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Resumo 

No gênero Phaseolus (Fabaceae) os estudos abordando a fração repetitiva de DNA do 

genoma ainda são poucos. A caracterização do DNA satélite khipu, inicialmente 

realizada no feijão comum (P. vulgaris), demonstrou que o mesmo poderia estar 

presente em outras espécies do gênero, provavelmente com bastante variação entre elas. 

Nesse trabalho, uma análise mais detalhada deste DNA satélite foi realizada, 

envolvendo o isolamento da sequência presente em diferentes espécies (P. 

leptostachyus, P. lunatus e P. microcarpus), mapeamento por hibridização in situ 

fluorescente (FISH) e Southern blot. Um coquetel de clones de khipu do feijão comum 

(khipu mix) hibridizados in situ sob 40% de estringência demonstrou a presença de 

sequências relacionadas a khipu na região subterminal dos cromossomos das outras 

espécies, com variação na quantidade e intensidade de terminais hibridizados. 

Fragmentos da sequência foram amplificados dos DNAs genômicos das três espécies 

utilizando primers específicos de regiões mais conservadas e ligados a vetores de 

clonagem. Quando mapeados por FISH, os clones obtidos demonstraram diferenças na 

marcação dependendo da espécie utilizada. O clone de P. lunatus (Plukhipu1), por 

exemplo, foi localizado em um par cromossômico em P. lunatus e P. leptostachyus, 

enquanto que em P. vulgaris o mesmo hibridizou em diversos pares. Análise baseada 

em máxima verossimilhança incluindo 68 clones de P. vulgaris, 30 de P. leptostachyus, 

nove de P. lunatus e 21 de P. microcarpus revelou um grande clado contendo a maioria 

dos clones de P. vulgaris e todos de P. lunatus. Enquanto as unidades de P. 

microcarpus e P. leptostachyus foram mais divergentes e ficaram separadas em diversos 

outros ramos. A hibridização Southern blot revelou uma unidade de repetição de 500 

pb, com multímeros presentes em todas espécies. Em conjunto, os dados confirmam 

khipu como uma família diversa de DNA satélite subtelomérico presente em diversas 

espécies de Phaseolus. As diferenças observadas nos padrões de hibridização e 

tamanhos das unidades de repetição sugerem a presença de diferenças significativas 

desta sequência entre diferentes espécies do gênero. 

 

Palavras-chave: DNA satélite, khipu, subtelômeros, Phaseolus 
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Abstract 

In the genus Phaseolus (Fabaceae), studies about the repetitive fraction of its genome 

are still scarce. The characterization of the satellite DNA khipu, performed for the 

common bean (P. vulgaris), showed that it might be present in other species of the 

genus, probably with large variation among them. In the present work, a more detailed 

analysis of this satellite DNA was performed, including the isolation of this sequence 

from different species (P. leptostachyus, P. lunatus and P. microcarpus), localization by 

fluorescent in situ hybridization (FISH) and Southern blot hybridization. A mix of khipu 

clones from common bean hybridized in situ at low stringency (40%) showed the 

presence of khipu-like sequences on the subterminal region of the chromosomes from 

the three species, with variation in intensity and number of signals. Fragments of the 

sequence were amplified and cloned from P. leptostachyus, P. lunatus and P. 

microcarpus genomic DNAs using specific primers for more conserved regions. The 

obtained clones demonstrated differences in respect to their FISH patterns depending on 

the species. The clone from P. lunatus (khipuPlu1), for example, was only located on a 

chromosome pair in P. lunatus and P. leptostachyus, while in P. vulgaris the same clone 

hybridized to several chromosome pairs. Maximum likelihood unrooted dendogram 

including 68 clones from P. vulgaris, 30 from P. leptostachyus, nine from P. lunatus 

and 21 from P. microcarpus showed most of the clones from P. vulgaris and all from  

P. lunatus grouping in one larger clade. While those unit from P. microcarpus and P. 

leptostachyus were more divergent and split in several other branches. Southern blot 

pattern showed a khipu unit of ~ 500 bp, with presence of multimers in all species. 

Taken together, the present data confirm khipu as a diverse subtelomeric satellite DNA 

family present in several Phaseolus species. Differences in hybridization patterns and 

repeat unit sizes suggest the presence of relevant differences in this sequence among 

different species of the genus.  

 

Keywords: satellite DNA, khipu, subtelomeres, Phaseolus   
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1. Apresentação 

O genoma dos eucariotos está constituído basicamente por dois tipos de 

sequências de DNA: sequências não repetitivas, dentre estas a maioria dos genes, e 

sequências repetitivas, as quais são geralmente subdivididas em dois tipos com base na 

organização e padrão de distribuição no genoma. O primeiro tipo corresponde às 

sequências dispersas, intercaladas com sequências únicas e distribuídas ao longo do 

genoma. O outro tipo corresponde às sequências organizadas em tandem, abrangendo o 

DNA satélite, minissatélite e microssatélite, as quais formam blocos, em todos ou em 

alguns cromossomos, com até milhares de unidades de repetição organizadas na mesma 

direção (head-to-tail). O DNA satélite vem sendo extensivamente estudado, mostrando 

que esse tipo de sequência está presente em diferentes regiões dos cromossomos 

(pericentrômero, subtelômero e regiões intercalares) e associado a diferentes processos 

celulares, tais como a manutenção da coesão entre cromátides e a correta segregação 

cromossômica (Sharma e Raina, 2005; Hemleben et al., 2007; Gong et al., 2009). 

O gênero Phaseolus L. (Fabaceae) é monofilético e constituído por cerca de 70 

espécies organizadas filogeneticamente em dois grandes clados (A e B) formados por 

espécies selvagens e cultivadas (Delgado-Salinas et al., 2006). No clado B, cinco 

espécies vêm sendo domesticadas (P. vulgaris L., P. lunatus L., P. coccineus L., P. 

polyanthus Greenman e P. acutifolius A. Gray) (Brougthon et al., 2003) e duas delas 

apresentam grande importância econômica a nível mundial e regional. O feijão comum 

(P. vulgaris) é a principal leguminosa utilizada para consumo humano direto, sendo 

uma importante fonte protéica para populações da África e América Latina. No Brasil, 

P. lunatus, o feijão fava, é extensamente consumido pelas populações nordestinas. 

Os estudos citogenéticos no grupo se iniciaram em 1925, quando da descrição do 

número cromossômico em P. acutifolius, P. coccineus, P. lunatus e P. vulgaris 

(revisado por Mercado-Ruaro e Delgado-Salinas et al., 2000), permanecendo nas 

décadas seguintes restritos a novas contagens cromossômicas e descrições cariotípicas 

simples (Mok e Mok, 1976; Zheng et al., 1991). Isso foi devido principalmente ao 

diminuto tamanho apresentado por seus cromossomos e à inexistência de técnicas 

capazes de distingui-los. Com o desenvolvimento da hibridização in situ fluorescente 

(FISH) e sua utilização como técnica rotineira nos estudos citogenéticos em Phaseolus 

foi possível pela primeira vez estabelecer, em conjunto com dados de tamanho 

cromossômico e padrão de heterocromatina, uma nomenclatura numérica para os 
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cromossomos de espécies do gênero (Moscone et al., 1999). Mais recentemente, 

utilizando BACs (Bacterial Artifitial Chromosomes) selecionados de uma biblioteca 

desenvolvida para o feijão comum (Kami et al., 2006), foi estabelecido um mapa 

citogenético detalhado para a espécie (Pedrosa-Harand et al., 2009; Fonsêca et al., 

2010) e diversos estudos comparativos vêm sendo realizados a partir de então em P. 

lunatus (Almeida, 2006; Bonifácio, 2009), P. microcarpus (Fonsêca, 2010) e P. 

leptostachyus (Fonsêca A, comunicação pessoal). 

A fração repetitiva de DNA no gênero vem sendo, entretanto, ainda pouco 

estudada. No feijão comum aproximadamente 50% do genoma é constituído por 

sequências repetitivas (Schlueter et al., 2009), embora apenas cinco famílias tenham 

sido caracterizada em detalhes até o momento (Falquet et al., 1997; Métais et al., 1998; 

Garber et al., 1999; David et al., 2009; Ribeiro et al., 2011). O DNA satélite khipu foi 

identificado durante a caracterização molecular do loco B4 de resistência à antracnose 

do feijão comum, presente na região subterminal do braço curto do cromossomo 4 

(David et al., 2009). A sequência apresenta unidade consenso de 528 pb com conteúdo 

de GC de 38% e está distribuída ao longo da região subtelomérica da maioria dos 

cromossomos do feijão comum. Por meio de análises em membrana foi demonstrado 

que khipu apresenta uma grande variação dentro do gênero, com espécies mais 

relacionadas e outras mais dissimilares à P. vulgaris apresentando diferentes 

quantidades da sequência, podendo essas variações refletirem diferenças quantitativas 

ou ao nível de sequência. Embora khipu tenha sido detectado nesse trabalho em P. 

lunatus e P. microcarpus, clones de P. vulgaris que contem khipu não detectaram essa 

sequência ao serem hibridizados in situ nessas duas espécies (Almeida, 2006; Bonifácio, 

2009; Fonsêca, 2010). 

