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Resumo 

   A seringueira (Hevea brasiliensis) é de grande importância no cenário econômico 

mundial, pois é a única capaz de produzir borracha natural em quantidade e qualidade 

para suprir o mercado desse produto. Devido ao longo ciclo melhoramento da espécie (~ 

30 anos) a H. brasiliensis ainda está em domesticação. Neste contexto, a biologia 

molecular pode contribuir para programas de melhoramento genético da seringueira por 

meio da seleção assistida por marcadores (MAS), que possibilita a redução desse tempo. 

Tal abordagem requer o entendimento e a caracterização da arquitetura genética 

relacionada às características agronômicas de interesse. Apesar disso, os estudos 

genéticos em seringueira são bastante limitados, pois a espécie possui um genoma 

altamente complexo. Neste trabalho, identificamos genes causais para diâmetro do caule 

usando um modelo GWAS, e as interações biológicas desses genes foram acessadas por 

meio de RNA-Seq. Encontramos quatro SNPs associados ao SD (snpsGWAS), que foram 

correlacionados por desequilíbrio de ligação com outros 181 SNPs (snpsLD). Dados de 

RNA-Seq de diferentes cultivares de H. brasiliensis foram acoplados ao trabalho, uma 

rede de coexpressão de genes foi modelada e cinco módulos funcionais que continham os 

SNPs foram selecionados. Esses grupos foram relacionados a categorias biológicas de 

para resistência a estresses abióticos e processos biológicos relacionados ao crescimento 

da planta. Além disso, uma rede metabólica foi construída para melhor compreender as 

interações enzimáticas envolvidas no crescimento da seringueira. Concluímos que a 

integração multiômicas possibilitou uma compreensão profunda dos mecanismos 

moleculares associados à configuração genética do SD, uma característica complexa 

amplamente utilizada em programas de melhoramento genético de seringueira.  
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Introdução  

   A Hevea brasiliensis é uma espécie de grande importância no cenário econômico 

mundial, pois é a única capaz de produzir borracha natural em quantidade e qualidade capaz 

para suprir as necessidades do mercado desse produto que é matéria prima para mais de 40 

mil produtos (DE FAŸ e JACOB, 1989; POOTAKHAM et al., 2017). Embora exista essa 

grande importância econômica da seringueira, essa espécie ainda é considera em 

domesticação, por conta do curto período de tempo do seu cultivo, com início em 1876, e 

do longo ciclo de melhoramento (~30 anos) (PRIYADARSHAN e CLÉMENT-

DEMANGE, 2004). O uso de marcadores moleculares tem sido proposto para se fazer uma 

seleção precoce dos genótipos com características de interesse em dada população a partir 

da seleção assistida por marcadores (SAM), o que faz necessário a descoberta de 

marcadores moleculares em regiões de quantitative trait loci (QTLs) (POOTAKHAM et 

al., 2017; PRIYADARSHAN, 2017).  
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   O GWAS é uma ferramenta bastante utilizada para identificar QTLs em diversas 

espécies, porém apresenta limitações relacionadas a pequena proporção da variação 

fenotípica explicada por essas marcas (MANOLIO et al., 2009; TAM et al., 2019). Este 

fato combinado com a grande complexidade do genoma de H. brasiliensis (TANG et al., 

2016; LIU et al., 2020), torna o uso de muitos QTLs descobertos por essa técnica inviável.  

Neste contexto a integração do GWAS com outras ômicas como redes de coexpressão e 

redes metabólicas pode ajudar a superar tais limitações.  

Material e Métodos  

   Neste trabalho foi utilizada uma população contendo 438 indivíduos genotipados pela 

metodologia de genotipagem por sequenciamento (GBS) (ELSHIRE ET AL., 2011) e 

fenotipada para diâmetro de planta (SD). O SD foi escolhido por apresentar correlação com 

produção e vigor, possibilitando ser mensurado nos primeiros anos de plantio. A variância 

causada pelo efeito genotípico foi estumada usando best linear unbiased predictor (BLUP) 

com o pacote breedR (MUNÕZ e SANCHEZ, 2017) no R. A chamada de SNPs (single 

nucleotide polymorphism) foi realizada no programa TASSAL GBS 5 (GLAUBITZ et al., 

2014) utilizando o genoma de referência proposto por Liu et al. (2020). A filtragem dos 

SNPs descobertos foi realizada no pacote do R snpReady (GRANATO e FRITSCHE-

NETO, 2018).  

   O GWAS foi realizado a partir do programa FarmCPU (LIU et al., 2016) implementado 

no R. Foram incluídas as matrizes de componente principal (PC1 e PC2), com um threshold 

de significância para associação calculada a partir dos dados. Além dos SNPs identificados 

pelo GWAS (snpsGWAS), nós também selecionamos SNPs que a presentavam uma 

correlação de Pearson de R² > 0.7 ao qual chamaremos de snpsLD.  

