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RESUMO

No Brasil ocorrem dez espécies do género Macroptilium, entre estas espécies, quatro
sdo encontradas no estado do Rio Grande do Sul. O objetivo do trabalho foi verificar
a ocorréncia de variabilidade genética, através da presenca de polimorfismo protéico
e da similaridade das proteinas totais em seis popula¢des de M. erythroloma (Benth.)
Urban, de ocorréncia natural no Rio Grande do Sul. As andlises foram desenvolvidas
no Laboratorio de Citogenética Vegetal e Biotecnologia do Departamento de Biologia
pertencente ao Centro de Ciéncias Naturais e Exatas (CCNE) da Universidade Federal
de Santa Maria (UFSM). O gel das proteinas totais foi analisado adotando-se sementes
como individuos das populagoes de M. erythroloma, em gel de poliacrilamida — dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE). As interpretagées dos géis de proteinas totais entre
individuos e entre as populagdes foram realizadas através de zimograma eletroforético
para a verificagdo do polimorfismo protéico. A similaridade foi observada através de
dendrograma. Os individuos de todas as popula¢des de M. erythroloma mostraram-se
monomorficos no sexto loco e heteromorficos no primeiro, terceiro e quarto locus, e
ausentes em algumas das populagées. Os coeficientes de similaridade de proteinas totais
da espécie M. erythroloma, apresentaram maior similaridade entre os individuos de uma
mesma populag¢do e menor entre as populagées.
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ABSTRACT

In Brazil ten species of the genus Macroptilium, occur among which four are found in
the state of Rio Grande do Sul. The objective of the work was to verify the occurrence of
genetic variability through the presence of protein polymorphism and of the similarity
of total proteins in six populations of M. erythroloma (Benth.) Urban, which occurs
naturally in Rio Grande do Sul. The analyses were carried out in the Laboratory of
Vegetable Cytogenetics and Biotechnology of the Department of Biology at the Center of
Natural and Exact Sciences (CCNE) Federal University of Santa Maria (UFSM). The total
protein gel was analyzed using as adopted seeds individuals of M. erythroloma
populations in sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel (SDS-PAGE). The
interpretations of the total protein gels among individuals and among the populations
were carried out through electrophoretic zimograms for verification of the polymorphism
protein. The similarity was observed through dendrograms. The individuals of all the M.
erythroloma populations was monomorphic in the sixth loco and heteromorphic in the
first, third and fourth locus, and absent in some of the populations. The coefficients of
similarity of total proteins of the species M. erythroloma, presented a larger similarity
between the individuals of the same population and a smaller one among the populations.

Key words: Macroptilium, protein polymorphism, SDS-PAGE.

INTRODUGAO

O género Macroptilium esta distribuido
exclusivamente na América, ocorrendo desde o sul
dos Estados Unidos até a Argentina. S3o conside-
rados centros de dispersdo do género, o Brasil e o
Paraguai, na América do Sul e 0 México, na América
do Norte. No Brasil, esta representado por dez
espécies, distribuidas da Amazonia ao Rio Grande do
Sul (FEVEREIRO, 1987).

Foi sugerido, por GONCALVES (1980), o
desenvolvimento de trabalhos que visem preservar
as melhores espécies forrageiras nativas, evitando a
perda de germoplasma adaptado as condigdes
ecologicas das regides, visando a utilidade para
futuros trabalhos de melhoramento genético e em
programas de recuperacdo de areas degradadas.
Recursos genéticos naturais, tanto de origem vegetal
como de origem animal, sdo ferramentas importantes
na realizacdo de estudos para aprimorar novos
conhecimentos, considerando estes recursos como
base para sustentabilidade futura (COLL & ZARZA,
1992).

A variabilidade genética ¢ um dos pontos
basicos para processos de selecdo (NASCIMENTO
JUNIOR et al., 1990). Todos os individuos que
possuem niveis consideraveis de variagdes genéticas
dentro de um grupo, sdo favoraveis, servindo como
um mecanismo eficiente no melhoramento da espécie.

