

comum em análises genéticas (XU, 2008) e apresenta efeito pequeno sobre 

populações durante a construção de mapas de ligação (HACKETT; BROADFOOT, 

2003). A presença dessa classe de marcadores não levou a alterações na formação 

dos grupos de ligação do presente trabalho. 

A genotipagem por sequenciamento gerou um total de 68.777.856 reads brutos 

obtidos a partir das bibliotecas paired-end, com uma média de 474.330 reads para 

cada uma das amostras. Após o alinhamento com o genoma de referência de Hevea 

brasiliensis (TANG et al., 2016) utilizando uma profundidade mínima de seis tags, um 

total de 81.832 SNPs foram identificados. Posteriormente, a seleção de marcadores 

com no máximo 25% de dados perdidos resultou em 28.670 SNPs. Após as filtragens 
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realizadas por meio do software Onemap versão 2.0-6 foram identificados 2.998 

marcadores de alta qualidade. 

Esforços na filtragem de dados de GBS para obtenção de marcadores robustos 

têm sido realizados para diversas espécies (COVARRUBIAS-PAZARAN et al., 2016; 

GUAJARDO et al., 2015; LU et al., 2013; WARD et al., 2013). Em seringueira, 

Pootakham et al. (2015) utilizando uma profundidade m²nima de tags Ó 6 e menos de 

50% de dados perdidos obtiveram em dois cruzamentos analisados, 7.345 e 6.678 

SNPs e, posteriormente, após utilizar parâmetros mais restritivos (profundidade 

m²nima de tags Ó 30 e 10% de dados perdidos) e separar marcadores polim·rficos em 

pelo menos um dos genitores de cada população, um total de 2.995 e 3.124 SNPs. 

Tais quantidades são similares aos obtidos no presente trabalho e demostram a 

eficiência dos parâmetros utilizados na seleção dos SNPs. 

Dentre os marcadores selecionados, 627 SNPs (20,9%) foram classificados 

com segregação 1:2:1 e 2.371 SNPs (79,1%) classificados com segregação 1:1. 

Shearman et al. (2015), encontraram dificuldades na identificação de SNPs devido à 

elevada heterozigosidade natural de Hevea brasiliensis após sequenciamento de 

exoma, com porcentagens de genótipos heterozigotos nos genitores (63 e 71%) 

similares ao presente trabalho. Comparações do número de locos heterozigotos nos 

genitores obtidos Pootakham et al. (2015), são difíceis, uma vez que os valores 

encontrados variando entre 32,3 a 40,8%, não consideram análises de distorção de 

segregação. 

A complexa identificação de SNPs em espécies que sofreram eventos de 

poliploidização, como possivelmente ocorreu em Hevea brasiliensis, torna a escolha 

de estratégias adequadas para seleção de SNPs úteis e informativos ao mapeamento 

um processo necessário (CLEVENGER et al., 2015). A redução no número final de 

SNPs obtidos (2.998 SNPs) reflete o uso de parâmetros restritivos utilizados na 

seleção dos marcadores, e é importante, pois os erros de genotipagem e a grande 

quantidade de dados perdidos gerados pela técnica (DAVEY et al., 2011), têm efeitos 

na ordenação e estimativa da distância entre locos (HACKETT; BROADFOOT, 2003; 

SHIELDS et al., 1991) e, consequentemente, podem afetar a localização de regiões 

que controlam caracteres quantitativos (DOERGE; ZENG; WEIR, 1997). 
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Mapeamento Genético 

Análises de ligação iniciais utilizando 526 marcadores (287 SSRs e 239 SNPs), 

LOD score de 5,37 e fração de recombinação de 0,4 identificaram 18 grupos de 

ligação, com um total de 411 marcadores distribuídos em 2.482,3 cM (Figura 3). O 

comprimento de cada grupo variou de 78,3 cM para o grupo de ligação 4 a 191,9 cM 

para o grupo de ligação 14. Por sua vez, o grupo 10 apresentou a maior cobertura e 

o maior número de marcadores mapeados, enquanto o grupo de ligação 16 a menor 

densidade (Tabela 1). 