Desta maneira, o presente trabalho, teve por objetivo caracterizar o DNA satélite 

khipu em diferentes espécies de Phaseolus. Por meio de hibridização in situ 

fluorescente, Southern blot e análises de sequências, as unidades de repetição, assim 

como os padrões de distribuição de khipu, foram caracterizados em P. leptostachyus, P. 

lunatus e P. microcarpus. 
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2. Revisão de Literatura 

2.1. Organização genômica nos eucariotos: eu- e heterocromatina 

 

Os genomas eucarióticos consistem essencialmente de DNA associado a 

proteínas compartimentalizados como heterocromatina ou eucromatina nos 

cromossomos (Grewal & Elgin, 2002; Heslop-Harrison & Schwarzacher, 2011). 

Classicamente, a heterocromatina tem sido distinguida da eucromatina com base no seu 

padrão de condensação na intérfase, se apresentando como regiões altamente 

condensadas e com replicação tardia na fase S. Essas regiões consistem 

predominantemente de DNA repetitivo, incluindo DNAs satélites, elementos 

transponíveis e retrovírus, e tipicamente apresentam baixa densidade gênica, sendo 

referidas como heterocromatina constitutiva. Entretanto, em alguns casos, a 

heterocromatina também pode ser encontrada em locos regulados pelo 

desenvolvimento, onde o estado conformacional da cromatina pode ser alterado em 

resposta a sinais celulares e ativação gênica. O mecanismo de compensação de dose 

observado para o cromossomo X de mamíferos é um exemplo clássico da formação de 

heterocromatina facultativa. Ao contrário, as regiões eucromáticas se apresentam mais 

descompactadas, com um ciclo de condensação-descondensação paralelo ao ciclo 

celular, sendo ricas em genes, embora estes estejam irregularmente distribuídos, e mais 

acessíveis aos fatores de transcrição (Rennig, 1999; Chow e Brown, 2003; Grewal e Jia, 

2007). 

Embora esteja distribuída ao longo do cromossomo, a eucromatina tem sido 

dividida em diferentes categorias com base na presença de uma vasta gama de 

propriedades e num padrão de diferenciação longitudinal visualizado citologicamente. 

Dentre as técnicas que vem sendo mais extensamente utilizadas para a caracterização 

dessa fração do genoma, especialmente em mamíferos, estão os bandeamentos G e R. O 

bandeamento G é o principal método de análise citogenética clínica, bem como para 

outros estudos citogenéticos em, e em combinação com o bandeamento R, o qual 

apresenta um padrão de badeamento complementar (revisado por Sumner, 2002), 

permite obter um panorama geral a respeito da organização da eucromatina de um 

genoma. As bandas G tipicamente são caracterizadas por apresentar cromatina rica em 

AT e com replicação tardia, sendo uma região com baixa densidade gênica; ao passo 
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que as bandas R tendem a ser ricas em GC, replicarem cedo na fase S e serem as regiões 

ricas em genes da eucromatina. 

A heterocromatina constitutiva mostra pouca ou nenhuma atividade gênica, 

havendo uma tendência de se referir a toda cromatina geneticamente inativa e 

condensada como heterocromatina. De forma geral, todos os cromossomos apresentam 

heterocromatina, embora em algumas espécies a mesma não seja facilmente detectada 

pelas técnicas rotineiramente utilizadas, como o bandeamento C ou os fluorocromos 

base-específicos (Norris et al., 2004; Sumner, 2002). Blocos heterocromáticos estão 

presentes na região pericentromérica na grande maioria dos cromossomos, embora 

também possam ser visualizados em posições intersticiais e terminais (Hansen, 1973; 

King et al., 1986; Guerra, 2000). 

O estabelecimento e a manutenção dessas regiões são realizados por um vasto 

grupo de proteínas responsáveis pela metilação de DNA, metilação de histonas e 

replicação da própria heretocromatina, nesse último caso em conjunto com a própria 

DNA polimerase. Além disso, tem sido relatada a associação de RNAs de interferência 

(RNAi) como um mecanismo de disparo, sendo a sua presença, juntamente com 

repressores transcricionais, um fator essencial para o estabelecimento da 

heterocromatina em eucariotos, como Drosophila melanogaster (Craig, 2004; Grewal e 

Jia, 2007). Essa fração da cromatina apresenta uma característica-chave, a habilidade de 

propagação, influenciando a expressão de uma determinada região de forma sequência-

independente, num processo conhecido como silenciamento. A onda de 

heterocromatinização tende a se espalhar pelo genoma até ser suprimida pela presença 

de elementos limitadores ou insulators, sequências de DNA que atuam como barreira 

neutra impedindo a propagação do silenciamento para regiões adjacentes. Além disso, 

por meio do efeito posicional, PEV (Positional Effect Variegation), genes eucromáticos 

podem ser deslocados para heterocromatina ou para próximo dela e também serem 

bloqueados (Grewal e Elgin, 2002; Sumner, 2003; Grewal e Jia, 2007). 

Embora durante muito tempo a heterocromatina tenha sido relatada como uma 

fração do genoma sem funcionalidade (revisado por Rennig, 1999), trabalhos recentes 

tem demonstrado justamente o contrário. A heterocromatina é responsável pelo grande 

aumento e variação no conteúdo de DNA total em muitos eucariotas, além de estar 

envolvida em diversos processos celulares, tais como pareamento cromossômico, 

recombinação e manutenção da coesão entre cromátides-irmãs e segregação 

cromossômica (Brutlag, 1980; Bernard et al., 2001; Bernard e Allshire, 2002). 
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2.2. DNA repetitivo e organização cromossômica longitudinal 

 

As sequências repetitivas são componentes universais dos genomas eucarióticos, 

podendo estar distribuídas de forma mais compacta em uma região específica dos 

cromossomos ou estarem espalhadas ao longo do complemento. Ao nível de sequência, 

as mesmas são subdivididas em duas grandes categorias: sequências repetidas em 

tandem e sequências repetidas dispersas. Nas sequências repetitivas em tandem (DNAs 

satélites, minissatélites e microssatélites), a unidade de repetição básica, denominada 

repeat, se encontra repetida dezenas ou milhares de vezes, distribuindo-se 

adjacentemente umas às outras, numa organização denominada head-to-tail e 

geralmente formando blocos nos cromossomos. As sequências repetidas dispersas, as 

quais se encontram mais comumente espalhadas no genoma, interespaçadas com as 

sequências gênicas, são compostas predominantemente por elementos transponíveis 

(revisado por Sharma e Raina, 2005).  

Em plantas, as diferentes classes de sequências repetitivas parecem apresentar 

um padrão de distribuição genômica bem característico, o que contribuiu para o 

estabelecimento de um modelo de distribuição das mesmas ao longo dos cromossomos 

(Schmidt e Heslop-Harrison, 1998). Nesse modelo os genes estão organizados como 

blocos discretos entre os vários motivos de sequências repetitivas. Os elementos 

dispersos são localizados ao longo do genoma, podendo formar agrupamentos em 

algumas regiões. Por outro lado, as regiões centroméricas/pericentroméricas, 

intercalares, subterminais e teloméricas dos cromossomos tendem a apresentar um 

massivo acúmulo de sequências repetidas em tandem, do tipo DNA satélite, sendo 

muitos desses sítios correspondentes a blocos de heterocromatina constitutiva 

visualizados pelo bandeamento C (Schmidt e Heslop-Harrison,1998). 

 

2.2.1. Centrômero e sequências repetitivas centroméricas 

 

O centrômero é uma região especializada do cromossomo responsável pela 

manutenção da coesão entre as cromátides-irmãs até o início da anáfase, além de ser 

também o local de montagem do cinetócoro e da associação dos microtúbulos. Em 

organismos mais simples, como a levedura Saccharomyces cerevisiae, essa região é 
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composta por apenas três elementos de DNA centromérico (CDEI, CDEII e CDEIII), 

sem a presença de sequências repetitivas. Schizosaccharomyces pombe, por sua vez, 

mostra uma expansão da região centromérica em alguns kilobases, com repeats 

organizados de forma invertida e que parecem ser necessários para o total 

funcionamento dos centrômeros (Sumner, 2002). Em outros eucariotos, entretanto, o 

centrômero (pericentrômero) apresenta uma estrutura mais complexa, sendo formado 

por uma grande quantidade de sequências repetidas, como DNAs satélites, 

retrotransposons, SINEs e LINEs (Smith, 2002; Panchenko e Black, 2009).  

Diferentes famílias do DNA satélite alfa (α-satellite) compõem a região 

centromérica dos cromossomos de primatas e, em humanos, essas sequências parecem 

participar da função centromérica (revisado por Alexandrov et al., 2001). Da mesma 

forma, em plantas, DNAs satélites, juntamente com retroelementos, têm sido 

identificados como os principais componentes da região centromérica e 

pericentromérica, indicando que as mesmas sejam tipicamente formadas por sequências 

repetitivas (Jiang et al., 2003; Neumann et al., 2011). No arroz (Oryza sativa), por 

exemplo, Dong et al. (1998) observaram que a região centromérica consiste de um 

complexo de elementos repetitivos formado por pelo menos sete distintas famílias, 

sendo uma delas um DNA satélite (família RCS2) com unidade de repetição de 168 pb e 

presente em mais de 6.000 cópias no genoma. Utilizando um clone de DNA repetitivo, 

pSau3A9, isolado do sorgo (Shorgum bicolor), Jiang et al. (1996) realizaram um estudo 

citogenético comparativo em diferentes cereais (arroz, aveia, centeio, cevada, milho e 

trigo) e observaram a conservação desse elemento repetitivo como componente 

centromérico em todos os cromossomos. 