A presenga de niveis genéticos definiveis entre os
individuos de uma populagdo da espécie € indicativo
da evolugdo da populacdo. Conforme GREGORY
(1967), populagdes com varios mutantes de pequeno
efeito individual estabelecem uma base perfeita para
a selegdo.

Trabalhos desenvolvidos com o intuito de
identificar a presen¢a de variagdo genética intra ¢
inter populacionais sdo importantes para o
embasamento em programas de melhoramento vegetal.
Estudos relacionados a variagdo genética em
populagdes de espécies naturais requerem a utilizagcao
de técnicas de quantificagdo da diversidade genética,
bem como uma adequada amostragem de espécies e
populagoes (KAGEYAMA & JACOB, 1980;
KAGEYAMA etal., 1999).

A anélise eletroforética de proteinas totais ¢
um dos métodos mais utilizados para o estabelecimento
derelagdes genéticas entre espécies e entre diferentes
genotipos de uma mesma espécie (MACIEL et al.,
1999).

O trabalho teve como objetivo, verificar a
ocorréncia de variabilidade genética em populagdes
de M. erythroloma, adotando-se o método
eletroforético (SDS-PAGE), descrito por PAYNE et
al. (1980, 1982). Foram analisadas seis populagdes de
M. erythroloma, de ocorréncia natural no estado do
Rio Grande do Sul, interpretados em zimograma a
presenca de polimorfismo protéico e em dendrograma
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a similaridade das proteinas totais, comparando-se
os resultados entre individuos e populagdes.

MATERIAL E METODOS

A analise ecletroforética das proteinas totais
foi realizada em seis populagdes da espécie M.
erythroloma (Tabela 1), em gel de poliacrilamida —
dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), em cuba
horizontal e sistema continuo. O trabalho foirealizado
no Laboratdrio de Citogenética Vegetal e Biotecno-
logia do Departamento de Biologia pertencente ao
Centro de Ciéncias Naturais ¢ Exatas (CCNE) da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).

Para caracterizar e determinar o perfil
eletroforético das proteinas foram realizados trés
tipos de testes de voltagem com seis migragdes cada
teste e trés concentragdes de gel, totalizando 54 géis.

A melhor defini¢do das bandas foi observada
no gel de concentragdo 5%, voltagem inicial de 160 V
eafinalde 110 V, utilizado nos demais géis a mesma
concentragdo e voltagens.

Os tampdes utilizados foram os descritos por
SCANDALIOS (1969), para a obtencdo dos
eletroforogramas de proteina, modificados para: Tris-
citrato 0,2 M (pH 8,3) constituido de 6,2 gde Tris, 1,6
gdeacido citrico e Agua para completar 1000 mililitros
(mL); Litio-borato 0,2 M (pH 8,3) formado por 1,2 gde
hidroxido delitio (LiOH), 11,89 gacido bérico e agua.
O tampao do gel era na proporg¢do 9:1, constituido
pelos tampdes Tris-citrato e Litio-borato, respecti-
vamente.

A solugdo de extracdo das amostras era
preparada na proporg¢do 9:1 do tampao do gel, mais
0,15% de 2-mercaptoetanol e 2,0 g/L de SDS.

A composicdo do SDS—PAGE a 5% era a
seguinte: 80 mL do tampao do gel, 3,8 gde acrilamida,
0,2 g de bis-acrilamida, 0,12 g de persulfato de
amonia, 0,05 g de SDS e 120 uL de tetrametileti-
lenodiamina (TEMED). Foiacrescido ao gel 0,07 gde
sacarose. Pois segundo, HUSSAIN ef al. (1988) ¢
CAMPS et al. (1994), a presenga de sacarose no gel
melhora a qualidade dos padrdes de bandas.

O cletrodo do tanque era formado por Tris-
Glicina (pH8,9).

O padrao utilizado foi o padrao de proteinas
com peso molecular que variavade 10kDaa220kDa,
era preparado na propor¢ao 2:1, sendo duas partes de
agua desionizada e uma do padrio de proteinas.

