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Resumo

O feijao-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] é uma leguminosa anual cultivada em
regides tropicais e subtropicais, importante pelo alto teor de proteinas contido em
suas sementes secas, vagens verdes e folhas. Neste trabalho, um estudo
citogenético comparativo entre V. unguiculata e Phaseolus vulgaris L. (feijao comum)
foi realizado por BAC-FISH. Sequéncias mapeadas em cromossomos de P. vulgaris
(Pv) foram utilizadas como sondas em cromossomos de V. unguiculata (Vu),
contribuindo para as andlises de macrossintenia entre estes dois legumes. Trinta e
sete clones da biblioteca BAC de P. vulgaris ‘cv. BAT93’, previamente selecionados
com marcadores mapeados em seus 11 grupos de ligacdo correspondentes, foram
hibridizados in situ nos cromossomos metafasicos de V. unguiculata. Foram
identificados varios rearranjos cromossomicos, tais como translocagdes (entre BACs
de Pvl1 e Pv8; Pv2 e Pv3, como também Pv2 e Pvl11l), duplicagbes visualizadas em
cromossomos metafasicos e/ou paquiténicos (BAC 147K17 de Pv3), inversbes
paracéntricas (entre os BACs 267H4 e 147K17 de Pv3) e pericéntricas (entre o0s
BACs 221J10 e 190C15 de Pv4). Destacam-se também os BACs 14F2 (Pv2) e 86117
(Pv7), que em P. vulgaris hibridizou nas regibes terminais de quase todos os
cromossomos e em Vu apresentou marcacao unica. Adicionalmente, 17 BACs néo
apresentaram sinal Unico nos cromossomos de V. unguiculata. Os resultados do
presente trabalho demonstraram que apesar dos géneros Vigna e Phaseolus
estarem intimamente relacionados, ocorreram varias quebras de macrossintenia ou
de colinearidade ao longo da evolucao cariotipica destes legumes.

Palavras-chave: Cromossomo Artificial de Bactéria (BAC); Hibridizacdo In Situ
Fluoresc ente (FISH); Phaseolus; Vigna; macrossintenia.
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Abstract

The cowpea [Vigna unguiculata (L.) Walp.] is an annual legume grown in tropical and
subtropical regions, relevant for its high protein content in dried beans, green pods
and leaves. In this work, a comparative cytogenetic study between V. unguiculata and
Phaseolus vulgaris L. (common bean) was conducted using BAC-FISH. Sequences
mapped on chromosomes of P. vulgaris (Pv) were used as probes on chromosomes
of V. unguiculata (Vu), contributing to the analysis of macrosynteny between both
legumes. Thirty seven clones from the P. vulgaris ‘BAT93’ BAC library, corresponding
to its 11 linkage groups, were hybridized in situ in metaphase chromosomes of V.
unguiculata. Several chromosomal rearrangements were identified, such as
translocations (between BACs from Pvl and Pv8; Pv2 and Pv3, as well Pv2 and
Pv11), duplications visualized in metaphase and/ or pachytene chromosomes (BAC
147K17 from Pv3), paracentric (between BACs 267H4 and 147K17 from Pv3) and
pericentric inversions (between BACs 221J10 and 190C15 from Pv4). On the other
hand, BACs 14F2 (Pv2) and 86117 (Pv7), which hybridized at terminals regions on
almost all P. vulgaris chromosomes, showed a single copy signal in Vu. Additionally,
17 BACs showed no single-copy signal in the chromosomes of V. unguiculata. The
results of this study demonstrated the feasibility of using BAC libraries in comparative
chromosomal mapping and karyotype evolution studies among species of Phaseolus
and Vigna, suggesting several macrosynteny or colinearity breaks among these
legumes.

Key-Words: Bacterial Artificial Chromosome (BAC); Fluorescent In Situ Hybridization
(FISH); Phaseolus; Vigna; macrosynteny



Lista de llustragdes

Figura 1. Localizagdo in situ de treze BACs geneticamente mapeados em
Phaseolus vulgaris em cromossomos mitdticos de Vigna unguiculata (Vu)
contracorados com DAPI (pseudocolorido em cinza). (a) Cromossomos de V.
unguiculata (VuA, VuB, VuG, VuH, Vul, VuK) hibridizados com BACs
provenientes de seis cromossomos de P. vulgaris (Pvl, Pv2, Pv3, Pv4, Pv5 e
Pv6; Pedrosa-Harand et al., 2009; Fonséca et al., 2010). Os BACs marcados
com Cy3-dUTP foram pseudocoloridos em diferentes cores. (b) 257L12 (azul
escuro), 38C24 (rosa) e DNAr 45S (verde) mapeados em VuG e 177119
(amarelo) em VuC. (c) BACs em VuA: 127F19 (vermelho), 225P10 (azul
escuro) e 174E13 (azul claro). (d) BACs em VUA: 267H4 (amarelo), 174E13
(azul claro) e 147K17 (rosa). A cabeca de seta indica uma duplicacéo local e
"D" uma duplicacéo no braco longo no cromossomo paquiténico VUA. (e) BACs
em VuH: 221J10 (amarelo) e 190C15 (azul). (f) BACs em VuB: 18B15 (roxo) e
DNAr 45S (verde). As insercdes tracejadas em b, ¢ e d mostram cromossomos
de outra célula, indicando a posicao relativa dos dois BACs. A barra em a
representa 2,5 um; em d (para o cromossomo paquiténico) e f (para as figuras

b-f) representam 5 um.

Figura 2. Localizacdo in situ de nove BACs e um clone bacteriéfago
geneticamente mapeados em Phaseolus vulgaris em cromossomos mit6ticos

de Vigna unguiculata (Vu) contracorados com DAPI (pseudocolorido em cinza).



(a) Cromossomos de V. unguiculata (VuC, VuD, VuUE, VuF, Vul) hibridizados
com BACs provenientes de cinco cromossomos de P. vulgaris (Pv7, Pv8 , Pv9,
Pv10 e Pvl1l; Pedrosa-Harand et al., 2009; Fonséca et al.,, 2010). Os BACs
marcados com Cy3-dUTP foram pseudocoloridos em diferentes cores. (b)
BACs mapeados em VUE: 22121 (laranja) e 86117 (azul). (c) BACs mapeados
em VuK: 221F15 (azul) e 169G16 (vermelho), e para VuC: 177119 (amarelo).
(d) BAC mapeado em VuF: 224116 (rosa) e DNAr 45S (verde). (e) Bacteriéfago
mapeado em VuD: SJ19.10 (azul), DNAr 45S (verde) e DNAr 5S (vermelho).
(f) BACs mapeados em Vul: 14F2 (rosa), 127J2 (roxo), 179N14 (azul), DNAr
45S (verde) e DNAr 5S (vermelho). Os insertos tracejados em b, e e f
correspondem a um cromossomo de outra célula, indicando a posicao relativa
das marcas. A seta no inserto em e destaca o pequeno sitio extra de DNAr

45S. A barra em a representa 2,5 um; em f representa 5 pum.

Figura 3. Representacdo esquematica do mapeamento comparativo de 11
cromossomos de Vigna unguiculata (Vu) hibridizados com 19 BACs e um clone
bacteriéfago provenientes dos 11 cromossomos de Phaseolus vulgaris (Pv) (a)
e 0S possiveis rearranjos em relacdo a seis cromossomos de P. vulgaris
encontrados por BAC-FISH (b, ¢, d). As marcas evidenciadas para P. vulgaris
foram modificadas a partir de Pedrosa-Harand et al. (2009) e Fonséca et al.
(2010). Foram observados quatro tipos de rearranjos cromossdmicos: (b e c)
translocacbes (T); (c) duplicacdo para o BAC 147K17 (D) e inversao

paracéntrica (Ipa) e (d) inversdo pericéntrica (Ipe). *Os BACs 14F2 (Bng 57,
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terminal no grupo de ligacdo D - Vallejos et al.,1992) representado em bege e
86117 (Bng 191, terminal no grupo de ligacdo A - Vallejos et al.,1992)
representado em azul ndo foram mapeados como sinal Gnico para Pv2 e Pv7,
respectivamente (subteloméricos repetitivos). O BAC 14F2 foi representado
como um provavel sinal Unico terminal em Pv2 e o BAC 86117 foi posicionado
como sinal unico em Pv7, de acordo com a localizagdo do mesmo em P.

lunatus (Almeida e Pedrosa-Harand, 2013).
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1. Introducéo

A espécie Vigna unguiculata (L.) Walp. é conhecida popularmente como feijéo-
caupi, feijdo-de-corda ou feijdo macassar. Essa leguminosa possui importancia
socioeconémica por ser fonte de proteinas na alimentac&o principalmente nos paises
subdesenvolvidos e por proporcionar emprego e renda para as populacdes da zona
rural, destacando-se as regides do nordeste do Brasil e da Africa. Adicionalmente,
destaca-se dentre as leguminosas por sua capacidade de crescer sob condi¢cdes
ambientais estressantes, por exemplo, seca e salinidade.

Devido a importancia socioeconémica do feijao-caupi, alguns grupos de
pesquisa tém trabalhado no mapeamento e caracterizacdo de genotipos, mediante
construcdo de mapas geneéticos, citogenéticos e de sequenciamento, localizacdo de
genes de interesse agrondmico associado a marcadores proximos, identificacdo de
proteinas de defesa de plantas, entre outros. Essas informacdes tém auxiliado na
producdo de cultivares mais resistentes a fatores bidticos e abioticos, mediante
programas de melhoramento genético de plantas.

Estudos genbmicos comparativos, incluindo analises de sintenia, tém sido
realizados com sucesso entre espécies relacionadas que ndo possuem genoma
completamente sequenciado e/ou montado, como é o caso do feijao-caupi. Estes
trabalhos tém proporcionado um aumento na informacdo sobre a organizacdo e
evolucdo dos genomas. Na citogenética, a técnica de hibridizac&o in situ fluorescente
de cromossomos artificiais de bactérias (BAC-FISH) tem sido bastante promissora
para andlises de macrossintenia, contribuindo para estimar o nivel de conservacao e

ordem de sequéncias de DNA em diferentes espécies.



Dessa forma, a técnica BAC-FISH, utilizando sequéncias de DNA de P.
vulgaris como sondas em cromossomos de V. unguiculata, possibilitou no presente
trabalho a construcdo do primeiro mapa citogenético comparativo para essa espécie,
colaborando com os estudos de macrossintenia entre ambas leguminosas. Este
mapa contribui para o entendimento da evolucao cariotipica do grupo, elucidando
possiveis rearranjos cromossémicos envolvidos como duplicacfes, inversbes e

translocacoes.



