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RESUMO - Objetivou-se determinar quais alelos ocupam locos microssatélite associados a resisténcia
a doengas em quatro populagdes naturais de Gossypium mustelinum do semiarido da caatinga da
Bahia. As quatro populagdes totalizam uma amostra de 202 plantas, acrescida de seis plantas de G.
hirsutum e sete de G. barbadense coletadas na regido. Para genotipagem usou-se quatro pares de
primers de SSR sabidamente associado a genes de resisténcia em G. hirsutum: DC20027 - Doenga
Azul; BNL3279 — nematoide reniforme; CIR246 — mancha angular; CIR316M - nematoide da galha.
Trés dos quatro pares de primers SSR usados apresentaram apenas alelos unicos para G. mustelinum.
Esses trés primers, DC20027, BNL3279 e CIR316M, podem ser usados para monitorar introgressdes
de algodoeiros herbaceos em populagdes naturais de G. mustelinum.
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INTRODUGAO

G. mustelinum é a unica espécie de algodoeiro nativa do Brasil e as popula¢des naturais séo
restritas a regido Nordeste. Ela tem sido tema de trabalhos visando sua conservagéo, tendo sido
identificados alguns riscos associados a sua manutengéo in situ. No passado recente, a possibilidade
de lavouras de algodoeiro herbaceo serem cultivadas na proximidade de populagdes da espécie
selvagem foi considerada remota. Porém, com o aprofundamento do conhecimento, verificou-se que a
regidao de ocorréncia € mais ampla do que se imaginava e que a simpatria, hoje inexistente, pode ser
possivel. O cultivo de lavouras nas proximidades de populagdes naturais pode resultar em fluxo génico
da espécie cultivada para a selvagem e introduzir ou aumentar a incidéncia de doencas e pragas. Os
eventuais prejuizos a conservacdo in situ dependerdo da intensidade com que os cruzamentos
ocorrerdo e da adaptabilidade dos hibridos e seus descendentes no ambiente natural. Também sera
funcdo do nivel de resisténcia de G. mustelinum as doencas comuns em lavouras do algodoeiro
cultivado. Em caso de elevada susceptibilidade, o inéculo oriundo de lavouras comerciais pode

ocasionar danos as populagdes naturais. Portanto, conhecer o comportamento de G. mustelinum frente
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as principais doengas que acometem o algodoeiro herbaceo auxiliara na realizagdo de predigces

importantes para o planejamento da conservacao in situ de populagdes simpatricas a lavouras.

Publicacbes recentes descreveram alelos de locos microssatélites associados a genes de
resisténcia a doengas que acometem o algodoeiro no Brasil (DIGHE et al., 2009; FANG et al., 2010;
SHEN et al., 2006; XIAO et al., 2010). Uma parte desses genes é proveniente de espécies dipldides,
tendo sido introgredidos para os tetrapléides via formagao de hibridos interespecificos artificiais usados
como ponte. Uma proporcado relativamente alta dos cultivares possui tanto os genes de resisténcia
quanto aos alelos marcadores descritos. A caracterizagdo de G. mustelinum quanto aos alelos
microssatélites pode ser um indicativo da presenca ou auséncia dos genes de resisténcia na espécie
silvestre. Caso sejam 0s mesmos, os estudos devem ser direcionados para verificar se os genes de
resisténcia estdo de fato presentes. Em caso negativo, os alelos ligados aos genes de resisténcia
podem ser usados para identificar individuos dentro das populagdes naturais que descendem de

cruzamento entre G. mustelinum e algodoeiros herbaceos.

O objetivo com este trabalho foi verificar a presenca de alelos de loco SSR associados a genes
de resisténcia a doenga em G. hirsutum em quatro populacdes naturais de G. mustelinum do Centro
Sul da Bahia.

