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INTRODUCAO

O feijio ¢ uma planta alimenticia consumida em muitos paises. Como €
uma planta autégama, o feijdo apresenta uma pequena variabilidade mesmo
possuindo uma base genética ampla. A analise das distancias genéticas entre as
espécies pode auxiliar no melhoramento dessa cultura, pois ela fornece
informagdes a respeito da possibilidade de ocorréncia de cruzamentos
interespecificos.

As distancias genéticas tém sido deduzidas diretamente do DNA
gendmico das plantas. Técnicas em genética molecular, tais como RFLP
(Restriction Fragment Lenght Polymorphisms), RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), AFLP (Amplification Fragments Lenght Polymorphisms),

Lys-SSCP (Single Strand Conformation Polymorphisms), foram criadas apds a



invencdo da Cadeia de Reagdes da Polimerase (PCR). A PCR ¢é uma série de
reagdes que levam a produgdo de fragmentos de DNA especificos e, em alguns
casos, aleatérios tendo como modelo as fitas de um DNA alvo.

Esse trabalho foi realizado com a intengdo de estimar as distancias
genéticas entre as quatro espécies de feijdo, Phaseolus vulgaris, Phaseolus
acutifolius, Vigna angularis e Vigna unguiculata, por meio da técnica molecular
denominada RAPD.

As distancias genéticas deduzidas demonstraram que as duas espécies
do género Phaseolus estdo pouco distanciadas uma da outra, enquanto que as do
pgénero Vigna estio moderadamente distantes. A técnica também foi avaliada
quanto a sua confiabilidade e seguranga, ¢ mostrou-se relativamente eficiente,
mesmo sendo testada em condigdes restritas. O fenograma gerado agrupou 0s
géneros em clusters distintos como era esperado, aumentando assim a

credibilidade da técnica para o uso no melhoramento do fetjao.



OBJETIVOS

Determinar a divergéncia genética entre as quatro espécies de feijdo
Phaseolus vulgaris, Phaseolus acutifolius, Vigna unguiculata e Vigna angularis,

além de avaliar o uso de marcadores moleculares do tipo RAPD em sistematica

botanica.



REVISAO DA LITERATURA

Os géneros Phaseolus e Vigna compreendem um nimero grande de
espécies popularmente denominadas de feijdo. Entre as espécies que constituem o
género Phaseolus, a mais importante ¢ o “feijio comum” ou Phaseolus vulgaris
L. devido a0 seu potencial como planta alimenticia. Outra espécie cultivada que
faz parte do género € o Phaseolus acutifolius, também chamado de “feyao
tepari”. O P. acutifolius é bem adaptado a areas quentes € secas. Dai sua
importancia como fonte de genes resistentes ao estresse hidrico em programas de

melhoramento do feijoeiro.

O centro de origem do Phaseolus ainda ¢ incerto, embora existam
algumas teorias que procuram explicar a origem americana do género. Achados

arqueologicos do México e Peru apontam para trés possiveis hipoteses: (a) a de



um centro de origem difuso, formado por dois centros primarios independentes na
América Central e América do Sul (KAPLAN, 1981); (b) de um centro unico de
origem Sul-americano, partindo do pressuposto que 0 Phaseolus tenha sido
transportado da América do Sul ao México e Guatemala apdés domesticagdo
(BERGLUND-BRUCHER & BRUCHER, 1976); (c) e de um centro Centro-
americano que parece ser a menos provavel (KAPLAN et al, 1973, KAPLAN,
1981). A hipotese de origem Sul-americana ¢ a mais aceita atualmente.

O género Vigna engloba um numero de 160 espécies aproximadamente.
A espécie Vigna unguiculata, comumente denominada de “feijdo caupi”, tem seu
centro de origem situado no continente africano. A hipotese do centro de origem
africano é reforcada pelo fato de nenhum outro exemplar selvagem do género ter
sido encontrado fora da Africa (STEELE & MEHRA, 1980). A espécie V.
unguiculata tem um conjunto genético muito 1ico.

