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Resumo: Visando  à  introgressão  de  genes  de  resistência  a  Meloidogyne  incognita raça  3  noalgodão  cultivado,  um  mapa  de  ligação  foi  construído,  usando  uma  população  F2,  obtida  docruzamento entre o genótipo Gossypium hirsutum FM 966 (suscetível) e o acesso G. barbadenseCIR1348  (resistente).  Esse  mapa  foi  baseado  em  marcadores  microssatélites.  No  total,  269marcadores microssatélites já publicados foram usados. Os 269 pares de primers SSR revelaram313 locos que segregaram na população de mapeamento. Como em outros mapas genéticos dealgodão tetraploide publicados, alguns marcadores amplificaram mais de um loco. O mapa genéticoconstruído com a população F2 consistiu de 29 grupos de ligação. Um comprimento total de 4.294cM foi obtido e os grupos variaram de 52,8 cM (3 marcadores) a 241,3 cM (14 marcadores) comuma  distância  média  de  15  cM  entre  marcadores  adjacentes.  Esse  mapa  foi  utilizado  paraidentificação de QTLs ligados à resistência a M. incognita raça 3. 
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1 INTRODUÇÃO

Marcadores moleculares são ferramentas muito utilizadas para diversas análises genéticas.Por meio deles pode-se realizar a construção de mapas de ligação e auxiliar a introgressão de genesem programas de melhoramento genético. O principal objetivo dos trabalhos que buscam associarmarcadores a  um dado caráter é permitir  a seleção indireta de indivíduos por meio do uso demarcadores. Este processo é conhecido como seleção assistida por marcadores. Em situações nasquais há dificuldade de seleção por meio de fenotipagem, como é o caso da seleção para resistênciaao nematoide das galhas, a identificação de marcadores moleculares ligados a um ou mais genes deresistência é de grande utilidade.
Marcadores  microssatélites  têm sido  utilizados  em diversas  espécies  de  plantas  para  aconstrução de mapas genéticos, para o mapeamento de QTLs (Quantitative Trait Loci) e para usoem  seleção  assistida,  pois  são  codominantes,  o  que  possibilita  a  discriminação  de  genótiposheterozigotos,  e  possuem caráter  multi-alélico  (Guimarães  et  al,  2006).   Ynturi  et  al  (2006)identificaram  marcadores  microssatélites  associados  a  genes  que  conferem  resistência  a  M.

incognita,  para  serem usados em seleção assistida.  Os  autores  desse trabalho sugeriram que aresistência ao nematoide era proveniente de pelo menos dois genes localizados nos cromossomos
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11 e 14, e que os  marcadores BNL 3661, 3544 e 3645 estão próximos ao gene localizado nocromossomo 14; e o marcador BNL 1231 próximo ao gene do cromossomo 11. 
No Brasil há poucas variedades comerciais de algodão com nível de resistência adequadoao nematoide das galhas. Sendo assim, é importante e necessário a identificação e caracterização denovas fontes de resistência e sua incorporação em germoplasma melhorado.  Recentemente, Motaet al. (2012) realizaram análises de novas fontes de resistência do algodoeiro a M. incognita raça 3.Acessos de  Gossypium  ssp.,  alguns deles selvagens,  nunca testados no Brasil,  foram avaliadosquanto à resistência a  M. incognita em experimentos em casa de vegetação. Na análise citada,vários acessos foram considerados resistentes, dentre eles o acesso CIR1348, o qual é objeto deestudo deste trabalho. O objetivo deste estudo foi identificar marcadores associados à QTLs deresistência ao nematoide das galhas das galhas  M. incognita raça 3. Para isso, foi construído ummapa genético de ligação para o algodão baseado em marcadores microssatélites já publicados e,com base nesse mapa foram identificados QTLs ligados à resistência a esse nematoide.

2  METODOLOGIA
Material vegetal: Uma população  F2 foi construída por autopolinização de uma única planta F1proveniente do cruzamento do genótipo G. hirsutum FM 966 (progenitor feminino), suscetível a M.