Nas solanáceas, diferentes repeats satélites têm sido isolados e caracterizados no 

genoma da batata, Solanum tuberosum, e espécies relacionadas, como Solanum 

bulbocastanum. Embora mapeados predominantemente na região pericentromérica, eles 

mostram bastante variação quanto à sua presença dentro do gênero e em relação ao 

número de repeats. Alguns têm sido identificados em um grande número de espécies, 

como o elemento 2D8 (Stupar et al., 2002). Outros, entretanto, são extremamente 

específicos. O repeat Sobo, amplificado recentemente dentro do gênero, está presente 

apenas na subespécie bulbocastanum de S. bulbocastanum (Tek et al., 2005). Em alguns 

casos, como em Arabidopsis thaliana, a identificação de uma grande quantidade dessas 

sequências na região pericentromérica foi utilizada como indício de que as mesmas 

sejam elementos funcionais no complexo centrômero/cinetócoro (Nagaki et al., 2003). 
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2.2.2. Telômero, telomerase e sequência repetitiva telomérica 

 

Os telômeros são estruturas nucleoprotéicas presentes nos terminais 

cromossômicos eucarióticos que protegem os mesmos contra fusões e degradação, 

sendo assim essenciais para a manutenção da integridade do genoma. Além disso, tem 

sido relatada sua associação com a organização em bouquet na meiose e na organização 

do núcleo interfásico mitótico (configuração de Rabl) (McKnight et al., 1997; 

McEachern et al., 2000).  

A estrutura telomérica da maioria das plantas é bastante similar à observada nos 

vertebrados e, ao nível de sequência, os telômeros de grande parte dos eucariotas são 

formados por arranjos em tandem de uma sequência de DNA curta, o DNA telomérico. 

Essa sequência é em geral replicada pela telomerase e está tipicamente conservada em 

uma vasta quantidade de organismos (Sumner, 2002). As telomerases são 

nucleoproteínas com atividade de transcriptase reversa e que apresentam um RNA 

molde em seu interior. Esse RNA serve como iniciador para a síntese de novas 

moléculas de DNA telómerico em terminais cromossômicos quebrados, bem como nos 

telômeros existentes, possibilitando dessa forma a manutenção dos terminais 

cromossômicos (McKnight et al., 1997; McEachern et al., 2000). 

O hexanucleotídeo TTAGGG está presente como sequência telomérica em 

diferentes quantidades nos telômeros da maioria dos vertebrados e alguns protozoários, 

embora outras sequências repetidas também tenham sido encontradas como 

componentes teloméricos em outras espécies (ver Sumner, 2002). No musaranho 

ibérico, Sorex granarius, por exemplo, repeats de DNAr 45S ocorrem de forma 

interespaçada com os repeats teloméricos nos cromossomos acrocêntricos (Zhdanova et 

al., 2007). Nas drosófilas, o DNA satélite típico foi substituído por retroelementos tipo 

LINEs (Mason e Biessmann, 1995) ou, no caso de Drosophila virilis e outras espécies 

do grupo virilis, por um outro DNA satélite com unidade de repetição de 370 pb 

(Biessmann et al., 2000). 

O DNA telomérico vegetal, o heptanucleotídeo TTTAGGG, foi originalmente 

caracterizado em Arabidopsis thaliana e é considerado o arquétipo da sequência 

telomérica em plantas, estando extensamente distribuído desde algas unicelulares a 

angiospermas (Zellinger e Riha, 2006). Entretanto, algumas notáveis exceções são 

observadas no grupo. A ordem Asparagales (monocotiledônea) compreende três grupos 
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filogeneticamente distintos quanto à composição dos telômeros (Sykorová et al., 2006). 

Diversos gêneros como Aloe, Hyacinthella, Othocallis e Allium, demonstram a perda do 

DNA telomérico do tipo de Arabidopsis (Adams et al., 2001) e em pelo menos três 

deles o DNA telomérico de vertebrados tem sido identificado como componente dos 

terminais cromossômicos (Weiss e Scherthan, 2002; Puizina et al., 2003; Weiss-

Schneeweiss et al., 2004). Nas eudicotiledêneas, a perda do heptanucleotídeo 

TTTAGGG tem sido relatada apenas para Cestrum e outros dois gêneros próximos da 

família Solanaceae, embora a sequência que passe a exercer essa função não tenha sido 

determinada (Sykorová et al., 2003a; Sykorová et al., 2003b). 

Em alguns casos, esse DNA telomérico pode ocorrer fora dos telômeros 

formando os sítios ectópicos ou sítios intersticiais de DNA telomérico (ITS - Interstitial 

Telomere Sites), os quais são encontrados principalmente nas regiões centromérica e 

pericentromérica dos cromossomos. Esses sítios têm sido observados em diferentes 

grupos de animais e plantas e podem ser originados por inversões paracêntricas com 

ponto de quebra envolvendo os repeats teloméricos, fusões cromossômicas em tandem 

ou por meio de translocações robertsonianas, levando nesses dois últimos casos a 

alterações no número cromossômico (ver, por exemplo, Fagundes et al., 1997; Lee et 

al., 1993). Em Pinus densiflora, por exemplo, diversos sítios intersticiais formados por 

variantes do repeat telomérico de Arabidopsis foram identificados (Shibata et al., 

2005). 

 

2.2.3. Subtelômero e DNA repetitivo subtelomérico 

 

Todos os organismos possuem imediatamente abaixo dos repeats teloméricos, 

numa posição mais proximal, uma região denominada subtelômero ou região 

subtelomérica. Essa região tem se mostrado estruturalmente similar quanto à 

composição de sequências em diferentes grupos, embora a sua extensão e a organização 

dos elementos repetitivos geralmente presentes na mesma variem bastante. Essas 

regiões funcionam como uma zona de transição entre sequências cromossomo-

específicas e os arranjos de repeats teloméricos e nelas têm sido encontrados desde 

sequências teloméricas normais ou degeneradas, retrotransposons e genes, até arranjos 

de DNAs satélites bastante variáveis quanto à sua complexidade (McEachern et al., 

2000). 
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Nos vegetais, as regiões subteloméricas têm sido caracterizadas pela presença de 

uma organização nucleossomal diferente da apresentada pelos telômeros, sendo em 

alguns casos, como em Nicotiana tabacum, considerados domínios estruturalmente 

distintos (Sykorová et al., 2001). Essas regiões são constituídas por diferentes famílias 

de elementos repetitivos, como DNAs satélites, DNAr 45S ou retroelementos, que 

podem apresentar-se altamente conservados dentro de um grupo, serem genoma ou 

mesmo espécie-específicos, além de mostrarem uma ampla variação quantitativa e 

qualitativa ao nível cromossômico (revisado por Sharma e Raina, 2005). Kazama et al. 

(2006) caracterizaram citomolecularmente os terminais cromossômicos de Silene 

latifolia, identificando que os mesmos são compostos por quatro diferentes subfamílias 

de DNA satélite diferencialmente distribuídas nessa região e indicando que cada uma 

delas tem evoluído independentemente no genoma da espécie, fazendo com que cada 

subtelômero apresente uma composição de DNA satélite característica. Em espécies do 

gênero Beta, a região subtelomérica é formada por uma família de DNA satélite com 

unidade de repetição entre 344-362 pb, contendo dois subrepeats internos, e que está 

presente como um marcador cromossomo-específico em B. nana e na maioria dos 

terminais de B. vulgaris e B. corolliflora (Dechyeva e Schmidt, 2006). 

 

2.3. Legumes 

 

Leguminosae ou Fabacaeae é a terceira maior família de plantas com flores e a 

segunda mais importante economicamente, atrás apenas das gramíneas (Poaceae). 

Tradicionalmente, a família é subdividida em três subfamílias (Caesalpinioideae, 

Mimosoideae e Papilionoideae), as quais são formadas por cerca de 18.000 espécies 

distribuídas em mais de 600 gêneros, incluindo plantas utilizadas para fins ornamentais, 

medicinais e agroflorestais, além de forrageiras e outras de grande importância 

alimentícia. Diferentes espécies de feijão (Cajanus, Phaseolus, Vicia e Vigna) 

representam valiosas fontes protéicas na dieta humana e animal, enquanto outras 

espécies, como o amendoim (Arachis hypogea) e a soja (Glycine max), são as principais 

matérias-primas na produção de óleos vegetais (Graham e Vance, 2003; Singh et al., 

2007; Judd et al., 2009). Outra marcante característica das leguminosas é seu papel 

central na ciclagem do nitrogênio. A habilidade de fixação de N2 por meio de 

associação simbiótica com bactérias do gênero Rhizobium propicia que, por ano, cerca 
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de 40 a 60 milhões de tolenadas desse importante macronutriente esteja disponível no 

solo para as atividades agrícolas (Graham e Vance, 2003). 