A espécie Vigna angularis faz parte de um grupo que recebeu 0 nome
de “Adzuki”, popularmente subdividido do género Vigna a partir de algumas
caracteristicas morfologicas (THAVARASOOK et al, 1991). O sudeste da Asia é
o centro de origem da V. angularis mais aceito. O grupo Adzuki distribuiu-se
principalmente no leste asiatico, em paises como Japdo, Taildndia e China

(TOMOOKA et al, 1991). As espécies selvagens do género Vigna apresentam



ampla diversidade genética que, em termos de caracteristicas agrondmicas,
envolve resisténcia a pragas e doengas, crescimento rapido, boa adaptacio
ambiental, alta produtividade, entre outras (PRESCOTT-ALLEN & PRESCOTT-
ALLEN, 1088).

Os fendmenos evolutivos vém sendo, durante muito tempo,
investigados por meio de caracteres morfologicos, fisiolégicos, biogeograficos,
ecologicos e comportamentais. Essas investigagdes tém como objetivo principal
fornecer dados para estudos de sistematica e dedugéo filogenetica.

Todas as caracteristicas sdo geneticamente mediadas. Portanto, os
dados destinados a inferéncia filogenética refletem informagdes gendomicas.
Partindo desse pressuposto, uma historia evolutiva é sinénimo de eventos
sucessivos de mutagdes em qualquer linhagem gendmica. Essa visdo fornece
sustentagdo para analises e comparagdes de tipos de dados moleculares
(SWOFFORD, 1990).

Os dados moleculares tornaram-se ferramentas poderosas para a
identificacdo de unidades sistematicas € para estudar parentescos entre extensos
grupos de taxons. A sistemdtica visa identificar unidades sistematicas, enquanto
que a filogenética tem como objetivo deduzir relagdes evolutivas entre essas

unidades. Os dados acessados do DNA tornaram-se disponiveis a partir da



hibridizagdo e da andlise dos fragmentos de restricio bem antes do
sequenciamento do DNA vir a  ser considerada a aplicagdo mais popular das
técnicas moleculares para filogenética (SCHIERWATER ef al., 1994).

O atributo de um organismo (ou taxon) usado para estabelecer sua
relagdo com outros organismos, recebeu 0 nome de caracter. Dados moleculares,
fteis a construgdo de arvores filogenéticas, se comportam como caracteres
discretos ou similaridade (ou distancia). Um valor de distancia ¢ uma comparagao

quantitativa entre espécies; especifica um parentesco entre pares de taxons.

A sistematica fenética interessa classificagdes baseadas em
similaridades. Ela envolve todos os caracteres possiveis ¢ um calculo das
distancias médias onde os caracteres sdo igualmente uteis. Os valores de
similaridade sdo frequentemente representados em uma escala de 1 a 0 (100% a

0%). A distancia € definida por 1 - S, onde S¢ a similaridade.

Uma vez reunidos e transformados em valores apropriados, os dados
devem ser analisados por algum dos métodos disponiveis de estimativa
filogenética. Um nimero grande de modelos matematicos tém sido aplicados com

a finalidade de transformar dados moleculares em distancias genéticas.



A matriz de distincias contém os valores necessarios ao agrupamento
da taxa em estudo. A metodologia usada para agrupar unidades fenéticas chama-
se Analise de Cluster. A andlise de cluster ¢ uma familia de técnicas de
agrupamento, eficientes para representar valores de distancia em arvores
ultramétricas. Entre os varios métodos de agregagdo em clusters, o mais
amplamente empregado recebeu o nome de UPGMA (Unweighted Pair - Group

Method using an Arithmetic average).

O UPGMA constroi o fenograma pela ligagdo do par de taxons menos
distante, seguida do taxon imediatamente mais distante. Quando dois grupos sao
ligados, eles perdem sua identidade individual e passam a ser referidos como um
{nico cluster. Como cada taxon constitui seu proprio cluster, dois clusters sdo
unidos em um s6 e o numero de clusters inicial diminui em 1. O processo finaliza
quando os dois dltimos sdo agrupados em um cluster constituido de todos os

taxons inicialmente individuais (SWOFFORD & OLSEN, 1990; HOY, 1994).