2. Revisao da literatura

2.1. Vigna unguiculata e Phaseolus vulgaris
2.1.1. Posigcéo taxonGmica

A familia Fabaceae Lindley compreende um grupo taxonémico de distribuicéo
cosmopolita, com espécies nativas em todos os continentes, exceto na Antartida.
Ocupa o terceiro lugar em diversidade dentre as Magnoliophyta e o segundo em
importancia econdbmica, estando seus representantes distribuidos, principalmente,
nas regibes tropicais e subtropicais (Joly, 2002; Graham e Vance, 2003). E
constituida por 727 géneros e aproximadamente 19.000 espécies (Lewis et al.,
2005), classificadas em trés subfamilias Mimosoideae, Caesalpinioideae e
Papilionoideae (Doyle e Luckow, 2003).

A subfamilia Papilionoideae abrange os legumes cultivados de importancia
agricola, como amendoim, ervilha, feijdes, grao-de-bico e soja (Graham e Vance,
2003; Cannon et al., 2009). Esta dividida em dois subclados, o Galegoid (legumes
essencialmente de climas temperados) e o Phaseoloid (legumes essencialmente de
climas tropicais), que divergiram a cerca de 50 milhdes de anos (Kajita et al., 2001,
Wojciechowski et al., 2003). No clado Galegoid, o numero cromossdémico € variavel
entre 2n = 2x = 12, 14, ou 16 e o tamanho do genoma varia em torno de 450 Mb (por
exemplo, para Lotus japonicus e Medicago truncatula) até cerca de 13.032 Mb (por
exemplo, para feijdo guandu e Vicia faba). Por outro lado, em Phaseoloid, os
genomas sao mais estaveis, e a maior parte das espécies tém tamanho do genoma
semelhante, com cerca de 600 Mb e com nimero cromossdmico 2n = 2x = 22 (lwata

et al., 2013; http://data.kew.org/cvalues). Dentre os géneros, destacam-se Vigna Savi



e Phaseolus L., os quais estdo inseridos na tribo Phaseoleae, subtribo Phaseolinae
(Marechal et al., 1978; Judd et al., 2009).

O género Vigna compreende mais de 100 espécies (Schrire, 2005), dividido
em seis subgéneros (Marechal et al., 1978; Thulin et al., 2004). Destacam-se 0s
subgéneros Vigna e Ceratotropis por possuirem espécies cultivadas na Africa e na
Asia, como V. unguiculata (L.) Walp. (feijio-caupi) e Vigna radiata L. (feijio-da-
china), respectivamente (Baudoin e Marechal et al., 1988; Delgado-Salinas et al.,
2011). Vigna unguiculata foi diferenciada em quatro subespécies, sendo trés
selvagens e uma cultivada (unguiculata). A subespécie unguiculata esta dividida em
qguatro cultigrupos (Westphal, 1974 apud Ng e Marechal, 1985), dentre os quais
apenas os cultigrupos Unguiculata e Sesquipedalis sédo cultivados no Brasil (Freire-
Filho et al., 2011).

O género Phaseolus, por sua vez, € constituido por aproximadamente 75
espécies, das quais cinco sdo cultivadas: P. acutifolius A. Gray, P. coccineus L., P.
lunatus L., P. polyanthus Greeman e P. vulgaris L. Entre estas, podem-se destacar P.
vulgaris (feijado comum) e P. lunatus (fava), devido a sua grande importancia
econdmica (Broughton et al., 2003; Delgado-Salinas et al., 2006). Delgado-Salinas et
al. (2006) confirmaram a origem monofilética do citado género, por meio de
sequéncias DNArn ITS/5,8S e locos plastidiais trnK, dividindo-o em dois clados
principais. O clado A seria formado pelos grupos Pauciflorus, Pedicellatus,
Tuerckheimii, bem como por quatro espécies que formam um pequeno grupo mal
resolvido: P. glabellus, P. macrolepis, P. microcarpus e P. oaxacanus. Por sua vez, o
clado B estaria constituido pelos grupos Filiformis, Leptostachyus, Lunatus,

Polystachios e Vulgaris, este ultimo agrupando as espécies cultivadas, exceto P.

4



lunatus, a qual foi classificada no grupo Lunatus. Tal dado sugere que, dentre as
espécies cultivadas, o feijdo-fava pode ser considerado mais distante

filogeneticamente.

2.1.2. Origem e distribuigcédo

O feijdo-caupi € uma espécie herbacea de ampla distribuicdo mundial,
desenvolvendo-se principalmente nas regifes tropicais, devido a semelhanca
edafoclimatica de seu provavel centro de origem: a Africa (Rachie, 1985; Brito et al.,
2009). O feijao-caupi apresenta como centro primario e secundario de diversidade o
oeste da Africa (mais precisamente a Nigéria) e a India, respectivamente (Faris,
1965; Pant et al, 1982; Ng e Marechal, 1985). Entretanto, Padulosi et al. (1997)
acreditam que provavelmente o Transvaal, na Republica da Africa do Sul,
corresponda a sua regido de especiacdo. Coulibaly et al. (2002) forneceram
evidéncias, com base em marcadores moleculares, que a domesticacdo do caupi
ocorreu no nordeste da Africa.

Recentemente, Huynh et al. (2013) identificaram dois pool génicos nos feijdes-
caupi cultivados na Africa: (1) o pool génico 1, constituido por racas distribuidas
principalmente na Africa Ocidental e (2) o pool génico 2, constituido por racas
distribuidas principalmente na Africa Oriental. Cada conjunto de genes encontra-se
proximamente relacionado com o feijdo-caupi selvagem da mesma regido geogréfica,
indicando que os processos de divergéncia foram os mais importantes para a
domesticacao e formagéo dos dois pool génicos.

No Brasil, o feijdo-caupi provavelmente foi introduzido no estado da Bahia,

sendo levado pelos colonizadores para outras regides (Freire-Filho, 1988). Por outro
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lado, considerando a diversidade genética dos bancos de germoplasma da espécie
no Brasil, foi sugerido que diversos eventos de introducdo devam ter ocorrido nos
portos do Recife, Salvador, Rio de Janeiro e S&o Luiz, considerando que 0s escravos
das regides africanas foram introduzidos em diferentes regides e portos brasileiros
(Simon et al., 2007). Posteriormente, adaptou-se a regides de clima adverso (seco e
elevadas temperaturas) sendo cultivado predominantemente na regido Nordeste
(Costa e Castelletti, 2013).

Por sua vez, o feijdo comum encontra-se distribuido por todo o mundo, sendo
cultivado em zonas temperadas dos hemisférios Norte e Sul e principalmente nos
tropicos (Silva e Costa, 2003). Com relacdo a sua origem, Kami et al. (1995)
analisaram populacdes selvagens de P. vulgaris, notando a presenca de um tipo
ancestral de faseolina, importante proteina de armazenamento desta espécie,
ausente nos demais acessos. Considerando que estas populacdes tinham uma
distribuicdo restrita do Equador ao norte do Peru, tais autores sugeriram que essa
regido seria o provavel centro de origem do feijoeiro.

Apés surgimento e disperséo, o feijao-comum originou dois conjuntos génicos
distintos: o Mesoamericano, estendendo-se do México ao norte da América do Sul, e
o Andino, compreendendo a regido central e o sul da América do Sul (Gepts, 1998).
Evidéncias indicam que a espécie foi domesticada independentemente nesses dois
centros principais (Chacon et al., 2005). Mais recentemente, Bitocchi et al. (2012)
indicaram uma origem Mesoamericana do feijoeiro. Os autores sugerem que a
populagdo distribuida do norte do Peru ao Equador corresponde a uma populacdo
gue apresenta apenas uma fracdo da diversidade genética ancestral, que migrou da

regido central do México em tempos antigos. Com relagéo a sua introdug&o no Brasil,
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ndo existem dados disponiveis (Freitas, 2006), sabendo-se apenas que o feijoeiro foi
domesticado ha mais de 7000 anos em diversas regides da América Latina (Vieira et

al., 1999).

2.1.3. Importancia socioeconémica

O feijao-caupi € uma cultura multifuncional e um dos alimentos mais
importantes dentre as leguminosas forrageiras dos tropicos semiaridos (Timko e
Singh, 2008). O Brasil tem ocupado o segundo lugar na produ¢cdo mundial de feijoes
(FAO, 2011), sendo cultivados cerca de 2,8 milhdes de hectares (IBGE, 2013). O
pais é considerado o terceiro maior produtor de feijao-caupi, com destaque para as
regides Nordeste e Norte como maiores produtoras (EMBRAPA, 2011). A maior
producdo concentra-se na Regido Nordeste, com 84% da éarea plantada e 68% da
producédo nacional, o que gerou, nos ultimos cinco anos, 1,2 milhdo de empregos
diretos (Costa e Castelletti, 2013). Essas leguminosas podem ser facilmente
cultivadas, sendo consideradas importantes componentes da dieta alimentar,
especialmente em paises subdesenvolvidos. Constituem a principal cultura de
subsisténcia para a populacdo mais carente, por seu alto valor nutritivo, devido ao
alto conteudo de proteina das sementes e pela geracdo de emprego e renda na zona
rural (Frota et al., 2008; Timko e Singh, 2008). Os feijées podem ser consumidos na
forma de folhas jovens, brotos, vagens verdes e grdos (Broughton et al., 2003), ou
usados como adubo verde e como forrageira (Guedes, 2008).

Anualmente, grande parte da producdo de feijdo € comprometida pela
ocorréncia de diversos tipos de doencas e pragas, sendo necessaria a utilizacao de

defensivos agricolas. A falta de recursos dos produtores, juntamente com os efeitos
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toxicos causados pelos defensivos, tem levado a comunidade cientifica a realizar
projetos visando obter espécies mais tolerantes a diferentes tipos de estresse

bidticos e/ou abitticos (Broughton et al., 2003; Timko e Singh, 2008).

2.2. Mapeamento genético

Um marcador genético corresponde a qualquer caracteristica morfolégica ou
molecular, localizada especificamente em um grupo de ligacdo, a qual pode ser
utilizada como ponto de referéncia para analises de genomas. Os marcadores
moleculares ou marcadores de DNA correspondem a polimorfismos detectados na
sequéncia de DNA devido a ocorréncia de muta¢cdes pontuais ou pequenas delecdes
e/ou inser¢cbes. Podem ser identificados e mapeados em grupos de ligacéo,
utilizados na identificacédo e localizacéo de locos especificos (Ferreira e Grattapaglia,
1998; Weising et al., 2005; Farah, 2007; Grattapaglia e Ferreira, 2009).