   Foi utilizado um RNA-Seq obtidos dos genótipos RRIM600 e GT1 submetidos a estresse 

a frio (MANTELLO et al., 2019). Esse transcriptoma foi anotado utilizando o programa 

Trinotate (HAAS, 2015) e o banco de dados SwissProt (BOECKMANN et al., 2003). As 

posições dos transcritos foram estimadas se fazendo um alinhamento com BASTn 

(JOHNSON et al., 2008) no genoma de referência proposto por Liu et al. (2020) 

   Todos os SNPs identificados pelo GWAS (snpsGWAS e snpsLD) foram anotados 

tomando o primeiro gene mais próximo da marca nas posições upstream e downstream. 

Os Termos GO associados a essas anotações foram resumidas no REVIGO (SUPEK et 

al., 2011). Esses conjuntos de SNPs foram associados com QTLs descoberto em mapa de 

ligação (CONSON et al., 2018).  

   Uma rede de coexpressão ponderada (WGCNA) foi modelada com os dados de RNA-

Seq, usando o WGCNA no R (LANGFELDER E HORVATH, 2008) utilizando a 

correlação de Pearson. Medida de sobreposição topológica (TOM) foi utilizada para a 

construção da matriz de dissimilaridade e o método unweighted pair-group method using 

arithmetic avarages (UPGMA) foi usado para definir os grupos. Os grupos contendo os 

SNPs (snpsGWAS e snpsLD) foram selecionados.  

   As enzimas presentes na rede de coexpresão foram anotadas a partir do bando de dados 

kyoto encyclopedia of genes and genomes (KEGG) (KANEHISA e GOTO, 2000). Todas 

as vias metabólicas da H. brasiliensis relacionadas aos snpsLD e snpsGWAS foram 

acessadas e usadas para construir uma rede metabólica usando o programa BioPython 

(COCK et al., 2009). 

Resultados  



   A herdabilidade estimada na população (H²) foi de 0,55 e identificamos 30.266 SNPs 

de alta qualidade utilizados para a realização do GWAS.  

 

Figura 1: (A) Gráfico quantil-quantil para o modelo de associação genômica ampla (GWAS), com a 

inclusão do primeiro componente principal (PC1 e PC2) como uma covariável. (B) Parcela de Manhattan 

para o GWAS. O eixo X mostra os cromossomos contendo os marcadores descobertos em suas respectivas 

posições. O eixo Y mostra o log (valor p) da associação. A linha vermelha representa o threshold obtido 

com base nos dados e a linha verde representa o threshold corrigido de Bonferroni de 0,05. 

Table 1. SNPs identifications através do GWAS. 

SNP Chrom Position P-value MAF Effect Va PVE Gene 

SNP6421 chrom02 14,565,718 1.06E+08 0.10 -1.00 0.18 0.05 SBT4.6 

SNP30209 chrom05 75,998,329 8.38E+08 0.17 0.54 0.08 0.02 GEK1 

SNP43760 chrom08 26,946,649 9.61E+06 0.45 0.84 0.35 0.09 - 

SNP92152 chrom15 50,878,458 2.71E+08 0.29 0.43 0.08 0.02 IQM2 

 

 

Figura 2: Rede de coexpressão contendo os módulos do gene SNP descobertos por GWAS. Amarelo 

mostra os genes anotados para o snpsGWAS, azul mostra os genes anotados para o snpsLD e cinza mostra 

os genes identificados nos módulos. Os genes destacados com uma borda vermelha representam os 10 hubs 

com maior conectividade, enquanto o tamanho dos nós mostra o número de genes conectados. 

 



Figura 3: (A) Rede de enzimas. Os nós amarelos representam as enzimas descobertas nos módulos de 

coexpressão, e os nós retangulares indicam as enzimas com os maiores valores de centralidade. (B) 

Comunidades. Os nós azuis são representados por comunidades contendo enzimas descobertas nos módulos 

de coexpressão. 

Discussão  

   Utilizamos metodologia de GWAS acoplada a outras ômicas para desvendar as bases 

moleculares do crescimento da seringueira. Este trabalho é a primeira iniciativa que 

integra a multiômica no estudo de QTLs em H. brasiliensis. Usando essa abordagem, 

fomos capazes de acessar todos os níveis moleculares importantes para a definição de SD. 

Apesar da grande importância econômica da espécie, por ser a única capaz de produzir 

borracha natural em quantidade e qualidade suficientes para abastecer o mercado mundial 

desse produto (DING et al., 2020), seus estudos genéticos ainda são bastante limitados 

devido à complexidade de seu genoma (TANG et al., 2016), sua grande variabilidade 

genética (DE SOUZA et al., 2018) e às grandes áreas necessárias para seu plantio. Apesar 

de todas essas limitações, este trabalho supera essas dificuldades, produzindo dados, 

resultados e novas perspectivas metodológicas para futuros estudos genômicos desta 

espécie e identificando marcadores e genes úteis para o melhoramento genético. 
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