incognita, com o acesso resistente  G. barbadense CIR1348 (progenitor masculino). As sementesdas plantas F2 foram produzidas pelos colaboradores da Embrapa Algodão. O cruzamento foi reali-zado em casa de vegetação, em condições de temperatura e umidade controladas.  Um total de 240sementes F2 foi enviado para a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Cenargen), local doexperimento de fenotipagem.Extração de DNA e PCR dos locos microssatélites: tecidos foliares jovens foram utilizados paraa extração do DNA genômico total, utilizando o kit  de extração NucleoSpin®  (MACHEREY-NAGEL). A concentração de DNA foi estimada por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, compa-rando-se as intensidades de fluorescência de cada amostra corada com brometo de etídio com dife-rentes padrões de DNA Lambda. O sucesso da extração também foi verificado por meio da amplifi-cação por PCR usando dois pares de primers microssatélites CIR 249 e BNL2496, de padrão debandas conhecidos e contrastantes entre os dois parentais. Para esse teste, as reações de PCRs fo-
ram realizadas em volumes de 13 µl conforme descrito por Silva, 2014. Esta parte do trabalho foirealizada no Laboratório de Genética Vegetal do Cenargen, sob orientação dos pesquisadores Dr.Márcio Moretzsohn e Dra. Vânia Azevedo.
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Genotipagem dos marcadores SSR em sequenciador capilar: A genotipagem das plantas F2 edos parentais foi realizada em cooperação com o CIRAD (Centro Internacional de Pesquisa Agríco-la para o Desenvolvimento) da França. Para isso, as amostras de DNA de tecidos foliares extraídasno Brasil foram enviadas para Montpellier. A metodologia usada na genotipagem foi descrita porSchuelke (2000). As reações de PCR foram realizadas em placas de 384 poços, num volumefinal de 10 µl contendo 5 ng de DNA, tampão de PCR 1X, 0,5 mM de MgCl2, 200 µM de cadadNTP, 0,08 µM do iniciador contendo a sequência específica M13, 0,1 µM do segundo iniciadorespecífico, 0,1 µM do iniciador M13 de 19 nucleotídios marcados com fluorocromo, e 1 U de TaqDNA polimerase .Os parâmetros amplificação foi: 5 min. a 94 ° C; 35 ciclos: 30 seg a 94 ° C, 1min. a 55 ° C, 1 min. a 72 ° C, 30 min. a 72 ° C.Para os testes preliminares de seleção de marcadores, foram usados apenas os genótipos(DNAs) parentais. Para a genotipagem da população F2, foram formados grupos ou “pools” de 8amplificações, de acordo com o tamanho de cada um dos fragmentos amplificados e o fluorocromoutilizado (dois marcadores por fluorocromo). Dois conjuntos (ou ‘pools’) de oito primers SSR fo-ram testados na mesma placa 384, com os dois parentais e a população F2 repetidos. Foram adicio-nados 10 µl do marcador GeneScan 600 a cada poço e a placa foi, em seguida, colocada em um se-quenciador automático capilar ABI 3500XL.Construção do mapa: um conjunto de 313 marcadores microssatélites publicados (Blenda et al.,2012), foi selecionado conforme sua distribuição nos 26 cromossomos do algodão, tomando comoreferência um mapa genético consenso de alta densidade (high density consensus -HDC) publicadopara o algodão (Blenda et al., 2012). Esses marcadores foram testados primeiramente nos parentaisFM966 e CIR1348, para identificação de primers polimórficos e apenas estes foram utilizados paraa genotipagem da população F2 constituída de 180 indivíduos. Alguns  marcadores amplificarammais de um loco e estes foram designados pela adição de uma letra minúscula em ordem alfabéticaapós o nome do loco.O teste de qui-quadrado (X2) foi utilizado para testar a hipótese nula de segregação 1:2:1 ou3:1 de todos os marcadores. Apenas os marcadores que não apresentaram distorções da proporção1:2:1 esperada, a um limite de significância de 5%, foram utilizados inicialmente para a construçãodo mapa. As análises de ligação foram feitas usando o programa Mapmaker, versão 2.0 (Lander etal., 1987). Um LOD escore mínimo de 5 e uma fração de recombinação máxima (θ) de 0,35 foramutilizados como parâmetros para estabelecimento dos grupos de ligação, usando a função “group”.A ordem mais provável dos marcadores em cada grupo de ligação foi estimada pelo método demáxima verossimilhança, usando a função “first order”. As ordens dos marcadores foram confirma-
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das por permutações de todas as trincas de marcadores adjacentes (função “ripple”). O comando“try” foi então usado para determinar a posição exata dos novos marcadores dentro de cada grupo.As novas ordens obtidas foram novamente confirmadas com o comando “ripple”. As frações de re-combinação foram convertidas em distâncias de mapa, em centimorgans (cM), usando a função demapeamento de Kosambi, que leva em consideração a interferência (I).
3. RESULTADOS E DISCUSSÕES
Construção do mapa genético:  no total, 313 marcadores microssatélites foram selecionados deacordo com sua localização no genoma dos parentais. Desses marcadores, 269 mostraram-se poli-mórficos entre os pais e foram utilizados para genotipagem da população de mapeamento. Os 269 pares de primers SSR amplificaram 313 locos. Como em outros mapas genéticos dealgodão tetraploide publicados, alguns marcadores amplificaram mais de um loco. Duzentos e vintee seis pares de primers amplificaram um loco, 42 revelaram dois locos, um par de primers amplifi-cou 3 locos. Seis plantas foram excluídas das análises por apresentarem alelos não presentes em ne-nhum dos pais. Portanto, os dados de genotipagem de 174 plantas F2 foram utilizados para constru-ção do mapa de ligação e mapeamento de QTLs. O mapa genético construído com a população F2 consistiu de 284 marcadores e 29 gruposde ligação. Um comprimento total de 4.294 cM foi obtido e os grupos variaram de 52,8 cM (3 mar-cadores) a 241,3 cM (14 marcadores), com uma distância média de 15,1 cM entre marcadores adja-centes (Tabela 1). A maioria dos intervalos entre marcadores adjacentes foi maior do que 10 cM. Os grupos de ligação formados foram classificados comparando-se os marcadores em co-mum com os 26 cromossomos do mapa HDC. Dessa forma, esses grupos foram atribuídos a cadaum dos 26 cromossomos do algodão, sendo que os grupos C3B, C5B e C14B foram atribuídos aoscromossomos C3, C5 e C14, respectivamente, devido à presença de marcadores em comum com omapa HDC.
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Tabela 1 - Características do mapa genético obtido do cruzamento de algodoeiro FM966 (Gossy-