O método envolve uma série de passos descritos a seguir. A matriz de
distancias une os clusters (taxons) i e j, tal que dj seja a distancia minima na
tabela. O comprimento do ramo entre i ¢ j € definido por dj /2. Seiejforem os

dois wltimos clusters, entdo a arvore estara completa. Caso contrario, um novo



cluster, u, sera criado. A distincia de # a cada um dos demais clusters (k, com k #
i ou ) é definida pelo produto de dj; e dj; e suas taxas 7; e 7; respectivamente,
dividido pela somatéria das taxas T; e 7;. Assim os clusters 7 e j serdo eliminados,
e o cluster u adicionado. A cada u que se forma, o niimero de clusters iniciais

decresce até que

dkllz(ﬂdk'i+]}d]q')/(ﬂ+ T})

todos os restantes sejam agrupados.

Hadrys et al. (1992) sugeriu o uso de técnicas de Amplifica¢do
Arbitraria do DNA (AAD) como um método novo para discutir questdes em
sistemdtica e filogenética a niveis taxondmicos baixos, por diversas razoes: a
produgdo de marcadores AAD (RAPD, DAF, AP-PCR) ¢ altamente efetiva em
termos de custos (relativamente baixos) e exigéncia de tempo, independe de
alguma informacdo anterior do genoma sob investigagdo, e € viavel com
quantidades pequenas de DNA. Diversos estudos tém usado marcadores AAD
com sucesso para identificar unidades taxondémicas, ou discutir temas em
sistematica e filogenética dentro e entre espécies de parentesco proximo.

A utilidade dos marcadores DNA-diagndsticos ¢ determinada em

grande parte pela tecnologia que ¢ usada para revelar polimorfismos diretamente
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no DNA. Revelar polimorfismos diretamente no DNA se tornou realidade com o
advento da tecnologia da Cadeia de Reagdes da Polimerase, ou simplesmente
PCR.

A PCR é um método de sintese de acido nucléico, in vitro, pelo qual
um fragmento particular do DNA pode ser amplificado. Ele envolve dois primers
de oligonucleotideos que flanqueiam o fragmento de DNA a ser amplificado, em
consonancia com ciclos rtepetidos de desnaturagdo do DNA pelo calor,
anelamento dos primers a sua sequéncia complementar ¢ extensdo dos primers
anelados pela DNA polimerase. Esses primers se ligam (hibridizagdo) as fitas
opostas da sequéncia alvo (sequéncia de interesse no DNA template; exemplo
geral, um gene) e sdo orientados de modo que a sintese do DNA pela polimerase
se processa dentro da regido entre os primers (Figura 1).

Os produtos amplificados sdo complementares entre si. Assim,
sucessivos ciclos de amplificagdo duplicam a quantidade de DNA alvo sintetizada
no ciclo anterior. Alguns parametros s3o de importancia para expandir 0 processo

de otimizac¢io da reagéo.
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Figura 1. Esquema representativo do método padrdo da PCR.

template ‘ ’ template DNA + primers

A faixa de concentragdo recomendada para a Tag DNA polimerase esta
entre 1 e 2,5 unidades por 100 pl de reagdo. Entretanto, as exigéncias de enzima
variam de acordo com as sequéncias alvo do template e primers. A solu¢do
estoque de dNTPs (desoxinucleotideo trifosfato) deve ser diluida para uma
concentragdo final de 20 a 200 uM cada. Essa concentragdo resulta no balango
5timo de rendimento, especificidade, e confiabilidade. Os dNTPs a 20 uM cada

em uma reagio de 100 pl é teoricamente suficiente para sintetizar 2,6 pg de DNA

alvo de 400 bp.
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A concentragdo do ion magnésio pode afetar a maioria dos demais
passos da reagdo, ou seja, temperatura de dissociagdo da dupla fita tanto do
template quanto dos produtos da PCR, dimerizagdo e anelamento dos primers,
atividade da 7ag DNA polimerase e especificidade dos produtos. As reagoes
devem conter magnésio numa faixa de 2,0 a 2,5 mM sobre a concentragdo total de
dNTP.

Outro pardmetro critico da PCR ¢ a concentragdo de primers. A faixa
entre 0,1 € 0,5 uM geralmente corresponde ao 6timo. Quantidades altas de primer
acabam por resultar em acumulo de produtos inespecificos, além de gerar
artefatos independentes do template conhecidos como dimeros de primers. Esses
inconvenientes podem tirar a legitimidade das amplificagdes e, consequentemente,
descaracterizar os dados.

