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O interesse acerca do estudo e da preservação da

biodiversidade tem aumentado, principalmente

devido à necessidade de novas fontes de

variabilidade genética. Essa variabilidade é utilizada

para suprir carências de genes ausentes dentro do

pool gênico adaptado e que controlam

características de herança simples com elevada

importância agronômica, como por exemplo, a

resistência a algumas doenças, ou para ampliar a

base genética de caracteres complexos, como a

produtividade. O caso do algodão não é diferente,

pois os ganhos contínuos em produtividade atingidos

nos últimos anos podem ser reduzidos ou deixarem

de ocorrer, caso a diversidade usada nos programas

de melhoramento do algodoeiro não seja ampliada.

Uma espécie de algodão que poderia representar

uma valiosa fonte de variabilidade genética seria

Gossypium mustelinum Miers.

G. mustelinum, a única espécie de algodão

endêmica do Brasil, é típica de matas ciliares,

existindo como séries de indivíduos dispersos nas

margens de lagos e riachos, em algumas regiões do

Nordeste (BARROSO et al., 2005). Entretanto, a

espécie nunca sofreu nenhum tipo de seleção ou

exploração comercial (BARROSO e FREIRE, 2003),

sendo, assim, ainda pouco conhecida. BARROSO et

al. (2006), estudando alguns indivíduos, verificaram

significativo número de alelos exclusivos, entretanto,

demonstraram que esta espécie apresenta baixa

diversidade genética e elevada endogamia. A baixa

diversidade associada a riscos que está sujeita em

campo, resultam em alta vulnerabilidade da espécie.

Marcadores do tipo SSR (Simple Sequence Repeats)

consistem de um a seis pares de bases,  cujas

seqüências se repetem em tandem (uma atrás da

outra) ao longo do genoma. O número de repetições

é altamente polimórfico, e podem ser analisados pela

utilização de um par de iniciadores específicos

complementares às seqüências que flanqueiam o

SSR e que, ao contrário, são altamente conservadas.

Segmentos amplificados a partir desses sítios são

muito variáveis, com alelos que se distinguem por

um número diferente de unidades repetitivas,

refletidas por diferenças de tamanho, medidas em

pares de bases. Locos SSR possuem expressão

codominante, ou seja, ambos os alelos de um
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indivíduo heterozigoto são visualizados. Estes

marcadores moleculares têm sido utilizados nos mais

diversos campos do estudo genético de espécies

cultivares e selvagens, como na identificação de

origem parental, atribuição de linhagens, construção

de mapas genéticos, avaliação do germoplasma e

populações de melhoramento e na estimativa de

similaridade ou diversidade genética. Neste aspecto,

marcadores SSR têm sido intensamente utilizados

para estimar a diversidade genética de algodão

(ALMEIDA, 2007; BERTINI, et al., 2006; LACAPE

et al., 2007). Além de estudos visando traçar

estratégias adequadas para a conservação in situ e

ex situ de G. mustelinum, marcadores SSR podem

auxiliar na definição de métodos de introdução da

variabilidade da espécie nos programas de

melhoramento. Para isso, um grande número de

primers deve ser usado para que um perfil genético

adequado possa ser utilizado em estudos de

mapeamento e genômicos visando à realização de

seleção assistida por marcadores.

Este trabalho teve como objetivo determinar os

alelos SSR de indivíduos de G. mustelinum presentes

em localidades da região semi-árida do Nordeste.

Este estudo avaliou genótipos de G. mustelinum com

marcadores SSR para verificar a aplicabilidade

destes marcadores em estudos de mapeamento e de

diversidade genética em que a espécie estiver

envolvida.

Resultados e Discussão

O DNA de dez indivíduos foi extraído a partir de

sementes segundo procedimento desenvolvido por

Shuster et al. (2004). As reações PCR para

amplificação dos alelos SSR foram realizadas

segundo (NGUYEN, et al. 2004) e a coloração dos

géis denaturantes de poliacrilamida 5% foi realizada

segundo Creste et al. (2001). Foram analisados 53

pares de primers cujas seqüências foram

desenvolvidas pelo CIRAD (CIR) ou no Brookhaven

National Laboratory (BNL), que amplificaram 61

locos, dos quais 34 foram polimórficos (58%) entre

os acessos incluídos no estudo (Tabela 1). Os pesos

moleculares dos alelos variam de 98 pb a 316 pb e

as diferenças entre os alelos de um mesmo loco foi

de dois a 29 pares de bases. A Figura 1 apresenta

um gel de poliacrilamida demonstrando o padrão de

amplificação do primer CIR 203 e os novos alelos
Continua...