Os mapas genéticos, ou mapas de ligacado, sdo construidos com base na taxa
de recombinacdo entre marcadores localizados em um mesmo grupo de ligacao.
Esta frequéncia de recombinacdo pode ser definida como a distancia relativa entre
0s marcadores, medidas em centiMorgans (cM) (Salgado et al., 2011). Contudo, ndo
indica a distancia fisica exata entre eles, uma vez que se observa uma distribuicdo
nao aleatéria dos eventos de recombinacédo (Kataoka et al., 2012; Lou et al., 2013).
Os mapas genéticos tém sido empregados em programas de melhoramento,
permitindo a localizacdo de genes que controlam caracteristicas de importancia
agrondémica e, mais recentemente, na analise comparativa ou em estudos de sintenia

entre as espécies, contribuindo assim para o entendimento sobre a evolugdo dos



genomas vegetais (Lucas et al., 2011; Ha et al., 2012; Andargie et al., 2013;
Shirasawa et al., 2013).

Para o feijdo-caupi, o primeiro cruzamento intraespecifico usado para geracao
de um mapa genético foi desenvolvido por Menéndez et al. (1997), os quais usaram
principalmente marcadores RAPD, RFLP e AFLP visando & saturacdo do mapa. As
referidas marcas cobriram uma regiao de 972 cM, com uma distancia média entre os
marcadores de 6,4 cM, embora tenham formado 12 grupos de ligacdo ao invés dos
11 esperados. Posteriormente, Ouédraogo et al. (2002) geraram outro mapa,
associando novas marcas, usando uma populacdo constituida por 94 linhagens
recombinantes utilizadas por Menéndez et al. (1997) em F9, que resultou em 11
grupos de ligacao, cobrindo 2.670 cM do genoma dessa espécie, com uma distancia
média entre esses marcadores de 6,43 cM. Marcadores associados a varias
caracteristicas de resisténcia e/ou tolerancia biolégica, genes de resisténcia e
analogos de genes de resisténcia também foram incluidos. Um mapa consenso para
o feijdo-caupi foi desenvolvido pelo grupo do Muchero e colaboradores (2009), o qual
esta disponivel em (http://www.harvest-web.org). O referido mapa contém 928 SNPs
e apresenta uma cobertura de 680 cM, com 11 grupos de ligacdo e uma distancia
média entre marcas de 0,73 cM. Mais recentemente, Lucas et al. (2011) elaboraram
um novo mapa consenso, visando a saturacdo do mesmo e melhorando o
posicionamento dos marcadores quando comparado a0 mapa consenso anterior.
Este contém 1.107 SNPs e fornece informacfes para diversas analises, incluindo
identificacdo de loci de caracteristicas quantitativas (QTLS), clonagem baseada em

mapeamento e avaliagdo de diversidade, entre outras.



No feijdo comum, trés mapas genéticos foram desenvolvidos inicialmente
(Vallejos et al., 1992; Nodari et al.,, 1993; Adam-Blondon et al., 1994), com base
principalmente em marcadores RFLP e RAPD. Posteriormente, os referidos mapas
foram reunidos em um mapa consenso baseado em linhagens endogamicas
recombinantes (Freyre et al., 1998). Mais tarde, 282 novos marcadores (EST-SSR,
AFLP, RGA) foram integrados ao mapa consenso do feijoeiro, permitindo ancorar
novas marcas em regides de interesse, como aquelas relacionadas a QTLs de
resisténcia a antracnose e ferrugem (Hanai et al, 2010). Em seguida, Galeano et al.
(2011) atualizaram o mapa consenso do feijao comum totalizando 1.010 marcadores

mapeados com um comprimento total de 2,041 cM cobrindo os 11 grupos de ligagéo.

2.3. Bibliotecas genémicas

O DNA gendmico de qualquer organismo pode ser fragmentado com enzimas
de restricdo, clonado em vetores e inserido em células hospedeiras capazes de
multiplicar os referidos fragmentos, possibilitando a construcdo de uma biblioteca
genbmica. Cada classe de vetor possui uma capacidade suporte, medida em kb (mil
pares de bases), visando nédo s6 a viabilidade da célula hospedeira, como também, a
correta duplicacdo dos fragmentos inseridos a cada ciclo celular (Clark, 2005). Como
principais classes de vetores, destacam-se: (1) os plasmideos, que aceitam um
inserto de fragmento de DNA com até 100 kb; (2) os virus bacteriéfagos, que
permitem a insercao de até 23 kb; (3) os cosmideos, que aceitam fragmentos de 45
kb (Clark, 2005) e, para genomas complexos, (4) os BACs (Bacterial Artificial
Chromosomes - Cromossomos Atrtificiais de Bactéria), os quais suportam fragmentos

médios de 150 kb até um méaximo de 700 kb, (Tunster et al., 2011) e (5) YACs (Yeast
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Artificial Chromosomes - Cromossomos Atrtificiais de Levedura), com insertos de até
2000 kb (Burke et al., 1987). Contudo, o uso de YACs na construcao das primeiras
bibliotecas gendmicas como em Arabidopsis e milho, ndo se mostrou eficiente, pois
parte desses apresentou-se quimérico, instavel e suscetivel a rearranjos internos
(Edwards et al, 1992; Creusot et al, 1995; Ferreira, 2003).

Clones BAC tém sido considerados mais interessantes para a constru¢ao de
bibliotecas gendmicas, por apresentarem estabilidade na manutencao de insertos e
facilidade no cultivo e manipulagéo (Tunster et al., 2011). As primeiras bibliotecas
BAC, em vegetais, foram construidas para sorgo (Woo et al.,, 1994), Arabidopsis
(Choi et al. 1995) e arroz (Yang et al., 1997). Em leguminosas, os BACs tém sido
utilizados como importante ferramenta na construcdo de grandes bibliotecas
genbmicas. Duas bibliotecas BAC foram construidas para o feijao-caupi (Yu et al.,
2012). A primeira foi publicada em 2004 por Rajesh e colaboradores, construida para
0 genotipo FLIP84-92C, cobrindo 3,1x do tamanho do genoma, enquanto a segunda
biblioteca BAC (gendtipo IT97K-499-35) cobre 9,1x do tamanho do genoma (Ma et
al., 2009), ambas para fins de clonagem. Para P. vulgaris, até 0 momento existem 11
bibliotecas BAC (Yu et al., 2012). A primeira biblioteca BAC foi desenvolvida por
VanHouten e MacKenzie (1999) para fins de mapeamento fisico. Em 2006, foram
construidas mais trés bibliotecas BAC para os genétipos BAT93, G21245 e G02771
visando estudos evolutivos (Kami et al., 2006). A ultima biblioteca BAC foi construida
por Liu et al. (2010) para o gendtipo HR45 objetivando mapeamento fisico e

clonagem.

11



2.4. Estudos de sintenia e colinearidade em leguminosas

Sintenia e colinearidade podem ser definidas como conservagédo do contetdo
e da ordem génica entre espécies aparentadas, respectivamente (Mudge et al.,
2005). Diversos estudos de sintenia tém sido realizados através de analises de
sequéncias depositadas em bancos de dados, como também pela comparacéo de
mapas de ligacdo densos em diferentes grupos taxondmicos (Kumar, 1999; Zhu et
al., 2005), como observado em gramineas (Singh et al., 2007), brassicaceas (Lim et
al., 2007), leguminosas (Lee et al., 2001; Choi et al., 2004; Shirasawa et al., 2013;
http://comparative-legumes.org/), entre outras familias.

Ferramentas de bioinformatica tém sido utilizadas em grande parte das
analises de sintenia. Bancos de dados tém sido criados para diversos genomas
vegetais, os quais podem ser comparados e integrados. Um estudo utilizando o
genoma de A. thaliana como espécie ancora, permitiu a comparacdo dos mapas
genéticos de acessos de G. max, P. vulgaris, V. radiata e A. thaliana, buscando a
descricdo de regides homedlogas entre tais espécies. Os grupos de ligacdo B1 e H
de G. max apresentaram sintenia com o grupo de ligacdo F1-J de P. vulgaris e 0
grupo de ligacado Minn-5 de V. radiata. Contudo, estes marcadores ndo se mostraram
colineares (Lee et al., 2001). Em outra analise, tendo a espécie Medicago truncatula
como ponto central de comparacado, Choi et al. (2004) também observaram relacdes
macrossinténicas entre M. truncatula e Lotus japonicus. Adicionalmente, a
microestrutura gendémica foi caracterizada por significativa divergéncia estrutural,
incluindo frequentes inser¢cbes/delecdes de genes individuais ou de grupo de genes

bem como expansdes/contracdes de familias de genes.
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Posteriormente, a sintenia entre P. vulgaris, L. japonicus, M. truncatula e
Arachis foi estudada mediante analise de marcadores ancoras para leguminosas,
evidenciando grandes blocos sinténicos entre os referidos taxons. Observou-se, por
exemplo, extensa macrossintenia entre L. japonicus e P. vulgaris, em oito dos 11
cromossomos do feijdo comum (Hougaard et al., 2008). Entre P. vulgaris e G. max,
locos mapeados geneticamente no feijao comum apresentaram sintenia, na maioria
dos casos, com dois locos de soja. Um total de 55 blocos sinténicos foi observado
entre as duas espécies (Mcclean et al.,, 2010). Os mapas genéticos de soja e M.
truncatula ainda foram comparados ao mapa consenso de V. unguiculata (Muchero
et al., 2009). Os autores evidenciaram a existéncia de uma macrossintenia de 85% e
82% entre o genoma do feijao-caupi e os de soja e M. truncatula, respectivamente
(http:/lwww.harvest-web.org). Com o aprimoramento do mapa consenso de V.
unguiculata por Lucas et al. (2011), foi verificado que o genoma do feijao-caupi é
mais semelhante ao da soja quando comparado ao de M. truncatula, apesar do
genoma ancestral da soja moderna ter sofrido duplicacdo e diversificacdo. Ainda,
entre feijdo-caupi e o feijdo-aspargo (V. unguiculata ssp. sesquipedialis) foi
observada uma conservag¢do do genoma em grande escala, evidenciando um grau

de parentesco muito préximo entre os referidos feijdes (Xu et al., 2011).

2.5. Hibridizacgéo in situ fluorescente (FISH)

A técnica de FISH (Fluorescent In Situ Hybridization - Hibridizacdo In Situ
Fluorescente) permite a identificacdo e a localizacdo de sequéncias de DNA ao longo
dos cromossomos. A técnica consiste basicamente na desnaturacdo e hibridizacao

do &cido nucleico alvo com uma sonda adequada (DNA ou RNA conhecido e
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previamente marcado), permitindo a localizagdo in situ de sequéncias de acidos
nucleicos nos cromossomos, citoplasma, organelas e tecidos. Varios tipos de sondas
podem ser marcadas e utilizadas na hibridizacdo in situ, como as sequéncias
repetitivas organizadas em tandem (por exemplo, DNAr 45S e 5S), sequéncias
repetitivas dispersas (como elementos transponiveis) e sequéncias de copia Unica
(Guerra, 2004).