Embora os aspectos descritos acima interfiram no rendimento € sucesso
da tecnologia, eles ndo sdo os Unicos responsaveis. Paralelamente, as condigdes
de termociclagem contribuem intensamente para a conquista do resultado
esperado. A mais provavel causa de insucesso da PCR ¢é a desnaturagdo
incompleta do template. Condigdes tipicas de desnaturagao podem ser produzidas

com 95°C durante 30 segundos, ou 97°C por 15 segundos. Entretanto,
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temperaturas mais altas podem ser apropriadas de acordo com a quantidade de
residuos de G e C contidos na sequéncia alvo.

O comprimento, composigdo ¢ concentragéo dos primers representam
os requisitos basicos para a defini¢io de suas temperaturas de anelamento. Para
primers que possuem um grau de homologia baixo, ou seja, menor especificidade,
¢ comprimento de 10 bp, temperaturas entre 35°C ¢ 38°C s3o mais eficientes ao
anelamento. Primers de maior comprimento e especificidade, exigem temperaturas
de anelamento da ordem de 55°C a 72°C.

O tempo de extensdo depende do comprimento ¢ concentragdo do
primer. Extensdes classicas sdo realizadas a temperatura de 72°C, porque essa
temperatura foi considerada Otima para extensoes de primers em um template
modelo. O numero de ciclos da reagdo depende principalmente da concentragdo
do DNA alvo. Um procedimento padrdo deve ser executado com 10° moléculas
dé DNA alvo em um programa termociclavel de 35 a 40 ciclos (INNIS et al.,
1990).

As condi¢des padrdes descritas na literatura séo cruciais para uma boa
amplificagdio, porém os passos de otimizagao das reagdes levam a condigOes

especificas para cada caso.
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Com o passar dos anos, a tecnologia da PCR levou ao desenvolvimento
de varios ensaios genéticos novos baseados na amplificagdo seletiva do DNA. Em
1990, um desses ensaios genéticos foi desenvolvido. Esse procedimento foi
chamado de ensaio RAPD, ou DNA Polimérfico Amplificado Aleatoriamente, € €
capaz de detectar polimorfismos de sequéncias nucleotidicas em um experimento
fundamentado na amplificagio do DNA usando somente um {nico primer de
sequéncia nucleotidica arbitraria (WELSH & McCLELLAND, 1991).

Nessa rea¢do, uma tnica espécie de primer se liga a0 DNA gendmico
em dois sitios diferentes sobre as fitas opostas do DNA template. Se esses sitios
estdo delimitando uma regido amplificavel, um produto discreto do DNA ¢
produzido através da amplificagéo termociclica. A presenga de cada produto da
amplificagdo identifica a homologia completa ou parcial da sequéncia
nucleotidica, entre 0 DNA gendmico ¢ o primer de oligonucleotideos, em cada
uma das extremidades do produto amplificado (Figura 2). Em média cada primer
pode dirigir a amplificagdo de diversos /oci discretos no genoma, fazendo do teste
uma eficiente via de exibicdo de polimorfismo de sequéncia nucleotidica entre
individuos. A principal vantagem desse ensaio € que ele ndo requer um

conhecimento prévio da sequéncia do DNA. Pelo fato da técnica do RAPD ser
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sustentada pela amplificagdo, somente quantidades em nanogramas de DNA séo
exigidas.

A 4rea de pesquisa que mais tem demonstrado crescimento com
respeito ao uso da tecnologia RAPD ¢é a genética de populagio (HEDRICK,
1992). Os marcadores RAPD tém sido usados na criagdo de fingerprintings para
o estudo de identidade individual e parentesco taxondmico tanto em Organismos
eucariontes quanto em procariontes (CAETANO-ANOLLES et al., 1991). Uma
importante questdo é se as bandas do RAPD de peso molecular igual, que sdo
distintas entre os individuos, sdo caracteres homologos, ou seja, caracteres
herdados a partir de um ancestral comum, ou s¢ sdo homoplasticos, que foram
gerados independentemente dentro da populagdo. Parece provavel que individuos
de parentesco proximo podem co-herdar um estado distinto do caracter a partir de
um ancestral comum, ao invés do improvavel evento de aquisi¢do independente
do mesmo caracter.