A organização dos grupos de ligação foi baseada nos mapas de ligação 

construídos anteriormente para Hevea brasiliensis (LESPINASSE et al., 2000; SOUZA 

et al., 2013), possibilitando realizar comparações sobre o ordenamento de marcadores 

mapeados em comum. Com comprimento de 228,7 cM e 20 marcadores mapeados, 

o maior grupo de ligação obtido por Souza et al. (2013) corresponde ao grupo 10, 

apresentando um total de 10 marcadores em comum, sendo dois (HB135 e HB174) 

em posições diferentes. Embora não tenha sido o maior grupo de ligação descrito por 

Souza et al. (2013), o grupo de ligação 14 apresentou o mesmo ordenamento entre 

nove marcadores mapeados em comum, com um total de 217,4 cM. 

Tabela 1: Informações sobre os 18 grupos de ligação da população GT1 x RRIM701.

 

SSRs SNPs
Compr. 

(cM)

Densid. 

(cM)
Gap (cM) SSRs SNPs

Compr. 

(cM)

Densid. 

(cM)
Gap (cM)

1 14 17 153,1 4,9 18,4 14 53 232,4 3,5 12,9

2 19 8 140,2 5,2 14,4 19 33 199,3 3,8 9,1

3 14 6 115,0 5,8 20,7 14 43 184,9 3,2 14,0

4 6 5 78,3 7,1 17,9 6 39 163,8 3,6 12,9

5 9 13 176,9 8,0 24,9 9 65 272,0 3,7 16,6

6 17 14 162,9 5,3 20,1 17 63 228,1 2,9 11,6

7 12 5 80,3 4,7 19,4 12 32 109,4 2,5 14,1

8 14 8 141,3 6,4 18,4 14 45 229,7 3,9 18,4

9 13 6 124,6 6,6 20,8 13 33 196,3 4,3 14,3

10 26 27 185,4 3,5 16,2 26 52 228,1 2,9 11,5

11 7 14 164,8 7,9 27,5 7 57 235,4 3,7 20,6

12 7 10 104,1 6,1 23,3 7 32 167,5 4,3 12,8

13 6 10 136,7 8,5 24,2 6 58 218,7 3,4 15,0

14 22 13 191,9 5,5 15,6 22 51 258,8 3,6 17,0

15 10 6 160,0 10,0 32,5 10 39 225,3 4,6 16,2

16 10 6 100,8 6,3 17,3 10 53 166,0 2,6 12,9

17 6 7 107,5 8,3 19,6 6 54 206,7 3,5 9,8

18 14 10 158,5 6,6 26,0 14 54 257,3 3,8 17,1

Total 226 185 2482,3 6,0 32,5 226 856 3779,7 3,5 20,6

LG*

Mapa Base Mapa Final

LG* ïGrupo de ligação; Compr. ïComprimento Médio em cM; Densid. ïDensidade de marcadores em cM; Gap ï

Comprimento do maior gap em cM
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Figura 3: Grupos de ligação 1 a 9 do mapa genético base contendo 411 marcadores (226 SSRs e 185 SNPs). 
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Figura 3 (continuação): Grupos de ligação 10 a 18 do mapa genético base contendo 411 marcadores (226 SSRs e 185 SNPs) 

. 
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Assim como no presente trabalho, o mapeamento com diferentes tipos e 

quantidades de marcadores tem apontado para a ocorrência de 18 grupos de ligação 

em seringueira (LE GUEN et al., 2011a; LESPINASSE et al., 2000; 

NIRAPATHPONGPORN et al., 2016; POOTAKHAM et al., 2015; SHEARMAN et al., 

2015), correspondendo ao número haploide para a espécie (2n = 36). Os grupos de 

ligação obtidos com 226 SSRs e 185 SNPs corroboram as observações feitas por 

Souza et al. (2013) quanto a necessidade de utilizar diferentes marcadores para que 

grupos de ligação adicionais, oriundos da cobertura incompleta do genoma de Hevea 

brasiliensis, possam ser resolvidos.  

Apesar da densidade média de marcadores no mapa genético prévio ter sido 

maior que o observado por Triwitayakorn et al. (2011) e Souza et al. (2013) ao 

mapearem 97 e 284 SSRs respectivamente, intervalos entre marcadores superiores 

a 15 cM puderam ser observados em 41 ocasiões. Assim, da mesma forma como 

levantado por Souza et al. (2013), tais resultados podem ser explicados pela baixa 

frequência de recombinação em regiões com elevado grau de homozigose ou pelo 

menor número de marcadores polimórficos nessas regiões, reforçando a necessidade 

de aumento da resolução por meio de outras metodologias. 