Atualmente, a FISH vem sendo utilizada na hibridizacdo de nucleos
interfasicos, cromossomos mitGticos e meidticos, como também em fibras de DNA
estendidas, permitindo distinguir e identificar cromossomos individuais, integrar
grupos de ligagdo a cromossomos especificos, comparar distancias fisicas e
genéticas, analisar a distribuicdo de DNA repetitivo ao longo do genoma, localizar
genes ou sequéncias especificas de DNA nos cromossomos, determinar as origens
de genomas de hibridos e auxiliar na taxonomia (De Jong et al.,1999; Jiang e Gill,
2006; Ohmido et al., 2010; Heslop-Harrison e Schwarzacher, 2011; Guerra, 2012).

Véarias sondas podem ser detectadas em um mesmo Ccromossomo,
possibilitando que seja determinada a ordem fisica das sequéncias e,
consequentemente, permitindo a construcdo de mapas citogenéticos, principalmente
através da técnica de BAC-FISH (Bonifacio et al., 2012; Peters et al., 2012; Szinay et
al., 2012).

A localizacao in situ de sequéncias cOpia Unica ou pouco repetitivas, menores
gue 10 kb, em cromossomos metafasicos, foi facilitada pelo desenvolvimento de
bibliotecas BAC. Clones tipo BAC contendo marcadores genéticos podem ser
selecionados e multiplicados, e seus respectivos BACs podem ser extraidos,

marcados e hibridizados in situ, permitindo a integracdo dos mapas genético e
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citogenético (Fonséca et al.,, 2010). A técnica de BAC-FISH tem auxiliado na
integracdo de mapas genéticos e cromossdmicos e em analises citogenéticas
comparativas, contribuindo para a estimativa do nivel de conservacdo da ordem
génica em diferentes espécies e para fornecer um maior nimero de marcas,
aumentando a informacéo sobre a organizacdo e evolucdo dos genomas (Yu et al.,
2012). Adicionalmente, tem permitido entender de forma mais aprofundada o
processo de evolucdo cariotipica, baseando-se na identificacdo de rearranjos

estruturais, numericos e evolucdo de sequéncias (Mandakova e Lysak, 2008).

2.6. Integracédo de mapas genético e citogenético

A integracdo de mapas mediante BAC-FISH tem permitido a identificacdo de
possiveis distorcdes entre as distancias genéticas e fisicas. Tais distor¢cdes estédo
relacionadas a existéncia de hotspots, regides-alvo de recombinacdo, onde a
probabilidade de ocorrer crossing-over € alta, e regides onde a recombinacédo é
suprimida pela presenca de heterocromatina, diminuindo a distancia entre os locos,
como ocorre nas regifes centroméricas e teloméricas (Saliba-Colombani et al.,
2000).

Um exemplo de integracdo de mapas em Fabaceae é descrito para P. vulgaris
(Pedrosa-Harand et al., 2009; Fonséca et al., 2010). Os autores construiram um
mapa citogenético para a referida espécie, utilizando marcadores genéticos
mapeados anteriormente em um mapa de ligacdo. Neste mapa, 115 marcadores Bng
presentes no mapa de ligacdo de Vallejos et al. (1992), além de 17 legume markers
contidos no mapa de ligacdo de Hougaard et al. (2008) foram selecionados para

localizagao in situ. Contudo, apenas 45 marcas puderam ser mapeadas, observando-
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se uma supressao da recombinacdo na regido pericentromérica, como também uma

maior taxa de recombinacéo ao longo dos bragos cromossémicos.

2.7. Caracterizacédo citogenética
2.7.1. Vigna unguiculata

A espécie V. unguiculata apresenta 613 Mb de acordo com Arumuganathan e
Earle (1991) e 587 Mb de acordo com http://data.kew.org/cvalues/, distribuidos em
2n = 22 cromossomos submetacéntricos e metacéntricos, relativamente pequenos
(1,25 a 2,1 um) e de dificil identificacao (Bortoleti et al., 2012). O sequenciamento do
genoma do feijdo-caupi (gendtipo africano 1T97K-499-35) encontra-se em
andamento. O mapa fisico de V. unguiculata reunird um conjunto de 43.717 BACs
sequenciados, cobrindo 11x o tamanho do genoma (Michael Timko, comunicacao
pessoal).

A coloracdo com os fluorocromos CMA3/DAPI (cujo objetivo € localizar regides
de heterocromatina constitutiva) revelou a presenca de bandas CMA3z'/DAPI, nas
regides subteloméricas de quatro pares cromossémicos (2, 3, 4 e 5), sendo
identificadas como AgNOR positivas (Galasso et al., 1993; 1995) e colocalizadas
posteriormente com sondas de DNAr 45S. Adicionalmente, a FISH revelou a
presenca de um sitio menor proximal no par cromossémico 10 ou 11 (Galasso et al.,
1995; Guerra et al., 1996; Choi et al., 2013). Os sitios de DNAr 5S foram localizados
no braco longo do par cromossémico 4, portador de DNAr 45S, bem como no bracgo
curto de outro cromossomo néo identificado. Em um estudo recente, Bortoleti et al.
(2012) identificaram os 11 pares cromossdmicos (A - K) de V. unguiculata,

classificando trés padrdes de bandas CMAs/DAPI. Bandas CMA;/DAPI°
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prevaleceram no cariotipo, estando distribuidas nas regi6es pericentroméricas de
todo o complemento cromossémico. Além das regides pericentroméricas, 0s pares
cromossémicos B e G apresentaram fortes bandas subteloméricas CMA3;"*/DAPI°
colocalizadas com sitios de DNAr 45S evidenciados na FISH. Adicionalmente, os
cromossomos D, F e J mostraram bandas CMA;'/DAPI colocalizadas com sitios de
DNAr 45S menores, distribuidas nas regides subteloméricas em D e J, e proximal, no
cromossomo F. Por fim, os sitios de DNAr 5S foram localizados nas regifes
terminais do braco curto dos cromossomos D e |I.

Outros estudos citogenéticos encontram-se descritos para a caracterizacéo
cromossomica do feijdo-caupi, como o uso de sondas de DNA satélite (Galasso et
al., 1995) e retroelementos (Galasso et al., 1997; Bortoleti, 2010). Galasso et al.
(1995) isolaram e caracterizaram uma sequéncia de DNA repetitivo (Dral) do genoma
de V. unguiculata, a qual hibridizou nas regides pericentroméricas de todos o0s
cromossomos do feijdo-caupi, colocalizando com as bandas C, destacadas por
Galasso et al. (1993). A referida sequéncia foi espécie-especifica, ndo sendo
detectada por Southern Blot em outras espécies de Vigna e em outras leguminosas.
Galasso et al. (1997) amplificaram os fragmentos do dominios RT (Reverse
Transcriptase; Transcriptase Reversa) de retrotransposons Tyl-copia-like a partir dos
genomas de V. unguiculata, V. unguiculata subsp. dekindtiana, V. luteola e V.
vexillata, visualizando suas respectivas localizacbes in situ, estando dispersos
uniformemente em todos 0s cromossomos, com excecao das regibes centroméricas,
subteloméricas e das RONs. Ainda, Bortoleti (2010) amplificou os dominios RT de
Tyl-copia-like e Ty3-gypsy-like a partir do genoma de V. unguiculata e hibridizados

in situ em alguns representantes dos géneros Glycine L., Phaseolus L. e Vigna SAVI.
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Nos cromossomos do feijao-caupi, a FISH evidenciou a presenca de sinais dispersos
e pericentroméricos, utilizando ambos os retroelementos.

Embora alguns mapas genéticos tenham sido construidos para o feijao-caupi
(Menéndez et al., 1997; Ouédraogo et al., 2002; Muchero et al., 2009; Lucas et al.,
2011), até o momento, nenhum estudo relacionado a integracdo de mapas genético
e citogenético foi publicado, ndo sendo possivel associar 0S cromossomos a seus

respectivos grupos de ligacao.

2.7.2. Phaseolus vulgaris

O feijdao comum apresenta 637 Mb de tamanho gendomico de acordo com
Arumuganathan e Earle (1991) e 587 Mb de acordo com http://data.kew.org/cvalues/,
distribuidos em 2n = 22 cromossomos relativamente pequenos (1,5 a 3 um), havendo
uma predominancia de morfologias metacéntrica e submetacéntrica (Sarbhoy, 1978;
Moscone et al.,, 1999; Mercado-Ruaro e Delgado-Salinas, 2000). Schlueter et al.
(2008) publicaram um rascunho do mapa fisico construido para o feijdo-comum,
contudo até o momento seu genoma nao foi totalmente sequenciado.

Almeida (2006) individualizou os 11 pares cromossémicos de P. vulgaris
através da coloragdo com CMA3/DAPI e hibridizacdo com DNAr 45S e 5S. Os
cromossomos 1, 5, 7 e 11 apresentaram bandas CMA3" na regido pericentromérica,
apresentando-se mais extensas no braco longo. O par 10 apresentou uma banda
pericentromérica e uma banda terminal no brago longo. Este mesmo par € portador
de DNAr 45S e 5S no brago longo. Nos pares 6 (portador de DNAr 45S e 5S em
bracos opostos) e 9 (portador de DNAr 45S), a coloragdo com CMA3; marcou toda a

regido pericentromérica e o brago curto. Os pares 2 e 3 tiveram uma banda proximal
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no braco longo. Os pares 4 e 8 tiveram bandas na regido pericentromérica de ambos
0os bracos. Com relacdo a distribuicdo do DNAr, Pedrosa-Harand et al. (2006)
avaliaram a variacdo de sitios de DNAr 5S e 45S em 37 acessos selvagens e
domesticados do feijdo comum, representantes do pool génico Mesoamericano e
Andino. Os dois sitios de DNAr 5S mostraram-se bastante conservados dentro da
espécie, enquanto houve uma grande variagdo no nimero de locos de DNAr 45S,
em sua posic¢ao e no numero de repeticdes por loco. Observou-se a presenca de 3-4
e 6-9 sitios, para os representantes Mesoamericanos e Andinos, respectivamente,
sugerindo que mecanismos de recombinacgéo ectopica entre regides cromossémicas
terminais seriam responsaveis pela génese da variacdo observada.

A técnica de FISH também foi utilizada para localizacado de outras sequéncias
repetitivas nos cromossomos do feijao comum. Recentemente, Richard et al. (2013)
isolaram e caracterizaram uma sequéncia de DNA satélite género-especifica (Khipu)
presente nas regides subteloméricas do feijoeiro, contudo distribuida de forma
desigual entre cromossomos ndao homologos. Esta distribuicdo corrobora com o fato
gue as regides subteloméricas dos cromossomos sao dinamicas e possuem rapida
evolucdo. Adicionalmente, Ribeiro et al. (2011) também isolaram e caracterizaram, a
partir dos conjuntos génicos Mesoamericano e Andino de P. vulgaris, uma nova
familia de DNA repetitivo, denominada PvMeso. Esta sequéncia possui uma
localizacdo terminal nos cromossomos do feijoeiro e parece ter sido amplificada
recentemente ao longo da evolucdo do genoma no género Phaseolus.