O grande valor econômico atrelado a muitas espécies de leguminosas fez com 

que várias delas se consolidassem como organismos modelos nos campos da citologia, 

genética e biologia molecular (Sing et al., 2007; Rispaid et al., 2010). Diversos estudos 

baseados em interações planta-patógeno, padrões metabólicos, fisiológicos e de 

desenvolvimento, bem como análises de transcriptoma e proteoma, vêm sendo 

desenvolvidos em diferentes legumes, como Glycine. max (a soja) e Pisum sativum (a 

ervilha), além das espécies modelo Lotus japonicus e Medicago truncatula, fornecendo 

maiores detalhes sobre a base molecular por trás de diversos processos biológicos 

(Cook, 1999; Gepts et al., 2005; Rispail et al., 2010). De forma semelhante, a 

comparação de regiões sintênicas entre legumes, e também entre estes e espécies não 

relacionadas, tem se mostrado uma excelente abordagem para identificação dos padrões 

evolutivos de conservação e divergência genômicas e na caracterização gênica funcional 

(ver por exemplo Li et al., 2011). 

 

2.4. O Gênero Phaseolus  

 

2.4.1. Posicionamento taxonômico  

 

O gênero Phaseolus L. pertence à família Fabaceae, subfamília Papilionoideae, 

tribo Phaseoleae. Essa tribo é umas das mais relevantes economicamente por englobar 

também os gêneros Glycine (soja) e Vigna (feijões asiáticos e africanos) (Lackey, 1985). 

Phaseolus é formado por cerca de 70 espécies e constitui um grupo monofilético 

sustentado por diferentes tipos de marcadores (ver, por exemplo, Delgado-Salinas et al., 

1999). Na filogenia mais recente para o gênero (Delgado-Salinas et al., 2006), as 

espécies são subdivididas em oito grupos (Tuerckheimii, Pauciflorus, Pedicellatus, 

Filiformis, Vulgaris, Leptostachyus, Lunatus e Polystachius) e estes formam dois 

grandes clados, denominados A e B. No clado A estão a maioria das espécies 

consideradas selvagens, entre elas P. microcarpus Mart., e no clado B todas as cinco 

que vêm sendo domesticadas: P. vulgaris L., P. lunatus L., P. coccineus L., P. 

polyanthus Greenman e P. acutifolius L. Gray, entre outras (Broughton et al., 2003). 
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2.4.2. Importância sócio-econômica 

 

Os feijões, de um mode geral, são as leguminosas mais importantes para 

consumo humano direto, sendo uma das principais fontes de proteínas para as 

populações da África e América Latina. A faseolina, principal proteína de reserva da 

semente, pode representar até 50% das proteínas do feijão. Além disso, o alto conteúdo 

de minerais, especialmente ferro (Fe) e zinco (Zn) é uma característica que torna o seu 

consumo extremamente importante, sobretudo em regiões onde há uma alta prevalência 

de deficientes em micronutrientes (Pereira e Souza, 1992; Broughton et al., 2003). 

Consumido de diferentes maneiras, como grãos secos ou verdes ou na forma de 

vagens (legumes), o feijão apresenta produção total anual de mais de 23 milhões de 

toneladas, sendo sete milhões produzidas apenas na América Latina e África. Analisado 

per capita, o consumo varia bastante entre diferentes regiões, com destaque para o 

feijão comum (P. vulgaris) e a fava (P. lunatus). Na Bolívia o consumo por pessoa é de 

24 kg ano
-1

; em regiões rurais do Quênia esse valor chega a 60 kg ano
-1

. Em outros 

países da África, como Ruanda e Burundi, a média é de cerca de 40 kg ano
-1

. No Brasil, 

as duas regiões com maior consumo são o Nordeste e o Sudeste, com 20,8 e 18,2 kg 

ano
-1

, respectivamente (Broughton et al., 2003). 

 

2.4.3. O feijão comum (P. vulgaris) 

 

O feijão comum é considerado uma das mais importantes espécies de Phaseolus pelo 

grande valor agronômico e sócio-econômico agregado. A espécie é originária das 

Américas, em uma região entre o Equador e o norte do Peru (Kami et al., 1995), de 

onde se dispersou formando dois principais conjuntos gênicos, um Andino e um 

Mesoamericano, o primeiro compreendendo a região central e o sul da América do Sul e 

o segundo se estendendo do México ao norte da América do Sul.  

A domesticação tem ocorrido de forma independente nessas duas regiões, onde a 

espécie vem sendo cultivada a mais de 4.000 anos. Os conjuntos gênicos têm sido 

organizados em raças de origens bem controversas, sendo quatro Mesoamericanas 

(Durango, Guatemala, Jalisco e Mesoamerica) e três Andinas (Chile, Nueva Granada e 

Peru). Análises baseadas em caracteres morfo-anatômicos, adaptações ecológicas e 
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diferentes marcadores moleculares dão suporte tanto para um processo de domesticação 

único, como para a ocorrência de múltiplos eventos de domesticação em cada conjunto 

gênico (revisado por Chácon et al., 2005). 

 

2.4.4. A fava (P. lunatus) 

 

A fava (P. lunatus), também conhecida como feijão-lima ou feijão-fava, é uma 

das cinco espécies do gênero Phaseolus explorada comercialmente, ficando atrás apenas 

do feijão comum em importância. A espécie, que está posicionada na filogenia do 

gênero (Delgado-Salinas et al., 2006) no grupo Lunatus, apresenta-se geneticamente 

estruturada em dois conjuntos tradicionalmente reconhecidos, Andino e Mesoamericano 

(Salgado et al., 1995), assim como P. vulgaris. O Andino está restrito ao Equador e 

norte do Peru, enquanto que o Mesoamericano compreende acessos extensamente 

distribuídos ao longo do continente americano, englobando áreas na América Central, 

Cuba, Colômbia, sul do Peru e na Argentina. Recentemente, Serrano-Serrano et al. 

(2010) propuseram a existência de um conjunto gênico adicional para a espécie. Por 

meio da análise de dados do espaçador interno transcrito (ITS) do DNA ribossomal e do 

DNA plastidial em uma extensa quantidade de acessos de P. lunatus e espécies 

relacionadas , os autores identificaram a presença de um novo conjunto Mesoamericano, 

ocorrente na região do Istmo de Tehuantepec, sudeste do México. Além disso, devido ao 

estreito relacionamento encontrado com outras espécies andinas do gênero, foi possível 

estabelecer essa região como centro de origem para P. lunatus (Serrano-Serrano et al., 

2010). 

 

2.4.5. Phaseolus microcarpus e P. leptostachyus Benth  

 

Embora não sejam espécies com potencial econômico associado, P. microcarpus 

e P. leptostachyus têm sido utilizadas em diversos estudos taxonômicos, filogenéticos e 

citogenéticos em Phaseolus. A primeira espécie, originária das montanhas do México 

(Silva e Costa, 2003), está posicionada filogeneticamente num clado distinto (clado A) 

daquelas que vêm sendo domesticadas, sendo considerada uma das espécies mais basais 

e, portanto, de divergência precoce, na evolução do gênero. Phaseolus leptostachyus, 

espécie do clado B, é considerada grupo-irmão de P. lunatus e, juntamente com os 
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outros componentes do grupo Leptostachyus, apresentam uma divergência cariotípica 

mais acentuada em relação ao resto do gênero (Delgado-Salinas et al., 1998; Delgado-

Salinas et al., 2006) . 

 

2.4.6. Citogenética em Phaseolus 

 

Os primeiros registros de análises citogenéticas para o gênero Phaseolus datam 

da década de 1920, quando Karpetschenko descreveu os números cromossômicos de P. 

acutifolius, P. coccineus, P. lunatus e P. vulgaris como 2n = 22 (revisado por Mercado-

Ruaro e Delgado-Salianas, 2000). Desde então, uma grande quantidade de estudos 

citogenéticos têm sido realizados nas espécies do grupo, variando desde contagens 

cromossômicas e descrições cariotípicas simples (ver, por exemplo, Mecardo-Ruaro e 

Delgado-Salinas, 1996) à construção de mapas cromossômicos detalhados (ver, por 

exemplo, Pedrosa-Harand et al., 2009). 

O gênero apresenta uma grande estabilidade cariotípica, com a grande maioria 

das espécies descritas até o momento apresentando cromossomos com morfologia 

variando de metacêntrica à submetacêntrica (Mercado-Ruaro e Delgado-Salinas, 1996; 

1998). Após uma extensiva análise citogenética numérica no gênero, esses mesmos 

autores propuseram x = 11 como número básico para Phaseolus. A exceção à regra está 

no grupo composto por P. leptostachyus, P. micranthus e P. macvaughii (grupo 

Leptostachyus na filogenia do gênero; Delgado-Salinas et al., 2006), no qual o número 

cromossômico descrito foi 2n = 20 (Mercado-Ruaro e Delgado-Salinas et al., 1998). 

Devido ao reduzido tamanho dos cromossomos nas espécies do gênero, o que 

dificulta bastante a distinção entre pares cromossômicos (Mercado-Ruaro e Delgado-

Salinas, 2000), os estudos iniciais ficaram restritos a descrições numéricas, 

morfológicas e de padrões de bandas C como as realizadas em P. vulgaris e P. 

coccineus (Mok e Mok, 1976; Zheng et al., 1991). Com o avanço das técnicas em 

citogenética molecular e o advento da hibridização in situ fluorescente (FISH), as 

análises em Phaseolus se ampliaram. Zheng et al. (1994) descreveram pela primeira 

vez, por meio da hibridização in situ, o posicionamento e quantidade de sítios de DNA 

ribossomal 45S (DNAr 45S) em diferentes espécies de Phaseolus (P. angularis, P. 

calcaratus, P. coccineus e P. vulgaris), algumas hoje consideradas Vigna. 