Viarios grupos de pesquisadores publicaram sobre a utilidade dos
marcadores RAPD como fonte de informagdo filogenética. Hu e Quiros (1991)
foram capazes de demonstrar que os produtos da amplificagdo com 4 primers

aleatorios é suficiente para distinguir 14 cultivares diferentes de brocolis ¢ 12 de



couve-flor (Brassica oleracea L.). Os marcadores RAPD fornecem

tecnologia eficaz para a descoberta de caracteres polimorficos.

primer
5 DNR gendmico arbitrario
T +
5
DESNATURRGHO l
5
[11] L]
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Figura 2. Esquema representativo da técnica do RAPD.
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O processo desde a PCR até a confeccdo do fenograma pode ser

resumido como no esquema da figura 3.

perfil matriz

eletroforético binaria
ABCDE ABCDE

[ [ e [ o [ v Y e
Lo = il11100
p— - 2110001
§ = - s|11101
6 e = 6] 11011
Percentual de
Desacordo
UPGMA

Og m m

Figura 3. Esquema geral do método de determinagdo da
distancia genética entre taxons, a partir de dados
moleculares.
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MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado nas dependéncias do Laboratério de
Genética Molecular da Universidade Federal de Uberléndia, durante o periodo de

agosto/95 a setembro/96.

Material Biologico - As sementes foram gentilmente cedidas pelo

Centro Nacional de Pesquisas de Arroz € Feijao (CENPAF-EMBRAPA). As
sementes das espécies Phaseolus acutifolius, Vigna angularis e Vigna
unguiculata sdo amostras de plantas consideradas selvagens. As amostras de P.
vulgaris sdo sementes da cultivar “Overitos 32, exemplar de plantas ja
domesticadas, mas pouco cultivadas. Portanto, muito proxima das selvagens.

Extracio do DNA: O DNA das 4 espécies foi extraido pelo método

descrito por Doyle & Doyle (1990) com pequenas modificagdes. O tecido fresco
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das folhas foi colhido da planta jovem, e 30 mg (cada amostra) desse foi triturado
em nitrogénio liquido at¢ se tornar um po fino. Cerca de 750 pl de tampdo de
extragdo [CTAB 2% (m/v), NaCl 1.4 M, 2-mercaptoetanol 0,2% (v/v), EDTA 20
mM, Tris-HCl 100 mM, pH 8.0] pré-aquecido, foi adicionado aos tubos
Eppendorf juntamente com a massa de tecido triturada e, sob agitagdo cuidadosa,
aquecida por 1 hora a 60°C. As 4 amostras receberam 750 pl de cloroformio-
alcool isoamilico [24:1 (v/v)]. Apos inversdo gentil dos tubos durante 2 minutos,
elas foram centrifugadas a 1.600 x g (= 4.000 rpm), 4 temperatura ambiente, por
15 minutos em uma microcentrifuga SANYO/MSE. Ao término da centrifugag¢do,
a fase aquosa de cada amostra foi removida e colocada em tubos novos limpos
contendo 250 ul de isopropanol gelado. As solugdes foram centrifugadas a 17.000
x g (212.000 rpm) por 15 minutos, € os peletes formados ressuspendidos em 100
ul de tampdo de lavagem (Etanol 76%, acetato de amonia 10 mM) durante 20
minutos. Cada tubo foi novamente centrifugado a 12.000 rpm por 10 minutos, € 0S
peletes de DNA postos para secar a temperatura ambiente. Em seguida, foram
ressuspendidos em 200 ul de tampao TE [Tris-HCl 10 mM (pH 7.4), EDTA 1
mM] contendo RNase A a uma concentragdo final de 10 pg/ml e incubados 30

minutos a 37°C. As amostras de DNA foram diluidas em uma relagdo de 10:1.000
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ul (amostra de DNA/volume final) e lidas em um espectrofotdmetro de luz ultra-
violeta GBC UV/VIS 911A a um cumprimento de onda de 280 (proteinas) € 260
(DNA) nm (nandmetros). A quantificagdo foi realizada de acordo com a formula
abaixo.
[ DNA] (ng/ml) = 4260 X 50xf