Os cromossomos do feijdo comum puderam ser identificados corretamente
devido a integragdo dos mapas geneético e citogenético, relacionando todos os

grupos de ligacdo a seus respectivos cromossomos (Pedrosa-Harand, et al., 2009;
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Fonséca et al., 2010). Além disso, analises de sintenia interespecifica em Phaseolus
foram recentemente realizadas mediante BAC-FISH utilizando sequéncias Unicas de
P. vulgaris em P. lunatus e P. microcarpus (Bonifacio et al., 2012; Almeida e

Pedrosa-Harand, 2013; Fonséca e Pedrosa-Harand, 2013).
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral
Realizar um estudo gendmico comparativo entre Vigna e Phaseolus, mediante
localizagdo in situ de sequéncias de P. vulgaris em cromossomos de V.

unguiculata, a fim de colaborar para o entendimento das relacbes de

macrossintenia existente entre os dois géneros.

3.2 Objetivos especificos

1. Obter um mapa citogenético para V. unguiculata, mediante FISH de BACs
contendo fragmentos de DNA dos 11 cromossomos de P. vulgaris.

2. Comparar 0 mapa citogenético gerado para V. unguiculata com os existentes
na literatura para P. vulgaris, P. lunatus e P. microcarpus, a fim de observar as

relacBes macrossinténicas entre espécies de ambos 0s géneros.
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4. Materiais e métodos

4.1. Material vegetal

Sementes de V. unguiculata cv. BR14-mulato e P. vulgaris cv. BRS-Esplendor
foram obtidas a partir da Embrapa Meio-Norte (Teresina, Brasil) e Embrapa Arroz e
Feijao (Santo Antdnio de Goias, Brasil), respectivamente, e multiplicadas pelo IPA

(Instituto Agronémico de Pernambuco, Recife, Brasil).

4.2. Preparagdo cromossOomica

Para as preparacbes cromossOmicas mitoticas, pontas de raizes obtidas a
partir de sementes recém-germinadas foram pré-tratadas com 8-hidroxiquinoleina
(8HQ) a 2 mM, a 18 °C por 4,5 h, fixadas em metanol: acido acético (3:1; v/v) por 6 h
a temperatura ambiente e armazenadas a - 20 °C. Em seguida, foram lavadas trés
vezes em agua destilada e digeridas em solucdo de celulase 2% (p/v, Onozuka,
solucdo de R-10, Serva) e pectinase 20% (v/v, Sigma-Aldrich) durante 4 h a 37 °C.
Para a preparacdo das laminas seguiu-se o procedimento descrito por Carvalho e
Saraiva (1993). As laminas foram coradas com solucdo de DAPI (2 pg/mL):glicerol
(1:1; v:v) para permitir a selecdo das melhores Iaminas. Posteriormente, foram
descoradas em etanol:acido acético (3:1; v:v) por 30 min, e transferidas para etanol
absoluto por 1 h, ambos a temperatura ambiente. Apds secagem ao ar, as melhores
laminas foram armazenadas a -20 °C para uso na FISH.

Para cromossomos paquiténicos, botdes florais foram fixados em etanol: 4cido
acético glacial (3:1, v/v), durante 6 h a temperatura ambiente e armazenados a -20

°C. Em seguida, foram digeridos em 2% (p/v) de celulase Onozuka R-10 (Serva), 1%
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(p/v) pectoliase (Sigma-Aldrich), e 1% (p/v) citohelicase (Sigma-Aldrich) durante 4 h a
37 °C, as anteras foram esmagadas em &cido acético a 45% e as laminas
congeladas em nitrogénio liquido para remocdo das laminulas. A selecdo das

laminas foi realizada como descrito anteriormente.

4.3. Sondas de DNA

Clones BAC da biblioteca gendmica de P. vulgaris ‘BAT93’ Hindlll (Kami et al.,
2006) foram previamente selecionados em filtros de alta densidade por meio de
marcadores geneticamente mapeados (Bng, clones plasmidiais do genoma do feijao,
provenientes do mapa da Universidade da Flérida, Vallejos et al., 1992) e "legume
markers" mapeados em Hougaard et al. (2008), como descrito por (Pedrosa-Harand
et al., 2009; Fonséca et al., 2010). Adicionalmente, um clone bacteri6fago mapeado
para um loco de resisténcia a antracnose também foi utilizado neste trabalho
(Fonséca et al., 2010). Trinta e sete clones de P. vulgaris (Pv) contendo marcadores
pertencentes aos 11 grupos de ligacdo (GL)/ cromossomos (H/ Pvl; D/ Pv2; C/ Pv3;
B/ Pv4; E/ Pv5; G/ Pv6; Al Pv7; F/ Pv8; K/ Pv9; I/ Pv10; J/ Pv1l) foram utilizados para
a hibridizacdo in situ em cromossomos mitéticos metafasicos de V. unguiculata
(Tabela 1). Estes clones foram selecionados por terem sido previamente localizados
in situ em cromossomos de espécies de Phaseolus. Adicionalmente, R2, um
fragmento de 6,5 Kb, contendo a unidade de repeticdo de DNAr 18S-5,8S-25S,
oriunda de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (Wanzenbock et al., 1997) e D2, um
fragmento de 400 pb contendo duas unidades de repeticdo de DNAr 5S, proveniente
de Lotus japonicus (Regel) K. Larsen (Pedrosa et al., 2002), foram utilizados como

sondas, o que contribuiu para a identificacdo dos cromossomos de V. unguiculata. O
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DNA dos clones BACs, bacteriéfago e plasmidiais foram isolados com o Plasmid Mini
Kit (Qiagen), de acordo com as instru¢cdes do fabricante. Os clones BACs e
bacteriéfago selecionados, DNAr 45S e 5S foram marcados por nick translation com
Cy3-dUTP (Jena Bioscience), digoxigenina-11-dUTP (Roche) e biotina-11-dUTP

(Roche), respectivamente.

4.4. FISH

Os preé-tratamentos da FISH e as lavagens pos-hibridizacdo foram baseados
em Pedrosa et al. (2009), no qual a lavagem de estringéncia (77%) foi realizada em
0,1x SSC a 42 °C. A desnaturacdo dos cromossomos e das sondas foram efetuados
de acordo com Heslop-Harrison et al. (1991). Para BACs com resultado de auséncia
de sinal, também foram testadas as estringéncias de 52% e 65%. As misturas de
hibridizacdo consistiram de formamida 50% (v/v), sulfato de dextran 10% (p/v), 20x
SSC e 1-5 ng/uL de sonda e foram desnaturadas a 75 °C durante 10 min. Para
alguns clones, a fracdo Cot—100 de P. vulgaris foi adicionada em proporc¢des de 5x,
20x, 30x ou 50x concentrada com o intuito de bloquear sequéncias repetitivas
(Tabela 1). A obtencao da referida fracao foi realizada segundo o protocolo de Zwick
et al. (1997). Cada lamina recebeu 10 uL da mistura de hibridizacdo e foi hibridizada
durante pelo menos 24 h a 37 °C. As sondas marcadas com digoxigenina e biotina
foram detectadas usando antidigoxigenina conjugada com rodamina (Roche) e
estreptavidina conjugada com Alexa Fluor (Invitrogen), respectivamente, em BSA 1%
(p/v). Todas as preparacoes foram montadas com 2 pg/mL de DAPI em Vectashield

(2:1, viv) (Vector). Rehibridizagbes sequenciais de laminas para localizagdo de
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sequéncias de DNA diferentes na mesma célula foram realizadas em até trés vezes,

de acordo com Heslop-Harrison et al. (1992).

4.5. Analise dos dados

Imagens das melhores células foram obtidas utilizando microscopio de
epifluorescéncia Leica DMLB, camera Leica DFC 340FX e software CW 4000 da
Leica. As imagens foram pseudocoloridas e otimizadas para melhor brilho e
contraste com o Adobe Photoshop CS4 (Adobe Systems Incorporated).

A construgdo do idiograma dos cromossomos de V. unguiculata (Vu) foi
realizada de acordo com Pedrosa-Harand et al. (2009) e Fonséca et al. (2010),
utilizando ferramentas do programa Image tool 3.0. Apdés identificacdo dos
cromossomos por FISH, o tamanho relativo dos cromossomos e a razédo dos bragos
foram calculados com base em medi¢cdes do comprimento total dos cromossomos e
dos bragcos cromossdmicos de cinco metafases mitdticas apés coloracdo com DAPI.
A distancia entre o teldbmero do brago curto e o centro do sinal e 0 comprimento total
das cromatides também foram medidas. Em seguida, a posicao relativa do sinal ao
longo das cromatides foi determinada como um resultado da relacdo entre a primeira
e a segunda medicdo. A parte superior do braco curto convencionalmente foi
determinada como 0 (zero) e a parte inferior do braco longo foi convencionalmente
determinada como 1 (um). O valor final foi composto por uma média de medicdes
realizadas em 10 cromatides de células selecionadas. Os cromossomos de V.
unguiculata foram classificados de acordo com seu tamanho (em ordem

decrescente) e identificados por letras, de acordo Bortoleti et al. (2012).
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Tabela 1. Lista de 37 clones de Phaseolus vulgaris, com seus respectivos cromossomos (Pv)/grupos

de ligacdo (LG), marcas Bng e Leg, FISH em P. vulgaris e em Vigna unguiculata (com ou sem DNA

bloqueador).

Cromossomo/
LG/

Marcador
Molecular

BAC/ Localizagéo in situ em P. vulgaris
(com ou sem adi¢cdo da fragcdo Cyt-100)

Localizacdo in situ em V.
unguiculata (com ou sem
adicdo da fragcdo Cot-100)

Pv1/ B1%,H?