Na coloragdo do gel, era utilizado 0,1 g de
coomassie blue e 100 mL de fixador. O fixador era
constituido da proporg¢do 5:5:1, sendo cinco partes
de agua destilada, cinco de metanol ¢ uma de acido
acético.

No preparo das amostras para migragdo, foram
utilizadas dez sementes, sendo estas consideradas
os individuos de cada populagdo. As sementes eram
maceradas sem o tegumento, antes submetidas a
imersdo em agua destilada, durante aproximadamente
12 horas.

Namaceragao, eraacrescido as amostras 20%
de gelatina em po6 dos pesos das sementes para
analise, com a finalidade de melhorar aresolugao das
bandas (CAMPS et al., 1994), 20% de polivi-

Tabela 1. Localidades, populacdes, nimero de plantas analisadas, individuos e datas de coletas da espécie M. erythroloma (Benth.)

Urban.
Localidade Populagdo / planta Individuos Data de coleta
Cacequi 7658/ 14 1/2 09/01/01
Sao Gabriel 7657/8 3/4 10/01/01
Santa Maria 7149/ 10 5/6 02/02/01
Restinga Seca 7659 /8 7/8 20/02/01
Sao Martinho da Serra 7662 /12 9/10 21/01/01
Tupanciretd 7661/ 4 11/12 21/01/01
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nilpirrolidona (PVP), com o intuito de evitar a oxidagao
das amostras (ALFENAS et al., 1991) e 40 uL de
extrator. As amostras eram maceradas com bastdo de
vidro em gral resfriados com gelo, temperatura em
torno de 1°C. A solu¢do sobrenadante era absorvida
em pequenos pedacos de papel Whatman 3 MM, de
4,0 mm por 0,5 cm, para posterior aplicagdo no gel.
Com os mesmos papéis, eram aplicados ao gel o
marcador de azul de bromofenol e¢ o padrdo de
proteinas. Apds serem aplicados ao gel, as amostras,
omarcador e o padrao de proteinas, iniciavaamigracao,
que ocorria em resfriador com temperatura em torno
de4°C.

A celetroforese das amostras analisadas foi
conduzida com voltagem inicial de 160 volts (V),
quando percorrido os 30 minutos iniciais, era
interrompida a corrida para remover os papéis
contendo as solu¢des das amostras, o marcador e o
padrao de proteinas. A voltagem inicial era mantida
até o momento que o marcador de azul de bromofenol,
colocado nos orificios laterais do gel, atingisse a
metade do gel. A partir deste momento, a voltagem era
mantidaem 110V, até o final da corrida, por periodo
médio de 4 horas. Quando o marcador atingia 9,0 cm
do gel, a migracdo era interrompida e o gel era
submetido a coloragdo, em estufa a 37°C, durante 12
horas. Apds, o corante era removido e o gel, lavado
em agua corrente. O gel era colocado no fixador,
permanecendo neste, até apresentar boa resolugdo
das bandas.

As interpretagdes dos géis foram feitas entre
individuos e populacdes, através da presenga ou
auséncia de bandas protéicas representadas em
zimograma, metodologia descritapor ALFENAS etal.
(1991). Os coeficientes de similaridade do perfil
eletroforético das proteinas foram representados em
dendrograma

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relagao a solubilidade potencial em
sistemas de determinagdes protéicas como no método
eletroforético, ¢ importante conhecer o grau de
desnaturacao das proteinas. PASSOS (1996) chamou
atengdo para a importancia do preparo daamostra, no
que se refere a solubilizagdo e desnaturagdo das
proteinas. A composicao da solugao extratora, assim

como a concentracdo do gel pode variar conforme a
espécie eouotipodetecido (ALFENASetal., 1991).

Na metodologia utilizada para determinagdo
eletroforética das proteinas da espécie M.
erythroloma, foram testadas diferentes concentra-
¢oes de SDS-PAGE, devido nao se ter conhecimento
do peso molecular das proteinas presentes nas
amostras em estudo. Considerou-se melhores os
padrdes de bandas apresentados no SDS-PAGE com
concentragdo de 5%, pois quanto menor a
concentragdo maior ¢ a porosidade presente no gel.