onde, Axo ¢ a absorvancia em 260 nm, e f o fator de diluigdo. Nesse caso, o valor
de f para as amostras foi igual a 1.000/10. As amostras foram avaliadas quanto a
relagio DNA/proteina (a faixa proporcional Otima esta entre 1,6 ¢ 2,0) pela
formula DNA/proteina = Aaso/A2s0, € quanto a qualidade do DNA, por perfil
eletroforético. A corrida em eletroforese foi realizada em gel de agarose a
concentragio de 0,8% {0,8 g de Agarose, 100 ml de tampdo TBE 0,5 x [Tris-
borato 45 mM, EDTA 1 mM (pH 8,0)], 7,5 ul de brometo de etidio} em uma
cuba Life Technologies Horizon 11.14 contendo tampdo TBE 0,5 x durante 2
horas, com voltagem constante de 80 Volts. O perfil de bandagem do gel foi
fotografado em um aparato cassete Fisher Scientific FB-PDC 34 sobre um
transiluminador de UV SIGMA T2201.

Reacdes da PCR - Visando amplificar 24 reagdes (4 amostras por

primer, com 3 repetigdes) da PCR com 0s primers GOU07 e GOU10 (Gibco

BRL; ver sequéncias na tabela I), foram montadas as solugdes Master Mix,
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PrimerG07, PrimerG10, DNApqcu, DNApwt, DNAvung € DNAvm. O calculo de
dilui¢do do DNA para amplificagdo foi feito por meio da formula Vpya (ul) = 0,5
X Aaeo, onde Vpna € o volume da solucdo de DNA extraido a ser diluido em Vino
(ul) = 500 - Vpna € Axo. 0 valor da absorvéncia alcangada na leitura do DNA
extraido. As reagdes foram realizadas de acordo com as concentragdes das
solugdes apresentadas nas tabelas Il e I1L, e volumes na tabela IV.

As amplificagdes foram realizadas em um termociclador MJ Research,
Inc. PTC-100 com 1 ciclo inicial de 94°C durante 4 minutos para desnaturagdo do
DNA: mais 44 ciclos de 94°C por 1 minuto, 35°C durante 1 minuto para
anelamento dos primers, ¢ 72°C por 2 minutos para extensdo dos primers; ¢ 1

ciclo de extensdo final de 5 minutos a 72°C.

Primer Sequéncia (5°-37)
GOUO07 AACGCGGCACACATAGTTTT
GOU10 CTCGAACCTTCCCATTTICAA

Tabela 1. Sequéncias nucleotidicas dos primers de oligonucleotideos usados nas
amplificages arbitrarias dos DNA:s.

DNA (ng/al) | Primer (pmol/h) | dNTP (mM) | MgCla (mM) | Tampido (x) | Taq (U/ud)

10 10 40 15 Feodn ) 5

Tabela II. Concentragdes das solugdes estoque.

Eletroforese e Coloragdo - Aos tubos dos produtos amplificados foram

adicionados 5 pl de Load Dye (Azul de Bromofenol, Xileno Cianol; Promega), €
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25 ul de cada amostra foi corrido em gel de agarose 1,5% (1,5 g de agarose, 100

ml TBE 1 x) a voltagem constante de 120V em tampdo TBE 1 x.

Espécie | Primer | Primer (pmol) | Taq (U) | ANTP (mM) | MgCl, (mM) Tampio | DNA (ng)

V.ang | GOUOT 20 1,5 1,6 2 1,3% 20
GOU10

V.ung | GOUO7 20 1,5 1,6 2 1,3x 20
GOU10

P. Vul | GOUO7 20 1,5 1,6 2 1,3x 20
GOU10

P. acu | GOUO7 ‘ 20 L 1,5 1.6 2 1,3x 20
GOU10 -

e el S e :
Tabela II1. Concentragdes finais das solugdes na reagao da PCR. Pvul = Phaseolus vulgaris,
Pacu = Phaseolus acutifolius, Vang = Vigna angularis, Vung = Vigna unguiculata.

Os géis foram corados pelo método de coloragdo com brometo de
etidio. O brometo de etidio foi adicionado ao gel ainda liquido para uma
concentragio final de 0,5 pg por ml de gel.