Pv2/ B2,D

Pv3/ B3,C

Pv4/ B4,B

Pv5/ B5,E

Pv6/ B6,G

Pv7/ B7,A

Pv8/ B8,F

Pv9/ B9,K

Bng413
Bng1712
Bng1732
Bng 452
Bng 572
L188%
L2242
4-Gm*
Bng16>
Bng332
Bng106>
Bng1512
Bng1842
Bng 493
Bng 1332
Bng 1523
Bng 95°
Bng 2023
Bng 282
Bng 282
Bng 422
Bng 472
Bng 1912
Bng582
Bng1382
Bng 22
L1594
L2074

221F15/ Proximal curto (20x)
38C24/ Terminal longo (0x)
257L12/ Terminal longo (0x)
225P10/ Terminal longo (0x)
14F2/ Subtelomérico (100x)
127F19/ Intersticial longo (0x)
17P14/ Subtelomérico (0x)
21N14/ Intersticial longo (80x)
267H4/ Intersticial curto (50%)
174E13/ Terminal longo (0x)
147K17/ Intersticial curto (0x)
221J10/ Intersticial curto (50x)
190C15/ Intersticial longo (50x%)
36H21/ Intersticial longo (70x)
230M2/ Pericentromérico (0x)
19302/ Pericentromérico (0x)
121F15/ Intersticial longo (0x)
18B15/ Terminal longo (0x)
12M3/ Pericentromérico (0x)
22121/ Intersticial longo (50x)
193F10/ Terminal curto (5x%)
267K20/ Terminal longo (0x)
86117/ Subtelomérico (50x)
169G16/ Terminal longo (50x%)
177119/ Intersticial curto (0x)
224116/ Terminal longo (50x)
123022/Pericentromérico (50%)
16317/ Intersticial longo (20x)

Proximal curto (5x),Vuk?’
Terminal longo (50x%), VUG
Terminal longo (0x), VuG
Terminal curto (0x), VUA
Intersticial curto (0x), Vul

Terminal curto (50x), VUA
Auséncia de sinal Gnico (0x)
Auséncia de sinal Gnico (0x)

Intersticial curto (50%), VUA
Intersticial longo (0x), VUA
Proximal curto e longo (0x), VUA
Terminal curto (50%), VuH
Terminal curto (20x), VuH
Auséncia de sinal tnico (0x)
Auséncia de sinal tnico (0x)
Auséncia de sinal tnico (0x)
Auséncia de sinal tnico (0x)
Terminal curto (0x), VuB
Auséncia de sinal tnico (0x)
Terminal curto (0x), VUE
Auséncia de sinal tnico (0x)
Auséncia de sinal tnico (0x)

Terminal longo (0x), VUE
Terminal longo (50x%), VuK
Terminal longo (0x), VuC
Terminal curto (50x), VuF

Auséncia de sinal Gnico (0x)

Auséncia de sinal tnico (0x)
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Continuacéo Tabela 1...

Pv10/ B10,| Bng 200°
Bacterisfago®  Bng 200°
Bng 2182
Bng 2182

L1772

Pv11/ B11,J Bng 12
Bng 1122

Bng 252

L220%

173P6/ Intersticial longo (20x%)
$J19.12° Intersticial longo (0x)
63H06/ Subtelomérico (0x)
81A17/ Pericentromérico (0x)
119E19/ Subtelomérico (0x)
25D1/ Intersticial longo (60x)
179N14/ Terminal curto (0x)
255F18/ Intersticial curto (0x)
127J2/ Terminal longo (0x)

Auséncia de sinal Gnico (0x)
Intersticial longo (30x), VuD
Auséncia de sinal Unico (0x)
Auséncia de sinal Unico (0x)
Auséncia de sinal Gnico (0x)
Auséncia de sinal Gnico (0x)
Terminal longo (0x), Vul
Auséncia de sinal Gnico (0x)

Terminal curto (0x), Vul

L Grupos de ligagéo (LG) definidos por Freyre et al. (1998) para P. vulgaris.
2 Grupos de ligacao descritos por Vallejos et al. (1992) para P. vulgaris.

3 Marcas mapeadas em Fonséca et al. (2010) para P. vulgaris.
4 Legume markers mapeados em Hougaard et al. (2008) e Fonséca et al. (2010) para P. vulgaris.

®Marcas mapeadas em Pedrosa-Harand et al. (2009) para P. vulgaris.
® Clone bacteriéfago mapeado em Fonséca et al. (2010) para P. vulgaris.

 Cromossomos classificados de acordo com Bortoleti et al. (2012) para V. unguiculata.
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5. Resultados

Trinta e sete clones mapeados previamente nos cromossomos de P. vulgaris
(Pv) (Pedrosa-Harand et al., 2009; Fonséca et al., 2010) foram hibridizados in situ em
cromossomos metafésicos de V. unguiculata (Vu, 2n = 22, morfologia metacéntrica e
submetacéntrica) (Tabela 1; Figuras 1, 2 e 3). Dos 37 clones, 20 apresentaram
marcacao Unica localizadas em dez cromossomos de V. unguiculata de forma
satisfatoria e 17 ndo apresentaram sinal Unico, revelando marcac¢des dispersas muito
fracas. Para BACs com auséncia de sinal unico foram realizadas FISH a 52% e 65%
de estringéncia, contudo nenhum sinal Unico foi visualizado. Adicionalmente, para os
BACs 17P14 (Pv2), 121F5 (Pv6) e 25D1 (Pv11) foram observadas fortes marcagoes
dispersas principalmente nas regides terminais sob a estringéncia de 52%. E
importante ressaltar que todas as sondas hibridizadas foram testadas previamente
em laminas de P. vulgaris como controle positivo para confirmacdo da presenca de
sinal Unico. Para nove clones [38C24 e 221F15 (Pv1), 127F19 (Pv2), 267H4 (Pv3),
190C15 e 221J10 (Pv4), 169G16 (Pv8), 224116 (Pv9) e SJ19.12 (Pv10)], o DNA
bloqueador (fracdo Cot-100) em excesso de 5x, 20x, 30x ou 50x foi adicionado a
mistura de hibridizacao (ver Tabela 1), uma vez que, em P. vulgaris, a maioria destes
clones apresentaram marcacfes dispersas ao longo dos cromossomos ha auséncia
da fracdo Cot (Pedrosa-Harand et al., 2009; Fonséca et al., 2010).

Trés BACs pertencentes a Pvl (Fonséca et al., 2010) foram hibridizados in
situ em dois cromossomos de V. unguiculata (Vu) (Tabela 1; Figura 1a, b; Figura 3a).
O BAC 257L12 (terminal, braco longo de Pvl) apresentou marcagéo terminal no

braco longo de um par de V. unguiculata portador de DNAr 45S no brago curto
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(VuG). O BAC 38C24 (terminal, bracgo longo de Pv1l) foi localizado adjacente ao BAC
257L12, em posicdo mais proximal que este, também em VuG (Figuras la, b; 3a). O
terceiro BAC de Pvl (221F15, proximal, braco curto), por sua vez, apresentou um
sinal Unico proximal no braco curto de outro pequeno par cromossdmico (VuK),
juntamente com o BAC 169G16 (terminal, braco longo de Pv8), que hibridizou na
regido terminal do brago longo de VuK (Figuras 2a, c; 3a). A presenca de dois BACs
de cromossomos diferentes (Pvl e Pv8) (Fonséca et al., 2010) em VuK sugere a
ocorréncia de um evento de translocacéo na divergéncia dos cromossomos dos dois
géneros (Figura 2c; 3a-b). O BAC 177119 (intersticial, braco curto de Pv8), por sua
vez, foi hibridizado em regido terminal do bragco longo de um terceiro par de V.
unguiculata (VuC) (Figuras 1b; 2a, c; 3a-b).

Dois BACs pertencentes a Pv2 foram hibridizados in situ no maior par
cromossomico de V. unguiculata (VuA), ndo portador de DNAr (Tabela 1; Figuras 1a,
c; 3a). O BAC 127F19 (intersticial, braco longo de Pv2) apresentou marcacao
terminal no brago curto de VUA, enquanto o BAC 225P10 (terminal, braco longo de
Pv2) apresentou sinal Unico terminal, sendo localizado anteriormente ao 127F19
(dados de P. vulgaris baseados em Fonséca et al.,, 2010). Ainda de Pv2, foi
hibridizado o BAC 14F2 (subtelomérico repetitivo em Pv, 100xCot). Este clone
(portador da marca Bng 57, localizado na regido terminal do grupo de ligacdo D, em
Pv2, Tabela 1) apresentou sinal unico intersticial no par cromossémico Vul (Figuras
la; 2f; 3a). Dois BACs de Pv1l também foram localizados em Vul. O clone 127J2
(terminal, braco longo de Pv11) foi hibridizado na regido terminal do brago curto de
Vul, enquanto que o BAC 179N14 (terminal, braco curto de Pv11) foi localizado na

regido terminal do brago longo (Figuras 2a, f; 3a). Com base nisso, sugere-se a
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ocorréncia de um evento de translocacao, envolvendo os cromossomos Pv2 e Pvll
ou VUA e Vul, ao longo da evolucgéo (Figura 2f; 3a-c). Ap0s rehibridizagdo com DNAr
45S e 58S, foi observado que Vul € portador de um pequeno sitio extra terminal de
DNAr 45S em seu brago curto, ndo descrito anteriormente na literatura (Galasso et
al., 1995; Guerra et al., 1996; Bortoleti et al., 2012; Choi et al., 2013). Este mesmo
cromossomo também é portador de DNAr 5S proximal no braco curto.

Trés BACs de Pv3 também foram hibridizados no maior par (VuA) (Tabela 1;
Figuras 1a, c, d; 3a). Isto indica, ao longo da evolugao cariotipica, a ocorréncia de
uma translocacdo envolvendo os cromossomos Pv2 e Pv3 em P. vulgaris ou
envolvendo VUA e um segundo cromossomo em V. unguiculata (Figuras 1c, d; 3a-b).
O BAC 267H4 (intersticial, braco curto de Pv3) (Pedrosa-Harand et al., 2009)
apresentou sinal unico em regiao intersticial no braco curto de VuA. O BAC 174E13
(terminal, braco longo de Pv3) apresentou marcacao intersticial no braco longo
também de VuA. Contudo, o BAC 147K17 (intersticial, braco curto de Pv3) mostrou
marcacdo duplicada em regides proximais do referido cromossomo. Um sitio foi
localizado no braco curto de forma proximal e adjacente a 267H4 e o outro no brago
longo, também proximal adjacente ao sitio 174E13. A posicao relativa entre 147K17
e 267H4 foi definida em BAC-FISH de cromossomos paquiténicos, onde
aparentemente ambos o0s marcadores flanqueiam a  heterocromatina
pericentromérica. Em paquiteno, também foi evidenciada uma duplicacéo local para
o sitio do BAC 147K17 adjacente a 267H4 (Figuras 1d). Em P. vulgaris (Pv3)
(Pedrosa-Harand et al., 2009), diferentemente, a posicao de 267H4 foi proximal em
relacdo 147K17, indicando uma inversdo paracéntrica para essas duas marcas em

relacdo a V. unguiculata, com auséncia de duplicacdo (Figura 1d; 3a-b). Com relacéo
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ao BAC 174E13 (também Pv3), este se mostrou intersticial no braco longo em VuA
ao invés de terminal, como observado em Pv3 (Pedrosa-Harand et al., 2009).