METODOLOGIA

Duzentas e duas plantas de G. mustelinum, seis de G. hirsutum e sete de G. barbadense
coletadas na regido de Jequié e Vitoria da Conquista foram genotipadas com quatro pares de primers
SSRs selecionados por estarem fisicamente ligados a genes que conferem resisténcia a doencas
importantes no algodoeiro: DC20027, ligado ao gene Rghv1 que condiciona resisténcia a doenca azul
(FANG et al., 2010); BNL3279, ligado ao gene Ren associado a resisténcia ao nematoide reniforme
(DIGHE et al., 2009), CIR246 ligado ao gene B12, de resisténcia a mancha angular (XIAO et al., 2010)
e CIR316M, associado um loco que controla a resisténcia a nematoide das galhas (SHEN et al., 2006).
Trés variedades de algod&o herbaceo foram usadas como controles de resisténcia para doenca azul e
bacteriose (Delta Opal), reniforme (Loren 1) e nematoide (M315).

A reacdo PCR foi conduzida em sistema tetraplex em volume final de 5 pL, contendo 5,0 ng de
DNA, 2,5 L de master mix (2x Qiagen multiplex PCR), 0,5 de Q-solution, 0,2 yM de cada par de primer
(forward e reverse) e qsp agua livie de RNAase. A amplificagéo foi realizada usando as seguintes
condi¢des: denaturacdo inicial a 95 °C por 15 min; 34 ciclos de denaturagdo a 95°C por 1 min,
anelamento a 55°C por 1,5 min e extensao a 72°C por 1 min; uma extensao final a 60°C por 30 min.. A
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reacdo foram diluidos na proporcao de 1:2 com agua ultrapura. Em seguida, preparou-se mix contendo
0,5 uL da diluigao, 0,08 uL de Rox500 e formamida gsp 94,2%. Ele foi denaturado a 959C por 5 min,
submetido a eletroforese de capilar em sequenciador automatico ABI 3100 e o tamanho dos

fragmentos amplificados estimado com o programa Genemapper versao 3.5.
RESULTADOS E DISCUSSAO

No loco DC20027, um fragmento de 192 pb foi amplificado em todos os acessos e cultivares.
Esse fragmento havia sido descrito como monomorfico por Fang et al. (2010) e observado em todos os
gendtipos avaliados com esse primer no laboratério de biotecnologia da Embrapa Arroz e Feijao (dados
nao publicados). No loco associado a resisténcia a doenga azul, o alelo presente nos acessos de G.
barbadense, 200 pb, foi 0 mesmo encontrado nos genétipos de algodoeiro herbaceo susceptiveis a
doenga azul. Um individuo da populagdo Jacaré apresentou alelo de 200 pb, provavelmente
introgredido de G. barbadense que crescia proximo as plantas da espécie silvestre. Em G. mustelinum,
esse loco apresentou dois alelos ainda ndo observados em G. hirsutum, com tamanho de 196 pb e 198
pb. O alelo de 196 pb apareceu em maior frequéncia em todas as populagdes, estando fixado em
Jacaré e com a frequéncia mais baixa em Riacho Riachdo (Tabela 1). Considerando a susceptibilidade
a doenca azul exibida por alguns individuos durante ensaio para a multiplicacdo de sementes, ambos

os alelos marcadores ndo estdo associados a resisténcia a essa virose.

O primer BNL3279 amplificou dois locos, um loco com o alelo de 114 pb presente em todos os
individuos e outro segregando para os alelos de SSR 120 e 122. O primeiro loco provavelmente
corresponde a um alelo do loco SSR associado ao gene de resisténcia a reniforme, Ren, introgredido
de G. longicalix. Essa inferéncia foi feita devido ao tamanho similar entre o alelo de G. mustelinum com
o alelo presente em linhagens contendo a introgresséo (116 pb). No outro loco, também com tamanho
similar ao observado em diversos acessos de algodoeiro herbaceo, o alelo de 120 pb estava fixado em
trés das quatro populagdes estudadas. Na populagdo Jacaré, o alelo mais freqiente foi o de 122 pb
presente em homozigose em quase todos os individuos. Além dos alelos de 120 e 122 pb, um

individuo dessa populagao apresentou 0 mesmo alelo de 106 pb observado em G. barbadense.