Analise dos Dados e Construgédo do Fenograma - A analise dos dados e

construgio do fenograma foram realizados com o auxilio do programa de

computador STATISTICA for Windows.
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Espécie | Primer | Primer () )DNA (ul) | dNTP (ul) | Taq (pl) | Tampdo @b HO(
Vang | GOUO7 2 2 1,8 0,3 5,85 33,05
GOuUo7
GOU07
GOU10 2 2 1,8 0,3 5,85 33,05
GOU10
GOU10
Vung GOU07 2 2 1,8 0,3 5,85 33,05
GOU07
GOU07
GOU10 2 2 1,8 0,3 5,85 33,05
GOU10
GOU10
Pacu GOuo7 2 2 1,8 0,3 5,85 33,05
GOUo07
GOUO7 .
GOU10 2 2 1.8 0,3 5,85 33,05
GOU10 ; :
Pyul 18 ey Gl 5880 1 3305
s o 07 585 33.05
suby 43,2 438 140,4 795.6
10% 47,52 5,3 152,8 875,14
> 1080
Reagdo

Tabela 1V. Volume das solugdes nas reagdes da PCR. Pvul =
Phaseolus acutifolius, Vang = Vigna angularis, Vung = Vigna unguiculata.

Phaseolus vulgaris, Pacu =
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RESULTADOS E DISCUSSOES

Extracdo do DNA - As amostras dos DNAs extraidas foram analizadas

em gel de agarose 0,8% e o perfil eletroforético esta representado na figura 4. De
acordo com o perfil, podemos classificar as amostras dos DNAs como de boa
qualidade para amplificagdo, embora uma pequena parcela tenha sido degradada
pelas agitagdes exigidas durante a extragdo. A qualidade do DNA se comporta
como fator importante para a repetibilidade das bandas geradas pela PCR. A

tabela V mostra os valores referentes as extragoes.

Espécie Asso Aago DNA/Prot. 1/A4560
Pvul 0,090 0,179 2,0 5,6
Pacu 0,158 0,305 1,9 33
Vang 0,125 0,241 2,0 4.1
Vung 0,125 0,246 1,9 4.0

Tabela V. Valores referentes as amostras de DNA extraidas. Pvul = Phaseolus
vulgaris, Pacu = Phaseolus acutifolius; Vang = Vigna angularis, Vung =
Vigna unguiculata, Areo = Absorvancia a 260 nm; Asg) = Absorvéncia a
280 nm; DNA/Prot. = Relagdo de DNA por Proteinas.



Pvul Pacu Vang Vung Pig

Figura 4. Perfil eletroforético das
amostras dos DNAs gendmicos. Pig
= DNA gendmico de suino
(Controle). Pvul = Phaseolus
vulgaris, Pacu =  Phaseolus
acutifolius, Vang = Vigna angularis,
Vung = Vigna unguiculata

Reacdes da PCR - As rea¢des da PCR foram submetidas a eletroforese

em gel de agarose 1.5%, e o perfil de bandas foi utilizado para construgdo da
matriz binaria. Cada locus amplificado foi referido de acordo com o peso
molecular [em pares de base (bp)] estimado para as bandas em particular.

O primer GOUOQ7 foi capaz de amplificar 16 locus, enquanto que 0
primer GOU10, 12 locus. As espécies foram avaliadas quanto a presenga (1) ou
auséncia (0) dos 28 locus resultantes. Foram amplificadas 3 amostras de cada

espécie para verificagdo da repetibilidade das bandas. O perfil eletroforético
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revelou uma repetibilidade satisfatoria para admissdo dos dados (Figuras 5 € 6).
Dessa forma, a matriz binaria pode ser montada (tabela VI). A partir da matriz
binaria, foi possivel a estimativa da matriz das distancias entre as espécies atraves

do modelo matematico do Percentual de Desacordo.

Pacu Varg Viung

gl ) KL

Pyl
[12 201

Figura 5. Perfil eletroforético das
amplificagdes realizadas com 0 primer
GOUO7. Pacu = Phaseolus acutifolius;
Vang = Vigna angularis, Vung = Vigna
unguiculata, M = Padrao molecular.
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Pyl Pacu Fang Vung
[T 221 2 31 2 21 2 3]

—506,517

—396
—344
—>98

Figura 6. Perfil eletroforético das
amplificagdes realizadas com o primer
GOU10. Pacu = Phaseolus acutifolius;
Vang = Vigna angularis, Vung = Vigna
unguiculata, M = Padréo molecular.
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Locus Pyul Pacu Vang Vung
P7-3107 0 1 0 0
P7-2837 1 1 0 0
P7-2475 0 1 0 0
P7-2260 0 0 1 1
P7-2111 0 0 1 0
P7-2017 0 0 0 1
P7-1972 1 0 0 0
P7-1842 1 1 0 0
P7-1800 0 0 0 1
P7-1760 1 0 0 1
P7-1682 1 0 0 0
P7-1614 0 0 1 0
P7-1370 0 0 0 1
P7-1340 1 1 0 0
P7-1043 0 0 1 0