Dois BACs (221J10 e 190C15) localizados em regides intersticiais dos bragos
curto e longo de Pv4, respectivamente (Pedrosa-Harand et al., 2009), foram
hibridizados em VuH, ambos em regiédo terminal do brago curto (Figuras 1a, e; 3a). O
resultado sugere a ocorréncia de um evento de inversdo pericéntrica entre as duas
espécies (Figura le; 3a-c). Do cromossomo Pv6, foi mapeado um BAC em VuB. O
BAC 18B15 (terminal, braco longo de Pv6) apresentou sinal Unico na regiao terminal
do braco curto do segundo maior par cromossémico, portador de um grande bloco de
DNAr 45S, terminal, em seu braco longo (Tabela 1; Figuras 1a, f; 3a). De Pv7, dois
BACs foram hibridizados. O BAC 22121 (intersticial, bragco longo de Pv7) apresentou
marcacdo na regido terminal do braco curto, enquanto o BAC 86117 (subtelomérico
repetitivo em Pv7) foi localizado terminalmente no braco longo em VUE (Tabela 1;
Figuras 2a, b; 3a). De Pv9, o BAC 224116 (terminal, braco longo de Pv9) apresentou
marcacOes dispersas que dificultaram a visualizacdo da marcacdo BAC como sinal
unico. Apos a adicdo da fracdo Cot-100, em excesso de 50x, foi possivel mapear
esta marca na regiao terminal do braco curto em VuF (Tabela 1; Figuras 2a, d; 3a).
Este cromossomo é portador de um pequeno sitio proximal de DNAr 45S nem
sempre perceptivel, localizado no braco longo.

De Pv10 foi hibridizado o clone bacteriéfago SJ19.12 (intersticial, braco longo
de Pv10) correspondente a um loco de resisténcia a antracnose. Esse clone foi
localizado, muito fracamente, na regido intersticial do braco longo de VuD, apd0s uso
da fragdo Cot-100 em excesso de 30x (Tabela 1; Figuras 2a, e; 3a). Este par

cromossémico é portador de DNAr 45S (terminal, brago longo) e 5S (intersticial,
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braco curto), em bragcos opostos. Este par possui um pequeno sitio adicional de
DNAr 45S, adjacente ao grande bloco terminal no brago longo, ndo perceptivel em
alto grau de condensacgdo por sua juncdo com o bloco maior adjacente. Este
pequeno sitio ndo foi descrito anteriormente na literatura.

Com relacdo aos sitios de DNAr, V. unguiculata apresentou quatro e 14 sitios
de DNAr 5S e 45S, em quatro e 12 cromossomos, respectivamente. Enquanto, P.
vulgaris cv. BRS Esplendor (pool génico Mesoamericano) apresentou quatro e seis
sitios de DNAr 5S e 45S, respectivamente. Os pares cromossoémicos VuB, VuD e
VUF apresentaram sitios de DNAr, da mesma forma que o observado para seus
respectivos cromossomos homeologos em Phaseolus (Pv6é, Pvli0 e Pv9), com
algumas modificacdes (Fonséca et al.,, 2010; Bonifacio et al., 2012; Fonséca e
Pedros-Harand, 2013). Por outro lado, os sitios em VuG e Vul ndo foram presentes
em seus provaveis homeologos (Pvl e Pvll, respectivamente). Adicionalmente, 0s
sitios extras que nado haviam sido reportados anteriormente na literatura para V.
unguiculata, observados em VuD e Vul, podem ser decorrentes do uso de uma
sonda mais eficiente, como consequéncia de um aumento na quantidade de DNA
polimerase durante a marcacdo da sonda por nick translation.

De forma geral, além de translocacfes, inversfes e duplicacdes, outros
rearranjos cromossémicos parecem ter ocorrido ao longo da evolucdo cariotipica
desses legumes, uma vez que os clones BACs 127F19 e 225P10 (Pv2-VuA), 147K17
e 174E13 (Pv3-VuA), 190C15 e 221J10 (Pv4-VuH), 18B15 (Pv6-VuB), 22121 (Pv7-
VUE), 177119 (Pv8-VuC), 224116 (Pv9-VuF), 127J2 e 179N14 (Pv11-Vul) foram
hibridizados em posi¢cdes ou cromossomos morfologicamente diferentes quando

comparado a Pv (Tabela 1; Figura 3a).
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Figura 1. Localizac&o in situ de treze BACs geneticamente mapeados em Phaseolus vulgaris em
cromossomos mitéticos de Vigna unguiculata (Vu) contracorados com DAPI (pseudocolorido em
cinza). (a) Cromossomos de V. unguiculata (VuA, VuB, VuG, VuH, Vul, VuK) hibridizados com BACs
provenientes de seis cromossomos de P. vulgaris (Pvl, Pv2, Pv3, Pv4, Pv5 e Pv6; Pedrosa-Harand et
al., 2009; Fonséca et al., 2010). Os BACs marcados com Cy3-dUTP foram pseudocoloridos em
diferentes cores. (b) 257L12 (azul escuro), 38C24 (rosa) e DNAr 45S (verde) mapeados em VuG e
177119 (amarelo) em VuC. (¢) BACs em VuA: 127F19 (vermelho), 225P10 (azul escuro) e 174E13
(azul claro). (d) BACs em VuA: 267H4 (amarelo), 174E13 (azul claro) e 147K17 (rosa). A cabeca de
seta indica uma duplicacdo local e "D" uma duplicagdo no braco longo no cromossomo paquiténico
VUA. (e) BACs em VuH: 221J10 (amarelo) e 190C15 (azul). (f) BACs em VuB: 18B15 (roxo) e DNAr
45S (verde). As insercdes tracejadas em b, ¢ e d mostram um cromossomo de outra célula, indicando
a posicao relativa dos dois BACs. A barra em a representa 2,5 um; em d (para 0 cromossomo
paquiténico) e f (para as figuras b-f) representam 5 pm.

33



Pv7 2212186117 | Pv8 177119 169G16 | Pv9 224I116 45S | Pv10 SJ19.10 45S 5S Pv11 127J2 179N14 45S &S

¢

- f
.'. - - &

VuD VuD VuD

177119

221F15 B

& SJ19.10

& 455

Figura 2. Localizag&o in situ de nove BACs e um clone bacteriéfago geneticamente mapeados em
Phaseolus vulgaris em cromossomos mitéticos de Vigna unguiculata (Vu) contracorados com DAPI
(pseudocolorido em cinza). (a) Cromossomos de V. unguiculata (VuC, VuD, VuE, VuF, Vul)
hibridizados com BACs provenientes de cinco cromossomos de P. vulgaris (Pv7, Pv8 , Pv9, Pv10 e
Pv11; Pedrosa-Harand et al., 2009; Fonséca et al., 2010). Os BACs marcados com Cy3-dUTP foram
pseudocoloridos em diferentes cores. (b) BACs mapeados em VUE: 22121 (laranja) e 86117 (azul). (c)
BACs mapeados em VuK: 221F15 (azul) e 169G16 (vermelho), e para VuC: 177119 (amarelo). (d)
BAC mapeado em VuF: 224116 (rosa) e DNAr 45S (verde). (e) Bacteri6fago mapeado em VuD:
SJ19.10 (azul), DNAr 45S (verde) e DNAr 5S (vermelho). (f) BACs mapeados em Vul: 14F2 (rosa),
12732 (roxo), 179N14 (azul), DNAr 45S (verde) e DNAr 5S (vermelho). Os insertos tracejados em b, e
e f correspondem a um cromossomo de outra célula, indicando a posicao relativa das marcas. A seta
no inserto em e destaca o pequeno sitio extra de DNAr 45S. A barra em a representa 2,5 um; em f
representa 5 pm.
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Figura 3. Representacdo esquemética do mapeamento comparativo de 11 cromossomos de Vigna
unguiculata (Vu) hibridizados com 19 BACs e um clone bacteri6fago provenientes dos 11
cromossomos de Phaseolus vulgaris (Pv) (a) e os possiveis rearranjos em relacdo a seis
cromossomos de P. vulgaris encontrados por BAC-FISH (b, ¢, d). As marcas evidenciadas para P.
vulgaris foram modificadas a partir de Pedrosa-Harand et al. (2009) e Fonséca et al. (2010). Foram
observados quatro tipos de rearranjos cromossdmicos: (b e c) translocages (T); (c) duplicagdo para o
BAC 147K17 (D) e inversao paracéntrica (Ipa) e (d) inverséo pericéntrica (Ipe). *Os BACs 14F2 (Bng
57, terminal no grupo de ligacdo D - Vallejos et al.,1992) representado em bege e 86117 (Bng 191,
terminal no grupo de ligacdo A - Vallejos et al.,1992) representado em azul ndo foram mapeados
como sinal Unico para Pv2 e Pv7, respectivamente (subteloméricos repetitivos). O BAC 14F2 foi
representado como um provavel sinal Unico terminal em Pv2 e o BAC 86117 foi posicionado como
sinal Unico em Pv7, de acordo com a localizagcdo do mesmo em P. lunatus (Almeida e Pedrosa-
Harand, 2013).
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6. Discussao

A técnica BAC-FISH utilizando sequéncias de DNA de P. vulgaris previamente
selecionadas e mapeadas (Pedrosa-Harand et al., 2009; Fonséca et al.,, 2010) e
utilizadas como sondas em cromossomos de V. unguiculata possibilitou o
reconhecimento dos 11 pares cromossémicos de V. unguiculata, os quais sao dificeis
de serem identificados por apresentarem tamanho e morfologia semelhantes
(Bortoleti et al., 2012). Este é o primeiro mapa fisico do caupi construido por BAC-
FISH. Como o genoma montado de V. unguiculata ainda n&o esta disponivel, a FISH
de sequéncias de P. vulgaris pode ser considerada alternativa eficaz para a analise
da macrossintenia entre os cromossomos das duas espécies, colaborando para
estudos de sintenia e para o entendimento da evolugéo cariotipica do grupo.

As leguminosas tém sido objeto de extensas pesquisas gendémicas, incluindo
sequenciamento completo, construcdo de bibliotecas BAC, uso de marcadores
moleculares e analises de transcriptoma, o que tem colaborado para o entendimento
de suas relacdes interespecificas e intergenéricas (Diouf, 2011; Young e Bharti,
2012; Ferreira-Neto et al., 2013; Iwata et al., 2013; Varshney et al., 2013). Diversos
estudos tém mostrado uma macrossintenia entre as leguminosas, com poucos
rearranjos cromossémicos entre espécies do mesmo género, como observado, por
exemplo, para Glycine max (Gm) e G. soja, (Findley et al., 2010) e para P. vulgaris e
P. lunatus em estudos citocomparativos (Bonifacio et al., 2012; Almeida e Pedrosa-
Harand, 2013). Mesmo entre P. vulgaris e P. microcarpus (espécie filogeneticamente
mais distante, Delgado-Salinas et al., 2006) foi observada uma forte sintenia com

apenas trés quebras de colinearidade (Fonséca e Pedrosa-Harand, 2013).
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Em leguminosas de géneros distintos, uma sintenia parcial dos genomas vem
sendo descrita em estudos envolvendo espécies com niveis de ploidia, tempos de
divergéncia, numeros cromossémicos e tamanhos do genoma distintos
(Arumuganathan e Earle et al., 1991; Choi et al., 2004; Stefanovic et al., 2009; Sato
et al., 2010; Bordat et al.,, 2011; Shirasawa et al., 2013; http://comparative-
legumes.org/). Por exemplo, comparando mapas genéticos de espécies pertencentes
ao clado Phaseoloids, foi observada uma extensa macrossintenia entre P. vulgaris e
G. max (Mcclean et al., 2010), bem como entre V. unguiculata e G. max (Muchero et
al., 2009; Lucas et al., 2011).