ALFENAS et al. (1991), PASSOS (1996),
GONCALVES & BATTISTIN (1999) relataram que, os
componentes ionizados dos extratos protéicos,
quando submetidos ao efeito da corrente elétrica,
migrardo com velocidades individuais. Uma
determinada proteina pode ser identificada, depois
da corrida, tanto qualitativamente pela posi¢do no
gel, como quantitativamente pela intensidade de sua
banda.

A velocidade de migragdo depende de muitos
fatores, que incluem carga elétrica global damolécula,
tamanho e forma da molécula, intensidade de campo
elétrico, propriedades do meio de sustentagdo e
temperatura de operagdo (KARCHER & EPSTEIN,
1996). Com o propdsito de atingir melhores resolugdes
das bandas de proteinas, também foram testadas as
voltagens, adotando-se a voltagem inicial de 160 Ve
finalde 110 V.

A solubilidade em que se concentra uma
proteina, pode ser usada como uma indica¢do geral
de desnaturagdo das proteinas, que por sua vez
podem concentrar-se ¢ isolar-se (PILOSOF et al.,
1981). Para evitar a insolubilidade progressiva de
proteinas nas amostras, foi controlada a temperatura
de 4°C durante a corrida. CAMPS et al. (1994), na
caracterizacao eletroforética de cultivares de soja,
adotaram a migracdo em cubas mantidas em camara
fria a 4°C. PASSOS (1996) relatou a importancia do
controle da temperatura no momento da corrida,
porque a resisténcia dos poros do gel a passagem dos
fragmentos de proteina, gera calor.

No gel SDS-PAGE 5% (Figura 1), foram
desenvolvidas as analises das bandas protéicas,
mostrando a presenga de seis bandas nos individuos
das seis populacdes, distribuidas entre 30 kDa e 160
kDa.
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No zimograma representado na Figura 2,
verifica-se que as bandas das proteinas entre as seis
populagdes analisadas, apresentaram-se monomor-
ficas apenas para o sexto loco, sendo heteromorfica
nos demais locus.

Em relagao aos individuos da populacdo de
Cacequi, verificou-se monomorfismo no primeiro,
segundo, quarto, quinto e sexto locus, ndo sendo
observado heteromorfismo. A populagdo de Sédo
Gabriel apresentou monomorfismo no segundo,
quarto e sexto locus e o primeiro loco foi heteromorfico.
A presenca de monomorfismo para a populacio de
Santa Maria foi verificada no segundo, quarto ¢ no
sexto locus, com auséncia de heteromorfismo. Na
populacdo de Restinga Seca, foi verificado
monomorfismo no primeiro, segundo, quarto, quinto
e sexto locus, ndo sendo encontrado heteromorfismo.
A populacdo de Sdo Martinho da Serra apresentou
monomorfismo no primeiro, quarto e sexto locus, ndo
apresentou locus heteromorficos. Monomorfismo foi
verificado na populagdo de Tupancireta, verificou-se
monomorfismo no primeiro, segundo e no sexto locus.
Apresentando heteromorfismo no terceiro e quarto
locus.

A representacdo dos coeficientes de
similaridade das proteinas totais entre individuos
das populagdes e entre populagdes esta registrada
na Figura 3.

A similaridade entre os individuos das
populagdes se distribuiu numa amplitude de variagao
entre 50 ¢ 100% (Tabela 2). Os individuos das
populagdes de Sdo Martinho da Serra, Restinga Seca,
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Santa Maria e Cacequi apresentaram coeficientes de
similaridade de 100%. Na populacdo de Sdo Gabriel os
individuos mostraram 83% de similaridade e entre os
individuos de Tupanciretd apresentaram 67% de
similaridade.

Entre as populagdes formaram-se dois grupos.
Emum deles o coeficiente de similaridade foi de 67%,
encontrando-se as populacdes de Sdo Martinho da
Serra, Restinga Seca, Santa Maria, Sao Gabriel e
Cacequi. Unindo a este grupo, a populacdo de
Tupanciretd a similaridade apresentada foi de 50%.