Posteriormente, Moscone et al. (1999), combinando a localização dos sítios de DNA 
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ribossomal (5S e 18-25S), o padrão de distribuição da heterocromatina e a morfologia 

cromossômica, identificaram a maioria dos cromossomos de P. acutifolius var. 

latifolius, P. coccineus, P. lunatus e P. vulgaris ‘Saxa’ e ‘Wax’, propondo uma 

nomenclatura cromossômica numérica para as espécies do gênero.Mais recentemente, 

como um dos esforços para o melhoramento genético da espécie, uma biblioteca de 

BACs (Bacterial Artificial Chromosome) foi desenvolvida para o feijão comum (Kami 

et al., 2006). Selecionados a partir de marcadores moleculares (Bngs e Legs) mapeados 

geneticamente (Vallejos et al., 1992; Hougaard et al., 2008), alguns desses clones BACs 

foram utilizados no estabelecimento de mapas cromossômicos para duas variedades do 

feijão comum, BAT93 (Mesoamericana, Pedrosa-Harand et al., 2009; Fonsêca et al., 

2010) e G19833 (Andina, Altrock et al., 2011). Esses clones passaram a constituir 

marcadores cromossômicos e vêm sendo utilizados nos estudos de evolução 

cromossômica em outras espécies do gênero, como P. lunatus (Almeida, 2006; 

Bonifácio, 2009) e P. microcarpus (Fonsêca, 2010). De forma geral, as análises têm 

revelado uma grande conservação de sintenia entre os cromossomos homeólogos. A 

presença de apenas pequenos rearranjos (inversões paracêntricas e pericêntricas), 

identificados pela mudança posicional do centrômero ou de BACs localizados 

citologicamente, corroboram a já anteriormente sugerida estabilidade cariotípica do 

grupo. 

 

2.4.7. Sequências repetitivas em Phaseolus 

 

De forma geral, os dados referentes à fração repetitiva do genoma de Phaseolus 

não têm sido explorados de forma intensa. Até o momento, nenhuma espécie do grupo 

apresenta seu genoma totalmente sequenciado, embora esse processo já tenha sido 

iniciado em dois acessos do feijão comum (G19833 e BAT93, Scott Jackson, 

comunicação pessoal). Utilizando-se da análise de sequências de terminais de BACs 

(BAC-end sequence) oriundos de uma biblioteca construída para P. vulgaris, Schlueter 

et al. (2009) estimaram a composição de sequências do genoma da espécie. Essa 

abordagem permitiu identificar diferentes classes de sequências repetitivas nos 

terminais de BACs analisados, como elementos transponíveis (transposons e 

retrotransposon), além de sequências similares a DNA repetitivo centromérico, DNA 

telomérico, entre outros, as quais correspondem a cerca de 50 % do genoma. 
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Além disso, alguns trabalhos de caracterização citomolecular de famílias de 

DNA repetitivo, já foram realizados no grupo. Um DNA minissatélite (OPG9; Métais et 

al., 1998), duas famílias de DNA satélite, CC4 (Falquet et al., 1997) e khipu (David et 

al., 2009), um retrotransposon, Tpv2 (Garber et al., 1999) e PvMeso (Ribeiro et al., 

2011) tiveram sua organização e distribuição cromossômica descritas. O CC4 foi 

caracterizado como um DNA satélite relacionado ao espaçador intergênico do DNA 

ribossomal (IGS-like) do feijão comum e está presente na região proximal de dois ou 

três pares de cromossômicos de diferentes acessos de P. vulgaris (Falquet et al., 1998; 

Almeida CCS; dados não publicados). O minissatélite OPG9 apresenta unidade de 

repetição de 15 pb (Métais et al., 1998), enquanto que o retrotransposon Tpv2, a 

primeira família de retroelementos isolada do feijão comum, apresenta tamanho em 

torno de 4 kb e está distribuída dispersamente ao longo do genoma, mas também como 

blocos em algumas regiões cromossômicas (Garber et al., 1999; Pedrosa-Harand, A 

dados não publicados). PvMeso é uma sequência repetitiva subtelomérica altamente 

amplificada no braço longo do cromossomo 7 em acessos mesoamericanos de P. 

vulgaris e pode ser útil na genotipagem desses acessos  (Ribeiro et al., 2011). 

O feijão comum apresenta uma série de clusters gênicos de resistência contra 

patógenos em seu genoma, e foi durante a caracterização molecular de um deles, o 

cluster B4 de resistência contra o fungo patogênico Colletotrichum lindemuthianum, 

que uma nova sequência repetitiva foi inicialmente identificada (Geffroy et al., 2009). O 

B4, um dos maiores clusters da espécie, está localizado na região terminal do braço 

curto do cromossomo 4 e com a análise mais detalhada do mesmo o DNA satélite khipu 

foi descrito (David et al., 2009). 

Khipu apresenta unidade consenso de 528 pb e 38,2 % de conteúdo de GC, 

embora tenham sido descritas unidades (92 no total) com tamanho entre 311 e 564 pb e 

identidade variando entre 40,2 e 99,8 %. As análises moleculares, por meio de 

hibridização em membrana, revelaram a especificidade da sequência a Phaseolus e a 

presença de grande variabilidade na intensidade dos sinais entre as espécies analisadas. 

Alguns delas, como P. lunatus e P. leptostachyus, pertencentes ao clado B e, portanto, 

mais relacionadas à P. vulgaris, mostraram intensidade de hibridização similar à P. 

microcarpus, espécie selvagem e do clado A na filogenia do grupo (Delgado-Salinas et 

al., 2009). Esses dados podem refletir apenas diferenças quantitativas, mas também 

podem representar divergência de sequência entre as espécies. Ao nível cromossômico, 

khipu foi caracterizado apenas em um acesso do feijão comum (BAT93), sendo 
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localizado na região subterminal da maioria dos cromossomos da espécie (David et al., 

2009). 
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Resumo 

Introdução e objetivos As regiões subteloméricas dos cromosssomos do feijão comum 

(Phaseolus vulgaris) são sítios de acúmulo para khipu, o principal DNA satélite 

identificado até o momento nesse genoma. No presente trabalho, a organização 

genômica de khipu no feijão comum e em outras espécies de Phaseolus: P. 

leptostachyus, P. lunatus and P. microcarpus foi investigada. Adicionalmente, uma 

nova sequência satélite (jumper), relacionada ao DNAr 5S, foi identificada. 

Métodos Clonagem, hibridização Southern blot e hibridização in situ fluorescente 

(FISH) foram combinadas para analisar a organização e distribuição desses satélites em 

Phaseolus. 

Principais resultados Uma mistura de clones de khipu oriunda de P. vulgaris foi 

hibridizada in situ e confirmou a presença de sequências silimares nas regiões 

subterminais dos cromossomos em todas as espécies analisadas, com diferenças no 

número e intensidade dos sinais. Khipu apresentou monômero de ~500 pb e a análise de 

sequência de fragmentos clonados relevou distintas relações entre as unidades das 

diferentes espécies. Além disso, um novo DNA satélite de 170 pb foi identificado. 

Denominada de jumper, a sequência mostrou similaridade com o espaçador não 

transcrito (NTS) do DNA ribossomal 5S em P. vulgaris, mas foi detectada em alta 

abundância apenas nos cromossomos de P. microcarpus, estando presente nos 

subtelômeros e pericentrômeros.  

Conclusões Os dados demonstram khipu como um importante DNA satélite no gênero 

Phaseolus e a complexidade na composição de repeats no genoma de P. microcarpus. 

Adicionalmente, o panorama de distribuição diferencial e evolução dessas sequências 

reiteram a presença de uma biblioteca de DNAs satélites em Phaseolus. 

 

Palavras-chave: heterocromatina, Amplificação de DNA satélite, subtelômeros, 

pericentrômeros, FISH, Southern blot, DNAr 5S, Vigna, Macroptilium, Cajanus, 

Phaseolus. 
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INTRODUÇÃO 

DNAs satélites compreendem longos arranjos de uma sequência básica, 

monômero, numa organização em tandem denominada head-to-tail. Os monômeros são 

variáveis em tamanho, geralmente entre 160-180 pb ou 320-370 pb (Macas et al., 2002; 

Hemleben et al., 2007). Estas sequências são especialmente abundantes na 

heterocromatina localizada nos centrômeros, pericentrômeros e subtelômeros. 

Entretanto, também podem ocorrer em regiões intersticiais ao longo do cromossomo 

(Sharma and Raina, 2005; Hemleben et al., 2007). Originalmente tratados como DNA 

lixo (junk DNA), os DNAs satélites têm sido identificados como atuantes em diferentes 

processos celulares, como manutenção da coesão entre cromátides irmãs e na 

segregação cromossômica (Nagaki et al., 2003; Gong et al., 2009). 