Tabela 1. Tamanho, em pares de bases, dos alelos

amplificados no conjunto de genótipos de G.

mustelinum e dos alelos descritos na base de dados

CDM, segundo o primer.



3Aplicabilidade de Marcadores SSR em Estudos Genéticos em Gossypium mustelinum Miers

Tabela 1. Continuação...

Continua...

Tabela 1. Continuação...

Continua...
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encontrados em Gossypium mustelinum. Os primers

CIR 222, 039, 048 e 141, e BNL 3147, 2634,

3449, 448, 3895 amplificaram mais de um loco. O

número médio de alelos por loco foi 1.77, com valor

máximo de quatro e mínimo de um alelo. Os primers

que amplificaram o maior número de alelos foram o

CIR 049 e o BNL 3835, que geraram quatro alelos.

Os alelos amplificados foram comparados aos

descritos no Cotton Microsatellite Database - CDM

(BLENDA et al., 2006), um banco de dados de

marcadores SSR desenvolvidos para algodão,

utilizados para analisar as diferentes espécies

cultivadas e exóticas do gênero. Quarenta alelos não

descritos no CMD para G. mustelinum foram

encontrados. Este elevado valor foi atribuído ao

maior número de indivíduos avaliados neste estudo.

O primer CIR 020, que não foi incluído no painel

apresentado no CMD, caracterizou apenas um alelo

de 165pb no presente estudo. Do mesmo modo, o

primer CIR 034 não apresentou resultados

anteriores para G. mustelinum, mas foram

encontrados 141pb no presente estudo.

Apesar de G. mustelinum não apresentar

características agronômicas e de fibras adequadas,

possui genes que podem contribuir para a melhoria

dos cultivares de algodoeiro herbáceo. Não é

possível usar diretamente os acessos de G.

mustelinum como genitores de populações de

melhoramento, pois seus descendentes

apresentariam características indesejáveis em

cultivares. É necessária uma etapa intermediária,

em que os genes de interesse sejam transferidos

para genótipos sem graves defeitos. Este pré-

melhoramento pode ser realizado de modo mais

eficiente caso seja possível acompanhar a

segregação dos genes que controlam as

características para as quais se deseja aumentar

variabilidade de G. mustelinum. O acompanhamento

pode ser realizado, caso se identifique um marcador

molecular que co-segregue com genes de interesse

agronômico. Para isso é necessário que um mapa

genético baseado em marcadores moleculares entre

G. mustelinum e G. hirsutum r. latifolium seja

construído ou que estudos de associação sejam

realizados. Como os alelos encontrados em G.

mustelinum foram, quase sempre, diferentes dos

relatados para G. hirsutum r. latifolium no CMD,

marcadores SSR devem permitir que mapas

genéticos saturados sejam construídos com relativa

facilidade e que associações sejam encontradas

entre marcadores e genes de interesse.

Os marcadores também podem ser usados para

quantificar a diversidade genética da espécie, o que

define o número de acessos a serem mantidos nos

bancos de germoplasma e o modo como proceder

nas multiplicações de sementes quando as taxas de

germinação atingirem o limite crítico. Além disso,

eles pode ser empregado para determinar como a

diversidade está estruturada entre e dentro das

populações naturais. Esta informação é importante,

pois permite determinar o número de populações

Tabela 1. Continuação...

Fig. 1. Gel de poliacrilamida demonstrando o padrão de

amplificação do primer CIR 203 e os novos alelos

encontrados em Gossypium mustelinum.
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que devem ser preservadas e identificar quais

devem ser priorizadas. A presença de alelos

diferentes entre os acessos de G. mustelinum em

58% dos locos qualifica os marcadores SSR para

estudos de diversidade na espécie. Os marcadores

que apresentaram o maior número de alelos devem

ser preferidos para realizar o estudo das populações,

pois permitirão identificar com maior precisão as

diferenças entre e dentro das populações.

Conclusão

Os marcadores SSR são adequados para realizar

estudos genéticos em que acessos de Gossypium

mustelinum estiverem envolvidos.
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