Segundo WRIGHT (1964), dentro de uma
espécie com ampla area de distribui¢do natural, as
diferengas genéticas entre as populagdes
geograficamente distintas sdo maiores que as
existentes entre progénies de uma determinada regido.

Embora as populagdes estudadas pertengam
a mesma espécie, apresentam uma significativa
variabilidade de bandas entre elas. Isto indica serem
populagdes com atividade génica ativa e, talvez,
grandemente influenciada por fatores ambientais, ja
que estas populacdes sdo provenientes de diferentes
locais.

Conforme KIMURA & OHTA (1971), uma
das objegdes principais ¢ que os mesmos alelos
sejam achados com freqiiéncias semelhantes entre
sub-populagdes diferentes de uma espécie. Quando
ocorrem diferencas, algum tipo de seleg¢@o balanceada
deve estar envolvida. Variagdes genéticas causadas
por mutagdes neutras, podem ser responsabilizadas
pela presenga de polimorfismos protéicos nas
populagdes.
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Figura 1. Bandas de proteinas totais de seis populacdes de M. erythroloma, gel de poliacrilamida a 5% (SDS—PAGE).
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Figura 2. Zimograma de M.erythroloma em SDS—PAGE: seis populagdes, com dois individuos em cada uma das populagdes.

O heteromorfismo das proteinas totais de
populagdes pode ser explicado admitindo que ocorra
uma taxa de mutagao relativamente alta por loco euma
baixa taxa de migragdo por geracdo. Segundo
ALFENAS et al. (1991), um loco serd considerado
polimorfico a partir do momento em que a freqiiéncia
de seu alelo mais comum nao ultrapasse a 0,95.

Nas populagdes estudadas de M.
erythroloma, apenas um dos locus (banda protéica)
revelou-se em todos os individuos de todas as
populacdes. Foiobservada com freqiiéncia a presenca
de monomorfismo entre os individuos e o
heteromorfismo foi observado em apenas duas
populagdes, sendo a de Sdo Gabriel ¢ Tupancireta.
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Figura 3. Dendrograma dos coeficientes de similaridade entre individuos e populagdes de M. erythroloma,em gel (SDS—PAGE).
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Tabela 2. Coeficiente de similaridade (%) entre individuos de cada populagdo de M. erythroloma, obtidos em gel de poliacrilamida

a 5% (SDS-PAGE).

Populagao Individuos Coeficiente de similaridade (%)
Cacequi 1/2 100
Sao Gabriel 3/4 83
Santa Maria 5/6 100
Restinga Seca 7/8 100
Sao Martinho da Serra 9/10 100
Tupancireta 11/12 67

As variagdes observadas nos resultados das
analises utilizadas para a interpretacdo eletroforética
das proteinas totais nas seis populagdes
investigadas, tendo em vista que foram utilizadas
amostras de procedéncia natural, podem ser atribuidas
as condigdes ambientais como: clima, potencial do
solo e a caracteristicas genéticas da propria espécie.

MARCON (1988), trabalhando com
eletroforese em 25 populagdes de Stylosanthes
humiles, coletadas a campo, verificou a relagdo da
funcdo e a variagdo ambiental, em condig¢des
ecogeograficas principalmente o clima, solo e
tamanho das populac¢des. Concluiu que as condigdes
ambientais das regides onde foram coletadas as
populagdes da espécie influenciam na diversidade
genética, mas ndo influenciam significativamente na
producdo de forragem da espécie.

CONCLUSOES

Todos individuos das populacdes de M.
erythroloma mostraram-se monomorficos para o loco
seis, heteromorficos nos locus trés e quatro de
Tupanciretd e no loco um, de Sao Gabriel.

Os coeficientes de similaridade das proteinas
totais de M. erythroloma, revelaram que existe maior
similaridade entre individuos de mesma populagédo e
menor entre as populagdes.
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