O processo de evolução dessas sequências ocorre de forma conjunta (evolução 

em concerto), embora a homogeneização possa ser incompleta ou ocorre lentamente 

(Nei and Rooney, 2005; Hemleben et al., 2007). Como resultado disso, e dependendo 

da idade da sequência, as famílias de DNA satellite podem apresentar perfis 

cromossomo- ou espécie-específicos, como o JNK de centeio (Secale cereale, Nagaki et 

al., 1999), enquanto outros podem estar presentes de forma mais abrangente em um 

grupo, como as famílias CsSat em Citrus (Barros e Silva et al., 2010) ou a E180 em 

Medicago e gêneros relacionados (Rosato et al., 2012). 

Phaseolus é um gênero pertencente à Fabaceae e comprende cerca de 70 

espécies, algumas com largo potencial socio-econômico, como o feijão comum (P. 

vulgaris) e o feijão fava (P. lunatus) (Broughton et al., 2003; Delgado-Salinas et al., 

2006). O grupo é filogeneticamente resolvido em dois grandes clados, denominados A e 

B (Delgado-Salinas et al., 2006). O A compreende a maioria das espécies nativas, 

incluindo P. microcarpus, enquanto o clade B engloba espécies nativas e cultivadas, 

como P. leptostachyus, P. lunatus e P. vulgaris.  A maioria das espécies de Phaseolus 

possui 2n = 22 cromossomos, exceto o grupo formado por P. leptostachyus, P. 

micranthus e P. macvaughii (o grupo Leptostachyus), onde uma redução para 2n = 20 

foi detectada (Mercado-Ruaro and Delgado-Salinas, 1998; Delgado-Salinas et al., 

2006). 

A heterocromatina no gênero, principalmente investigada em espécies de 

interesse econômico, está distribuída na região pericentromérica e subtelomérica dos 

cromossomos (Moscone et al., 1999; Fonsêca et al., 2010). Em P. vulgaris, ela é 

visualizada como bloco ricos em bases CG nos pericentrômeros da maioria dos 
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cromossomos (Fonsêca et al., 2010), mas também é visualizada nos terminais 

cromossômicos em estágio paquitênico (David et al., 2009; Geffroy et al., 2009). A 

caracterização de sequências repetitivas no genêro está limitada a P. vulgaris, onde 

diferentes DNAs satélites, CC4 (Falquet et al., 1997; Almeida et al., 2012), OPG9 

(Métais et al., 1998) e khipu (David et al., 2009), bem como outros elementos 

repetitivos como PvMeso (Ribeiro et al., 2011) e Tpv2 (Garber et al., 1999), foram 

descritos.  Dados genômicos e cromossômicos, entretanto, sugerem que cerca de 50% 

do genoma da espécie seja composto de elementos repetitivos, sugerindo que apenas 

uma pequena fração desses elementos foi investigada até então (Schlueter et al., 2009; 

Fonsêca et al., 2010).  

O DNA satélite khipu foi inicialmente descrito durante a caracterização 

molecular do locus de genes de resistência B4 do feijão comum (Geffroy et al., 2009) e 

caracterizado em detalhes por David et al. (2009) e Richard et al. (2013). A sequência 

apresenta um monômero de 528 pb, conteúdo de GC de 38,2 %  e está localizada nos 

subtelômeros da maioria dos cromossomos de P. vulgaris. Hibridização em membrana 

com clones khipu de P. vulgaris mostrou a especificidade da sequência para o gênero e 

uma grande variação intraespecífica (David et al., 2009). O que pode representar apenas 

diferença no número de cópias entre espécies analisadas ou significar mudanças 

significativas ao nível de sequência. Dados de mapeamento por BAC-FISH de clones 

contendo khipu oriundos de P. vulgaris em P. lunatus e P. microcarpus, entretanto, não 

mostraram qualquer sinal subtelomérico, sugerindo uma baixa frequência do satélite no 

genoma ou a divergência de sequência entre estas espécies (Bonifácio et al., 2012; 

Fonsêca and Pedrosa-Harand, 2013). No presente trabalho, a presença, distribuição 

cromossômica e organização de khipu foi analisada em diferentes espécies de Phaseolus 

(P. leptostachyus, P. lunatus, P. microcarpus e P. vulgaris, representando linhagens 

divergentes no gênero) a fim de entender a sua evolução. Além disso, um novo satélite, 

localizado adjacente a khipu e relacionado ao DNA ribossomal 5S, foi descrito e 

analisado em diferentes espécies do gênero. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Material vegetal e extração de DNA genômico 

Sementes de P. leptostachyus ‘179671’ (Ple), P. lunatus ‘G26256’ (Plu), P. 

oligospermus ‘40691’ (Po) e P. microcarpus ‘G40535’ e ‘179698’ (Pm), bem como de 

P. vulgaris (‘BAT93’ e ‘JaloEEP558’, Pv), Vigna radiata ‘China1529’, Vigna 
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unguiculata ‘BR14-Mulato’, Macroptilium atropurpureum ‘4413’ e Cajanus cajan 

‘Petrolina’ foram obtidas da Embrapa Arroz e Feijão (Goiás, Brasil), Embrapa Semi-

Árido (Pernambuco, Brasil) e do Centro Internacional para Agricultura Tropical - CIAT 

(Cali, Colombia). DNA genômico foi isolado de folhas jovens utilizando o kit DNeasy 

Plant Mini Kit (Qiagen).  

 

Seleção de clones BACs 

Sete clones BACs da biblioteca de P. vulgaris ‘BAT93’ (Kami et al., 2006), 

selecionados com marcadores genéticos cópia-única, mas mostrando sinais de 

hibridização subteloméricos nos experimentos de FISH em P. vulgaris (Pedrosa-Harand 

et al., 2009; Fonsêca and  Pedrosa, 2013), foram analisados para confirmar a presença 

de khipu ou outras sequências subteloméricas (Tabela dado suplementar S1). 

 

Isolamento, clonagem e sequenciamento de fragmentos khipu-like em Phaseolus  

Duas estratégias foram usadas para amplificação de fragmentos de khipu em 

outras espécies de Phaseolus. Baseado em um alinhamento prévio de unidades de khipu 

de P. vulgaris (David et al. 2009), um par de primers degenerados foi desenhado 

utilizando o programa Primo profile 3.4 (trial version, ChangeBioscience). 

Adicionalmente, primers não degenerados desenhados para alinhar em diferentes 

unidades de khipu foram feitos com base no mesmo alinhamento (Tabela dado 

suplementar S2). Diferentes combinações foram usadas em PCR (khipudegF x 

khipudegR; khipuF1 x khipuR2; khipuF1 x khipuR3; khipuF2 x khipuR1; khipuF2 x 

khipuR3; khipuF3 x khipuR2 and khipuF4 x khipuR2) e os fragmentos obtidos foram 

clonados em vetor pCR2.1-TOPO (Invitrogen) ou pGEM-T/pGEM-T easy (Promega). 

O sequenciamento foi realizado para ambas as fitas de DNA nos serviços da Macrogen 

(Coréia do Sul), da plataforma de sequenciamento LABCEN/CCB/UFPE (Brasil) ou no 

GATC (Alemanha). 

 

Identificação e clonagem de jumper em Phaseolinae 

Um dos clones da biblioteca de plasmídeos de P. microcarpus continha um outro 

DNA satélite adjacente a khipu. Esta nova sequência foi nomeada de jumper. Um par de 

primers (JumpF: TATGAAAGTTGCTCGGAACG and JumpR: 

AACTACTGACAAATCGGCAC) foi desenhado e usado para amplificar esta 

sequência do genoma de diferentes espécies de Phaseolus e outras Phaseolinae. Os 
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amplicons de P. microcarpus, P. oligospermus, V. unguiculata e C. cajan foram 

clonados como descrito anteriormente. 

 

Validação e análises filogenéticas 

Análises genômicas foram conduzidas nas versões disponíveis dos genomas de 

feijão comum "Phaseolus vulgaris v1.0" (Schmutz et al., 2014), soja, “Glycine max 

v1.1” (Schmutz et al., 2010), e grao-de-bico, “Cicer arietinum GCA_000331145.1” 

(Jain et al., 2013).  

Para análises envolvendo khipu, cada um dos fragmentos clonados das diferentes 

espécies de Phaseolus foi checado quanto a sua similaridade com khipu com o 

hmmsearch (http://hmmer.janelia.org; Eddy, 1998) usando um HMM profile baseado 

num alinhamento múltiplo de 105 unidades de khipu (David et al, 2009). As sequências 

positivas de P. leptostachyus, P. lunatus and P. microcarpus foram alinhadas com 68 

khipu de P. vulgaris, representando a diversidade dessa sequência no genoma da espécie 

(Richard et al., 2013), usando o programa Muscle (Edgar, 2004a, b). A árvore de 

máxima verossimilhança foi gerada de acordo com Richard et al. (2013). 

Sequências similares a Jumper foram pesquisadas nos genomas do feijão 

comum, soja e grão-de-bico com HMMer usando um modelo HMM baseado em 74 

jumper como arquivo de entrada, incluindo 30 jumper de P. microcarpus e 44 jumper 

de P. oligospermus. Três unidades de jumper foram isoladas de cada agrupamento da 

sequência presente no genoma de P. vulgaris, resultando num total de 71 jumper 

oriundo de P. vulgaris. As mesma foram alinhadas com os clones previamente 

identificados em P. oligospermus (44 sequências) e P. microcarpus (30 sequências) e a 

árvore construída por máxima verossimilhança como anteriormente descrito. A edição 

final foi realizada usando o pacote R.  