Por meio de grande quantidade de SNPs de alta qualidade facilmente 

produzidos com a técnica de GBS, o mapa genético final foi construído utilizando o 

mapa genético base obtido anteriormente. Assim, um total de 1.082 marcadores 

distribuídos ao longo de 18 grupos de ligação cobriram um total de 3.779,7 cM (Figura 

4). Em média, cada grupo conteve aproximadamente 60 marcadores cobrindo cerca 

de 210 cM. O maior grupo de ligação (LG5) incluiu 74 marcadores abrangendo 272 

cM com uma distância média entre marcadores de 3,68 cM, e o menor (LG7), conteve 

44 marcadores cobrindo 109,4 cM, representando também o grupo com a menor 

distância média entre marcadores (2,49 cM). 

A utilização de um mapa genético base constituído de marcadores SSRs, foi essencial 

para evitar possíveis problemas na formação de grupos de ligação, ordenamento e 

cálculo das estimativas da distância de marcadores. Também, a possibilidade de 

inserir grande quantidade de marcadores SNPs para contornar problemas de regiões 

altamente homozigóticas e com baixa densidade de marcadores, como observado no 

mapa base e destacado por Souza et al. (2013), demonstrou ser possível, pois 

reduções consideráveis no intervalo médio entre marcadores foi observado para todos 
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os grupos de ligação, com média de 3,49cM (Tabela 1). Aumento da resolução nessas 

regiões foram encontrados para a espécie em outras oportunidades (POOTAKHAM et 

al., 2015; SHEARMAN et al., 2015), entretanto sem considerar os efeitos benéficos 

dos marcadores SSRs, tal como realizado em uma espécie do gênero Brassica (YANG 

et al., 2016). 

A observação da distribuição de marcadores SNPs de GBS ao mapa genético 

(marcadores em preto na figura 4), demonstra que o mapeamento foi bem conduzido, 

uma vez que as marcas são encontradas uniformemente ao longo dos grupos de 

ligação. Não se nota no mapa, grandes blocos de marcadores em regiões de espaço 

limitado, mas sim o preenchimento de gaps antes observados (Figura 3). Nesse 

sentido, se destaca a redução no número total de gaps acima de 15 cM, antes 

verificados em 41 ocasiões, para apenas oito, reforçando a eficiência da abordagem 

de GBS no mapeamento de Hevea brasiliensis.  

Regiões de grupos de ligação com baixa densidade de marcadores, como por 

exemplo, nos grupos de ligação 13 e 15, que possuíam gaps de até 24,2 cM e 32,5 

cM no mapa prévio, puderam ser mais saturadas. Por outro lado, assim como em 

outros trabalhos de mapeamento genético utilizando metodologias de genotipagem 

em larga escala para Hevea brasiliensis (POOTAKHAM et al., 2015; SHEARMAN et 

al., 2015), intervalos consider§veis (Ó 10 cM) continuaram a ser observados, 

corroborando com os resultados obtidos com plataformas similares no mapeamento 

de diferentes espécies vegetais, como Vigna vexillata (MARUBODEE et al., 2015), 

mirtilo (MCCALLUM et al., 2016), ervilha (BOUTET et al., 2016) e cereja doce 

(GUAJARDO et al., 2015).  

A presença de gaps reforça a complexidade do processo de mapeamento 

genético, especialmente para espécies perenes, pois o aumento do número de 

eventos de recombinação através da obtenção de populações muito grandes é 

inviável (FIERST, 2015). Fica claro também que a interação entre genética e 

genômica, bem como metodologias genético-estatísticas devem ser utilizadas para 

detecção e localização QTLs (DOERGE; ZENG; WEIR, 1997). 
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Figura 4: Grupos de ligação 1 a 9 do mapa genético final para população GT1 x RRIM701. Em preto, marcadores SNPs de GBS e 

em vermelho marcadores mapeados no mapa base. 
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Figura 4 (continuação): Grupos de ligação 10 a 18 do mapa genético final para população GT1 x RRIM701. Em preto, marcadores 

SNPs de GBS e em vermelho marcadores mapeados no mapa base.




















