P7-850 0 0 1 0

P10-2307 1 0 0 0
P10-2176 0 1 1 0
P10-1973 0 0 0 1
P10-1935 1 1 1 1
P10-1705 1 1 1 1
P10-1550 0 0 0 1
P10-1530 0 1 0 1
P10-1437 1 0 0 0
P10-1182 0 0 1 0
P10-1099 0 0 0 1
P10-926 0 0 1 0

P10-618 0 1 0 0

Tabela VI. Matriz binaria. 1 - Presente; O - Ausente; Pvul = Phaseolus vulgaris, Pacu =
Phaseolus acutifolius, Vang = Vigna angularis, Vung = Vigna unguiculata.

Analise de Cluster - A matriz das distancias revelou que a espécie

Phaseolus vulgaris esta 36% distante da espécie Phaseolus acutifolius, 57%

distante da espécie Vigna angularis, e 54% da espécie Vigna unguiculata. A P.
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acutifolius apresentou uma distancia de 50% pontos em relagdo a V. angularis, €
54% em relagdo a V. unguiculata. As espécies do género Vigna mostram-se

distantes entre si em 54% (tabela VII).

Espécies Pvul Pacu Vang Vung
Pvul 0,00 0,36 0,57 0,54
Pacu 0,36 0,00 0,50 0,54
Vang 0,57 0,50 0,00 0,54
Vung 0,54 0,54 0,54 0,00

Tabela VII. Matriz das distancias entre as espécies. Pvul = Phaseolus
vulgaris, Pacu = Phaseolus acutifolius, Vang = Vigna angularis,
Vung = Vigna unguiculata.

O fenograma, dendograma que representa de forma figurada as
distancias (ou similaridades) entre os taxons, foi confeccionado tendo em vista 0s
valores contidos na matriz das distancias. As distancias foram langadas no
algoritmo responsavel pela conversao desses dados em uma representa¢do

grafica, e o resultado foi o fenograma da figura 7.
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0.55

0.5

0.45

Distancia

S
W

0.35 ¢

0.3 : :
Vung Vang Pacu Pvul

Figura 7. Fenograma ilustrativo das distancias entre as quatro espécies deduzido pelo método
do UPGMA. Pvul = Phaseolus vulgaris, Pacu = Phaseolus acutifolius, Vang = Vigna

angularis; Vung = Vigna unguiculata.

No fenograma as espécies do género Vigna foram colocadas em um
grupo separadas das espécies do género Phaseolus como era esperado. Embora
fazendo parte de um tnico cluster, as P. Vulgares € P. acutifolius apresentaram
uma divergéncia genética de aproximadamente 36%. A divergéncia de 36% entre
as espécies do género Phaseolus pode ser talvez explicada pelo fato de seus
centros de origem estarem muito proximos. Isso poderia gerar condigbes para a

permanéncia do fluxo génico entre as espécies.
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Ja as espécies de Vigna mostram-se um pouco mais distantes, sendo a
distancia entre elas a mesmo que distanciou o seu cluster do cluster do género
Phaseolus. No género Vigna a distancia de 54% parece estar também relacionada
com os centros de origem das espécies em questdo. Eles sdo relativamente
distanciados um do outro, podendo assim ter criados mecanismos de isolamento

mais eficientes.
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CONCLUSOES

As espécies V. angularis e V. unguiculata estio 54 % distantes entre
si, enquanto que as espécies do género Phaseolus revelaram uma divergéncia na
ordem de 36%. A partir do fenograma, conclui-se tambeém que a distancia entre 0s
géneros ¢ de 54%.

A técnica do RAPD foi bastante satisfatéria para a analise sistematica,
pois os marcadores agruparam Os géneros cm clusters distintos. Embora seja
necessario um numero maior de primers para se ter uma estimativa mais precisa
da divergéncia genética entre essas espécies, os resultados obtidos com os dois

primers utilizados foram satisfatorios.
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