 

Hibridização Southern blot 

Para análise do BACs, o DNA foi extraído usando o Plasmid Mini Kit (Qiagen) 

e digerido com EcoRI, HindIII ou RsaI (Fermentas). Posteriormente, foi separado por 

eletroforese em gel de agarose e blotado em membrana de náilon Hybond N+ (Roche 

Diagnostics). Para análise de DNA genômicos, os DNAs de Phaseolus species, V. 

radiata e C. cajan foram digeridos apenas com HindIII. As sondas usadas foram: quatro 

clones de diferentes espécies de Phaseolus selecionados aqui (Pmkhipu1, Pmkhipu2, 

Plekhipu2 e Plukhipu7); uma mistura de unidades de khipu de P. vulgaris (Pvkhipu mix; 
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David et al., 2009); um produto de PCR de jumper amplificado do genoma de P. 

microcarpus; e uma unidade específica de khipu (um fragmento de 500 pb isolado do 

clone 1H04; David et al., 2009, para a hibridização de BAC apenas). A marcação foi 

realizada por random primer com digoxigenina-11-dUTP (Roche Diagnostics). A 

hibridização foi realizada a 37ºC como descrito em Ribeiro et al. (2011) e a lavagem a  

45°C e/ou 68°C  para baixa e alta estringência, respectivamente. 

 

Preparação de lâminas e hibridização fluorescente in situ (FISH) 

As lâminas e a FISH com 76% de estringência foram realizadas segundo Fonsêca et al. 

(2010). Para a hibridização em baixa estringência (40%), o mix foi composto por 10% 

(w/v) dextrano sulfato, 6x SSC and 50-100 ng de sonda e as lavagens foram realizadas 

em temperatura ambiente. As sondas foram as mesmas descritas acima, exceto para P. 

leptostachyus onde outro clones foi utilizado (Plekhipu12), e foram marcadas por nick 

translation com Cy3-dUTP (Amersham). Quando necessário, a rehibridização das 

lâminas foi realizada de acordo com Heslop-Harrison et al. (1992). As fotos foram 

feitas usando um microscópio de epifluorescência Leica DMLB equipado com uma 

câmera de vídeo Cohu. 

 

RESULTADOS 

Com a intenção de descobrir se khipu era o DNA satélite mais abundante dos 

subtelômeros dos cromossomos de P. vulgaris, sete clones BAC (de quatro terminais 

cromossômicos distintos) com padrão de distribuição subtelomérico foram selecionados 

e analisados quanto à sua composição de sequências. Hibridização em membrana 

utilizando uma sonda de khipu e DNA dos BACs digeridos com HindIII, EcoRI e RsaI 

revelou diversas bandas marcadas em todos os BACs (Figura dado suplementar Fig.1). 

Estes fragmentos foram os mesmos visualizados quando a fração repetitiva Cot-1 foi 

usada como sonda (não mostrado), sugerindo que khipu é, se não a única sequência, a 

família mais abundante presente nos insertos desses BACS e nos subtelômeros do feijão 

comum. 

A presença e distribuição de sequências relacionadas à khipu em outras três 

espécies de Phaseolus (P. leptostachyus, P. lunatus and P. microcarpus) foi avaliada 

por meio da hibridização in situ de uma mistura de unidades de khipu do feijão comum 

sob alta e baixa estringência. No primeiro caso, sinais subteloméricos foram 
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visualizados em todas as espécies, mas em intensidade menor a encontrada em P. 

vulgaris sob as mesmas condições (forte marcação nos terminais em ambos os braços na 

maioria dos cromossomos; não mostrado). Sinais adicionais foram vistos sob baixa 

estringência. Em P. leptostachyus, a marcação estava presente em 18 dos 20 

cromossomos, embora mais fraca do que a visualizada em P. vulgaris (Figs. 1a, b, e e f 

e Tabela 1). P. lunatus mostrou oito terminais cromossômicos marcados, com dois 

sinais mais fortes que os outros (Figs. 1c e g), enquanto P. microcarpus exibiu de 12-14 

cromossomos hibridizados em um dos braços (Figs. 1d e 1h). De acordo com o padrão 

de FISH, três tipos cromossômicos, variando em quantidade a depender da espécie, 

foram definidos com base na presença de khipu em dois (tipo I), um (tipo II) ou nenhum 

(tipo III) dos braços cromossômicos (Fig. 2; Tabela 1). 

Sequências khipu-like foram obtidas de outras espécies de Phaseolus por meio 

de uma estratégia baseada em PCR. Nove primers foram desenhados a partir de um 

alinhamento múltiplo de sequências de khipu de P. vulgaris (David et al., 2009) e 

usados para amplificação. Vinte e um clones de P. microcarpus (Pmkhipu1-

Pmkhipu21), nove de P. lunatus (Plukhipu1-Plukhipu9) e 30 de P. leptostachyus 

(Plekhipu1-Plekhipu30) foram obtidos e usados em uma reconstrução filogenética, em 

combinação com um conjunto de 68 khipu de P. vulgaris. Embora alguns clados 

espécie-específicos tenham sido encotrados, sequências das diferentes espécies 

apareceram misturados de forma geral. Clones de P. leptostachyus foram mais 

relacionados com os de P. microcarpus do que com os P. lunatus (Fig. 3), contrastando 

com as relações filogenéticas pré-estabelecidas. 

A organização molecular de khipu foi investigado por hibridização em 

membrana usando DNAs genômicos de diferentes espécies digeridos com HindIII. A 

mistura de khipu de P. vulgaris (Pvkhipu mix) mostrou hibridização em todas as 

espécies de Phaseolus (Fig. 4a, b), resultando num padrão de bandas em escada (ladder-

like) variando entre 0,5 e 2 kb. O clone de P. lunatus (Plukhipu7) apresentou forte 

marcação apenas no genoma de P. vulgaris (não mostrado), enquanto o oriundo de P. 

leptostachyus (Plekhipu2) hibridizou apenas na espécie de origem (dado suplementar 

Fig. S2a). Uma banda de alto peso molecular foi vista no genoma de P. microcarpus e 

P. leptostachyus, enquanto um fragmento de 0,5 kb foi observado em P. oligospermus, 

quando o clone Pmkhipu1 (P. microcarpus) foi utilizado (dado suplementar  Fig. S2b). 

V. radiata and C. cajan não mostraram sinais de hibridização com todas as sondas 

testadas. 
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A distribuição cromossômica das sequências de khipu obtidas de outras espécies 

foi avaliada por meio de FISH. Os clones foram mapeados nos subtelômeros em todos 

os casos, mas com clara variação interespecífica no número e intensidade dos sinais 

(Fig. 5). Plukhipu7 mostrou sinal em um único par cromossômico de P. lunatus (Fig. 

5a) e P. leptostachyus (Fig. 5b), enquanto em P. vulgaris a marcação foi detectada em 

12-14 cromossomos (não mostrado). O clone de P. leptostachyus (Plekhipu12) mostrou 

marcação apenas na própria espécie, com diferenças na intensidade entre os 

cromossomos (Fig. 5d). Adicionalmente, dois clones de P. microcarpus foram 

localizados em um dos braços cromossômicos em seis pares da própria espécie 

(Pmkhipu1; Fig. 5c) ou em um par de P. leptostachyus e P. lunatus (Pmkhipu2; Fig. 5e-

f). Quando hibridizado nos cromossomos da espécie de origem, Pmkhipu2 mostrou 

marcação nos subtelômeros e pericentrômeros de vários cromossomos. Uma análise 

mais detalhada desse clone revelou a presença de outro DNA satélite, adjacente a khipu, 

o qual foi responsável pelo padrão de marcação mais disperso ao longo dos 

cromossomos. 

A nova sequência, nomeada jumper, foi identificada na forma de duas unidades 

de ~ 170 pb no clone Pmkhipu2. Uma triagem por PCR revelou a ocorrência desse novo 

satélite no genoma de diferentes espécies de Phaseolus. Amplicons também foram 

observados em outros gêneros (Cajanus, Macroptilium and Vigna), embora o padrão 

sugira uma organização distinta da sequência (dado suplementar Fig. S3). 

Uma análise mais detalhada da organização molecular de jumper foi realizada 

pela checagem de sua distribuição no genoma de diferentes legumes (feijão comum, 

grão-de-bico e soja). No feijão comum, 1138 unidades de jumper foram identificadas 

em 10 dos 11 pseudomoléculas (exceto no pseudocromossomo 4) (dado suplementar 

Tabela S3). Estas unidades estavam organizadas em arranjos em tandem head-to-tail, 

eventualmente adjacente à khipu, ou como duas unidades de separadas por outra 

sequência, aqui chamada interjumper, em um modo contínuo (Fig. 6a). Nos genomas de 

soja e grão-de-bico não foram detectadas sequências similares a  jumper.  