pium hirsutun) x CIR1348 (G. barbadense).Cromossomo/Grupo de ligação Comprimentoem cM Número de locos
C1 147,8 12C2 160 13C3 192,6 12C4 116 10C5 159,7 9C6 185 13C7 187,2 10C8 104 7C9 181,2 11C10 104,6 8C11 211,8 13C12 174,5 9C13 52,8 3C14 181,6 11C15 170,3 13C16 129,5 7C17 171,4 12C18 179,4 10C19 241,3 14C20 151,3 10C21 200,7 17C22 137,3 8C23 204,8 13C24 199,5 11C25 116,6 7C26 145,5 10C3B 23,8 3C5B 33,1 4C14B 30,7 4

O mapa genético construído neste trabalho, consistiu de 269 marcadores e 29 grupos de lig-ação, possui 313 locos e um tamanho de 4.294 cM. Entretanto, na construção do mapa HDC foram
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utilizados 6.669 marcadores, ou seja, praticamente todos os marcadores SSR publicados para o al-godão (Blenda et al., 2012). O mapa HDC é constituído de 26 cromossomos (grupos de ligação),possui 8.254 locos e tem o tamanho de 4.070 cM. Quando se comparam os dois mapas (o mapaproduzido neste trabalho com o mapa HDC), observa-se que os tamanhos de ambos são similares,porém há diferenças no número de locos por grupo de ligação, no tamanho dos grupos e no ordena-mento dos marcadores dentro dos grupos são observadas. Segundo Lacape et al (2004), tais difer-enças podem ser devidas aos tamanhos das populações F2 usadas, ao programa utilizado para con-strução dos mapas e ao número de marcadores usados para confecção dos mapas. Esses mesmosautores relataram que a distância total de um mapa gerado pelo JoinMap foi 28% menor do que omapa gerado pelo MapMaker, ou seja, o programa JoinMap produz mapa com menor distância, emcomparação com MapMaker. Rong et al (2004) desenvolveram um mapa genético para o algodãoutilizando MapMaker 3.0 e JoinMap, que utilizam algoritmos diferentes, como consequência, osprogramas geraram mapas com tamanhos diferentes.Fang & Yu (2012) adicionaram 455 locos em um mapa genético publicado por Yu  et al.(2012). Com a adição desses novos locos, observaram-se mudanças na ordem dos marcadores e umerro de mapeamento que envolvia os cromossomos 19 e 22, sendo que no primeiro mapa um grupode 16 locos estava mapeado no cromossomo 19 e no segundo mapa, após a adição dos novos locos,tal grupo foi mapeado no cromossomo 22. A distância genética em cM do genoma do algodão tetraploide varia entre 3.380  (Yu et al.,2012) e 5.454 (Zhang et al., 2008). No entanto, o mapa produzido por Zhang et al. (2008) apresenta44 grupos de ligação, assim, a distância total pode estar superestimada.  Um mapa produzido porYu et al. (2011), encontrou uma distância genética total de 4.419 cM, mas, de acordo com Fang &Yu (2012) esta distância pode estar superestimada, pois há 35 intervalos maiores que 10 cM, sendocinco destes maiores do que 20 cM. 
4 CONSIDERAÇÕES FINAIS

O conhecimento gerado por meio deste estudo é uma contribuição importante visando ouso de uma nova fonte de resistência ao nematoide das galhas. O próximo passo é identificar osQTLs, ou locos de característica quantitativa que conferem resistência no algodoeiro ao nematoidedas galhas.  
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