Da mesma maneira que para os primers anteriores, um novo alelo de 206 pb foi amplificado em
G. mustelinum usando Cir316M (Tabela 1). Esse alelo pertence ao mesmo loco descrito por Wang et
al. (2006) como ligado a QTL que confere maior toleréncia a nematoide das galhas. Aparentemente
esse alelo é exclusivo de G. mustelinum, ndo existindo entre cultivares de algodoeiro herbéaceo. Esse
alelo estava presente em homozigose em todos os individuos de todas as populagdes, a excegéo de

um individuo da populagdo Jacaré, que apresentou um alelo de 193 pb. Esse primer também
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amplificou um fragmento de 201 pb, presente em todos os acessos incluidos nesse estudo e em todos

os materiais ja amplificados no laboratério de Biotecnologia da Embrapa Arroz e Feijéo.

O unico loco em que um alelo presente em algodoeiros herbaceos, de 156 pb e descrito como
ligado a susceptibilidade a mancha angular, também estava presente em elevada frequéncia foi em
Cir246. Além desse alelo, outro de 154 pb também foi verificado, aparentemente exclusivo de G.

mustelinum.

A amplificagéo de DNA gendmico de G. mustelinum forneceu padrdes de fragmentos similares
aos verificados em algodoeiros herbaceos. Porém, os alelos presentes foram diferentes. Isso indica 0s
a espécie também ndo deve conter os mesmos alelos de resisténcia a doencas presentes em
algodoeiros herbaceos ou nele introgredidos descritos como ligados aos marcadores SSR estudados.
Isso ndo necessariamente representa que G. mustelinum seja susceptivel a qualquer uma dessas
doengas. Outros alelos que conferem resisténcia a doengas pode estar presente ou a resisténcia ser

controlada por outros locos.

A excegdo de Cir246, a maior utilidade desses locos no estudo de G. mustelinum sera no
acompanhamento de introgressdes de algodoeiros herbaceos. Isso decorre dos alelos presentes nos
gendtipos cultivados serem diferentes dos existentes em G. mustelinum. A presenca dos alelos de
algodoeiro herbaceo sera um sinal inequivoco de que houve fluxo génico entre as duas espécies,
sendo a intensidade proporcional a freqiéncia dos alelos da espécie cultivada. Isso € particularmente
importante para o monitoramento das condigdes in situ das populagdes, quanto para a estabelecer

padréo de qualidade para a manutengéo das sementes em bancos de germoplasma.

A auséncia de alelos similares de algodoeiros herbaceos em individuos de populagdes naturais
de G. mustelinum confirma o que havia sido observado a campo: ndo ha qualquer indicio de que as
populacdes de G. mustelinum contenham introgressées recentes ou antigas de algodoeiros
herbaceos. A partir disso pode-se inferir que apesar da auséncia de medidas especificas para o
controle de fluxo génico nessas populagdes de G. mustelinum da regido de Jequié, a auséncia de
simpatria com lavouras devido a questdes de clima tem sido suficiente a manutengao da identidade

genética da espécie silvestre.
CONCLUSAO

Os primers DC20027, BNL3279 e CIR316M podem ser usados para o monitoramento de

introgressdes de algodoeiros herbaceos em populagbes naturais de G. mustelinum.
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Tabela 1. Frequéncia alélica de SSR amplificado para as quatro populagdes de G. mustelinum por loco

Populagao de G. mustelinum Cultivares
Loco Alelo  Jacaré Quixaba Serra Riacho
o DeltaOpal Loren
Azul Riachéo
182 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
196 0,880 1,000 0,984 0,588 - -
DC20027 198 0,080 - 0,016 0,412
200 0,040 - - - 1,000
202 - - - - 1,000 -
114 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 -
116 - - - - - 1,000
BNL3279 120 0,040 1,000 1,000 1,000
122 0,940 - - -
124 - - - - 1,000 1,000
146 - - - - 1,000 1,000
CIR246 154 0,020 0,976 1,000 0,440 - -
156 0,980 0,024 - 0,560 - -
193 0,021 - - - - -
198 - - - - 1,000 1,000
CIR316M 201 1,000 1,000
206 0,979 1,000 1,000 1,000 - -
210 - - - - - -

CONGRESSO BRASILEIRO DE ALGODAO, 8.; COTTON EXPO, 1., 2011, Sdo Paulo. Evolugdo da cadeia para construgéo de um setor forte: Anais.
Campina Grande, PB: Embrapa Algodao, 2011. p.1-6. (CD-ROM)