Contudo, analises de sintenia semelhantes as descritas acima ainda néo estéo
disponiveis na literatura para os genomas de P. vulgaris e V. unguiculata. As
comparacdes em relacdo a P. vulgaris se restringem a V. radiata (Vr) (Boutin et al.,
1995; Choi et al., 2004), uma espécie localizada em posi¢cdo basal em relagéo a V.
unguiculata no género Vigna (Simon et al., 2007; Delgado-Salinas et al., 2011). Na
comparacao entre os cromossomos Pvl e Pv8 de P. vulgaris e Vr2 e Vr6 de V.
radiata, por exemplo, uma translocacéo reciproca entre os cromossomos Pvl e Pv8
também foi sugerida por Choi et al. (2004) de modo semelhante ao observado no
presente trabalho para Pvl e Pv8 em relacdo a VuK de V. unguiculata. Uma
diferenca em relagcdo a V. radiata € que, em V. unguiculata, outras alteracdes devem
ter ocorrido envolvendo um terceiro cromossomo (VuC) na divergéncia em relacao a
P. vulgaris. Os referidos eventos de translocacdo devem ser posteriores a
divergéncia de Phaseolus e Vigna, e, caso tenham ocorrido na linhagem que deu
origem a Phaseolus, teriam que ter ocorrido no inicio da diversificacdo do género,

uma vez que as marcas sao colineares em P. vulgaris (Pedrosa-Harand et al., 2009;
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Fonséca et al., 2010), P. lunatus (Bonifacio et al., 2012; Almeida e Pedrosa-Harand,
2013) e P. microcarpus (Fonséca e Pedrosa-Harand, 2013). O mesmo é verdadeiro
para as demais translocagbes observadas neste trabalho, envolvendo os
cromossomos Pv2 e Pv3 em relagdo a VUA e entre Pv2 e Pvll, em relagéo a Vul,
bem como as inversdes paracéntricas e pericéntricas, observadas em VUuA (com
BACs de Pv3) e em VuH (com BACs de Pv4), respectivamente, que nao foram
relatadas na literatura.

Com base no estudo de Boutin et al. (1995), o Bngl06 (BAC 147K17),
envolvido em uma duplicacdo em V. unguiculata (VuA), parece ndo estar duplicado
em V. radiata, mas aparentemente fora de ordem em relacdo as demais marcas do
bloco conservado do grupo de ligacdo C (Pv3) associado ao LG1 de V. radiata.
Nesse caso, 0 evento de duplicacdo em V. unguiculata seria aparentemente posterior
a divergéncia das duas espécies de Vigna. Em Phaseolus, P. vulgaris e P. lunatus
mostram apenas uma copia unica do referido BAC (Bonifacio et al., 2012; Almeida e
Pedrosa-Harand, 2013). Por outro lado, P. microcarpus (espécie selvagem mais
distante filogeneticamente) evidencia uma inversao pericéntrica em relacdo as duas
espécies de Phaseolus bem como uma duplicacdo e transposicdo para 147K17,
porém em par cromossodmico diferente (Pm6, em adicdo ao Pm3) (Fonséca e
Pedrosa-Harand, 2013). As duplicacBes em ambas as espécies parecem ter ocorrido
de forma independente, embora essa regido pareca ser um sitio quente para
duplicacoes.

No cromossomo VUA, por exemplo, as marcas duplicadas flanqueiam uma
regido de heterocromatina pericentromérica, caracterizada anteriormente por FISH

pela presenca de DNA satélite (Dral), microssatélites e retroelementos (Galasso et
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al., 1995; Bortoleti, 2010). Estas sequéncias apresentam uma habilidade de serem
modificadas, amplificadas e/ou eliminadas em um intervalo de tempo evolutivo
rapido, por diferentes mecanismos como crossing-over desigual, conversdo génica,
slippgage da maquinaria de replicacdo (DNA polimerase), replicacdo saltatoria e
amplificacdo em circulo rolante (Eickbush e Eickbush, 2007; Bhargava e Fuentes,
2009; Cohen e Segal, 2009). Dessa forma, as sequencias flaqueadoras dessa regido
poderiam sofrer modificagcdes tais como duplicacdes e/ou delecgdes.

Sequéncias repetitivas também foram observadas para o BAC 86117 (Pv7,
repetitivo subtelomeérico), que contém, além do clone Bng, uma sequéncia repetitiva
distribuida em varios terminais cromossomicos de P. vulgaris. Este DNA repetitivo foi
classificado como uma familia de sequéncia satélite com 528 pb (sequéncia
consenso), denominada khipu (David et al., 2009; Richard et al., 2013). Entretanto,
essa sequéncia nao foi encontrada por FISH em V. unguiculata, observando-se o
BAC 86117 como sinal udnico (em VuC), similarmente ao observado para P.
microcarpus (Fonséca e Pedrosa-Harand, 2013).

De um modo geral, os BACs que ndo apresentaram sinais 0nicos em
cromossomos de Vu sao portadores de DNA repetitivo, uma vez que nao puderam
ser mapeados como coOpia Unica em Phaseolus (Fonséca et al., 2010; Bonifacio et
al.,, 2012; Almeida e Pedrosa-Harand, 2013; Fonséca e Pedrosa-Harand, 2013)
como, por exemplo, a sequéncia de DNA repetitivo do BAC 255F18 (Pv11) espécie-
especifica de P. vulgaris denominada PvMeso (Ribeiro et al., 2011). Dessa forma, a
auséncia de marcas para os BACs contendo DNA repetitivo pode ter ocorrido devido
a presenca de sequéncias repetitivas espécie-especificas ou género-especificas
ocupando a maior parte dos insertos dos BACs, associada a presenca parcial da

39



marca genética de interesse. Assim, a marca genética ndo apresentaria tamanho
suficiente para ser detectada por FISH nos cromossomos mitéticos metafasicos em
V. unguiculata. Outra explicacdo seria a maior divergéncia de sequéncia para as
referidas marcas entre P. vulgaris e V. unguiculata.

As sequéncias repetitivas constituem uma grande parte da maioria dos
genomas de plantas, que podem dar origem a variagdées no tamanho do genoma e
no contetado de DNA entre espécies proximamente relacionadas (lwata et al., 2013).
Para P. vulgaris e V. unguiculata, por exemplo, foi observada uma pequena diferenca
entre seus respectivos conteudos de DNA (Arumuganathan e Earle, 1991),
provavelmente devido a presenca de DNAs repetitivos espécie-especificos de P.
vulgaris e/ou género-especificos de Phaseolus, observada mediante BAC-FISH
(Fonséca e Pedrosa-Harand, 2013). Além da expansao/reducdo de sequéncias de
DNA repetitivo, os cromossomos evoluem estruturalmente mediante rearranjos que
envolvem danos ao DNA (Schubert, 2007; Heslop-Harrison e Schwarzacher, 2011;
Lisch, 2013). No presente trabalho, foram visualizadas ao menos trés translocacoes,
uma duplicacdo e duas inversdes que ocorreram ao longo da evolugéo cariotipica
dos referidos feijdes. Dessa forma, apesar de V. unguiculata e P. vulgaris estarem
intimamente relacionadas, apresentarem mesmo numero cromossémico e tamanho
do genoma similares, diversas quebras de macrossintenia foram observadas para as

20 marcas localizadas in situ nos dez cromossomos analisados.
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7. Conclusdes

1. A técnica de BAC-FISH é eficiente para estudos de evolucdo cariotipica a nivel
intergenérico no clado phaseoloids, uma vez que 19 BACs e um bacteriéfago
contendo sequéncias Unicas de P. vulgaris puderam ser mapeados em V.

unguiculata.

2. Vigna unguiculata apresenta conservagdo parcial da macrossintenia quando
comparada a espécies do género Phaseolus, observando-se rearranjos
cromossOmicos tais como translocacdes, duplicacdes e inversdes paracéntricas

e pericéntricas.
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Integrantes: Emanuelle Vardo Vasconcelos; Ana Christina Brasileiro-Vidal; Ana Maria Benko-
Iseppon; Ricardo Vilela Abdelnoor (Responsavel); Elizeu Binneck
Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnol6gico-CNPg, Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecudria-EMBRAPA, Universidade Federal de Pernambuco-UFPE

2007 - Atual Analise da macrossintenia entre espécies de Vigna Savi e de Phaseolus L.,
mediante mapeamento cromossémico comparativo
Descrigéo: As leguminosas representam a segunda principal familia de plantas

cultivadas. Esses vegetais, especialmente os géneros Vigna Savi e Phaseolus L., apresentam grande
importancia na dieta alimentar humana decorrente do elevado contelddo protéico, assim como, sao
bem utilizados como fonte de nitrogénio em diferentes ecossistemas, devido a sua capacidade de
fixacdo desta substancia em simbiose. A grande relevancia econdmica e social do cultivo dos feijdes
no Brasil e no mundo gerou o interesse no desenvolvimento de programas de melhoramento genético,
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visando a obtencéo de cultivares com alta qualidade de graos, resisténcia a doencgas e pragas e com
elevada produtividade. O desenvolvimento de técnicas moleculares, que permitem a construgéo de
mapas genéticos e fisicos, auxilia o entendimento da estrutura e da organizacdo gendmica,
fornecendo informacdes Uteis para esses programas de melhoramento envolvendo hibridizacdo e
manipulacdo genética. Dentre essas técnicas, podemos citar a hibridizacao fluorescente in situ (FISH),
gue permite a localizacdo fisica de seqiiéncias de DNA repetitivo e de genes ao longo dos
cromossomos, possibilitando a caracterizacdo de diferentes espécies vegetais proximamente
relacionadas, como é o caso das espécies pertencentes ao género Vigna e Phaseolus. O presente
trabalho utilizara a técnica de FISH usando BACs de P. vulgaris, oligonucleotideos com padrbes de
microssatélites e DNAr 5S e 45S como sondas, a fim de construir um mapa cromossémico para V.
unguiculata e de auxiliar na comparacdo com mapas existentes de P. vulgaris e P. lunatus. Uma
andlise comparada desses mapas facilitara o uso de recursos genémicos, auxiliara no entendimento
da evolugéo cariotipica do grupo e contribuira, especialmente, para estimar o nivel de macrossintenia
entre essas espécies de plantas.
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