Interessantemente, parte da sequência de interjumper encontrada em P. vulgaris 

mostrou similaridade com o DNA ribossomal 5S (Fig. 6b) e a organização jumper-

interjumper-jumper foi encontrada apenas nos pseudocromossomos 6 e 10, aqueles que 

possuem sítios de DNAr 5S no feijão comum. A relação entre jumper e o DNAr 5S foi 

então extensamente analisada a partir do isolamento e comparação de várias sequências 

de DNAr 5S dos  pseudocromossomos 6 and 10. Jumper foi encontrado como parte do 
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espaçador não transcrito NTS (Non-Transcribed Spacer) de todas as sequências de 

DNAr 5S rDNA do pseudocromossomo 6  (Fig. 6c) e várias do pseudocromossomo 10 

(dado suplementar Fig. S4). Embora o NTS, e portanto, interjumper varie em tamanho, 

jumper foi encontrado sempre na mesma posição ao longo de todos os NTS analisados 

(dado suplementar Fig. S4). As unidade de jumper isoladas do genoma do feijão comum 

se mostraram bastante divergentes daquelas obtidas de P. microcarpus e P. 

oligospermus, o que pode representar um artefato do procedimento de clonagem ou ser 

devido a recente amplificação de jumper nas últimas duas espécies. Excluindo umas 

poucas unidades, todas as sequências de P. oligospermus and P. microcarpus 

agruparam em clados espécie-específicos (dado suplementar Fig. S5). 

A distribuição citológica de jumper foi analisada por FISH usando um produto 

de PCR de P. microcarpus e revelou, mesmo sob baixa estringência, sinais de 

hibridização apenas em P. microcarpus, corroborando a divergência de sequências. 

Todos os cromossomos apareceram marcados com diferentes intensidades nos 

pericentrômeros, subtelômeros ou ambos os domínios. A colocalização com o DNA 

satélite khipu foi visualizada em 12 subtelômeros, mas não com os loci de DNAr 5S 

(Fig. 7). Por hibridização em membrana, a presença de um padrão em escada foi 

detectado apenas nos genomas de P. microcarpus and P. oligospermus (sob baixa 

estringência) quando a mesma sonda foi utilizada (Fig. 8).  

 

DISCUSSÃO 

 

Estudos prévios de mapeamento comparativo em P. lunatus (Bonifácio et al., 

2012) e P. microcarpus (Fonsêca and Pedrosa-Harand, 2013) usando BACs contendo 

khipu de P. vulgaris (Fonsêca et al., 2010) sugeriram a ausência desta sequência 

repetitiva nos subtelômeros dessas espécies. Entretanto, os dados citomoleculares do 

presente trabalho, combinados com as análises prévias realizadas por David et al., 

(2009), demostram que khipu é de fato uma sequência satélite presente nos 

subtelômeros de todas as espécies de Phaseolus analisadas. Assim, a variação 

observação em FISH com a mistura de khipu de P. vulgaris khipu sob diferentes 

estringências nas variadas espécies dão suporte para divergências ao nível de sequência. 

Adicionalmente, os dados também indicam variações no número e tamanho dos blocos 
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de khipu entre as espécies, com a sequência sendo mais abundante em P. vulgaris and P. 

leptostachyus e menos abundante em P. lunatus. 

A estratégia baseada em PCR para amplificação e clonagem de sequências 

relacionadas a khipu foi eficiente. As análises de sequência mostraram similaridade 

significante entre os fragmentos obtidos aqui e as unidades de khipu do P. vulgaris 

(David et al., 2009; Richard et al., 2013). Entretanto, mesmo usando primers 

desenhados para amplificar regiões mais conservadas das unidades, sequências 

divergentes também foram obtidas. O consenso apresentou alto percentual de AT, como 

já conhecido para P. vulgaris (David et al., 2009) e diversos outras famílias de DNA 

satélite (Macas et al., 2002). 

A análise de máxima verossimilhança revelou que khipu oriundo das diferentes 

espécies agruparam de forma mista. Apesar disso, alguns clones de P. lunatus foram 

mais relacionados às unidades de P. vulgaris (Richard et al., 2013), enquanto as de P. 

leptostachyus foram mais próximas às de P. microcarpus, uma espécie basal do gênero 

posicionada no clado A (Delgado-Salinas et al., 2006). Diversos estudos têm 

demonstrado que a evolução em concerto da unidade de repeticação leva, em geral, a 

uma menor variação intraespecífica do que entre espécies relacionadas (ver, por 

exemplo, Fernandéz et al., 2001; Acosta et al., 2010). Algumas vezes, entretanto, esta 

homogeneização pode ocorrer de forma lenta ou incompleta, levando ao surgimento de 

subfamílias de uma mesma sequência em um genoma. Em Silena latifolia, por exemplo, 

quatro diferentes subfamílias de um DNA satélite subtelomérico foram identificadas, 

com cada subtelômero apresentando uma composição diferentes de cada uma delas 

(Kazama et al., 2006). Os agrupamentos de sequências encontradas nas análises 

realizadas aqui sugerem que khipu não está sendo completamente homogeneizado. 

A análise por FISH usando diferentes clones khipu demonstraram a 

especificidade da sequência aos subtelômeros, como previamente relatado para P. 

vulgaris (David et al., 2009). Estas regiões são consideradas uma zona de transição 

entre sequências cromossomo-específicas e o DNA telomérico (McEachern et al., 

2000), sendo um local comum para formação de blocos heterocromáticos e acumulação 

de DNAs satélites (Sharma and Raina, 2002). Em Citrus (Rutaceae) e grupos 

relacionados (Fortunella and Poncirus), por exemplo, Barros e Silva et al., (2010) 

identificaram um DNA satélite, nomeado CsSat, como a principal sequência presente 

nos terminais cromossômicos. Em P. vulgaris, estes terminais são particularmente 

enriquecidos em khipu e genes de resistência, como os loci Co-2 e B4 (Geffroy et al., 
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1998; Geffroy et al., 2009), e susceptíveis a frequentes recombinações ectópicas (David 

et al., 2009). 

As variações observadas no número e intensidade dos sinais de FISH dentro e 

entre espécies de Phaseolus podem resultar de diferenças no número de cópias por sítio 

e/ou devido à divergência entre as sequências presentes em diferentes cromossomos, já 

que DNAs satélite são conhecidos como elementos de rápida evolução (Hemleben et al., 

2007). Por exemplo, o clone Plukhipu7 foi localizado em uma parte dos cromossomos 

de P. vulgaris, em um número maior que na própria espécie de origem. Nenhum dos 

clones usados como sonda neste estudo detectou vários blocos de khipu em P. lunatus, 

sugerindo que esta sequência esteja subrepresentada neste genoma. Por outro lado, este 

mesmo clone foi mapeado em um par cromossômico de P. leptostachyus, enquanto um 

clone (Plekhipu12) da própria espécie marcou outro par, confirmando a presença de 

variantes de khipu em diferentes terminais cromossômicos. Na batata, os subtelômeros 

são locais de acúmulo de pelo menos duas diferentes famílias de DNA satélite (CL14 e 

CL34), diferentemente distribuídas a depender do subtelômero (Torres et al., 2011).  As 

quatro famílias identificadas em Silene latifolia também mostraram um padrão de 

distribuição peculiar, variando o suficiente para produzir padrões específicos em cada 

terminal cromossômico (Kazama et al., 2006). 

Interessantemente, os subtelômeros de P. microcarpus possuem não apenas 

khipu, mas duas distintas famílias de DNA satélite. Khipu and jumper estão intercalados 

ou adjacentes em pelo menos 10 subtelômeros, suportando a presença de uma biblioteca 

de DNAs satélites no gênero. Esta biblioteca representaria uma fonte permanente de 

sequências que podem indenpendentemente ser amplificadas em cada espécie (Plohl et 

al. 2012). De fato, enquanto khipu foi citologicamente detectado em todas as espécies, 

jumper sofreu uma amplificação pontual apenas em P. microcarpus e espécies 

ralacionadas.  Esses satélites variaram no tamanho da unidade de repetição (~528 pb x 

~170 pb para khipu e jumper, respectivamente), número de cópias (2,460 x 353 cópias 

em P. vulgaris, Richard et al. 2013 e presente trabalho), distribuição (subtelómerica x 

subtelómerica and pericentromérica), tempo de amplificação (mais antigo para khipu)  e 

grau de homogeneização intraespecífica (maior para jumper), confirmando a evolução 

independente.  

 Análises genômicas em P. vulgaris, G. max and C. arietinum revealaram que 

jumper compartilha similaridade com o NTS do DNAr 5S no feijão comum. Este DNA 

satélite apresentou conservação de sequência e foi encontrado sempre na mesma 
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posição ao longo do NTS do pseudocromossomo 6 em alguns do pseudocromossomo 

10, com regiões flanquadores conservadas. No momento, não é possível elucidar a 

origem desse DNA satélite. A alta similaridade entre as sequências presentes no NTS e 

aquelas na forma de arranjos em tandem nos outros cromossomos sugerem uma origem 

recente de jumper de parte do NTS. Ao passo que a ausência da sequência em parte dos 

NTS do cromossomo 10 mostraria uma origem independente do DNA satélite, seguida 

de inserção no NTS e homogeneização incompleta neste cromossomo. Diferentes DNAs 

satélites originados do DNA ribossomal têm sido identificados (Jo et al. 2011, Martins 

et al. 2006; Vittorazzi et al. 2011), principalmente do DNAr 45S. Na maioria dos casos, 

a sequência recém surgida tende a divergir. Usualmente, ela não é mapeada no local de 

origem (sítios de DNAr), mas se espalha por outros domínios (ver,  por exemplo, Jo et 

al. 2009; Almeida et al. 2012). Os sinais de jumper não foram identificados nos loci de 

DNAr 5S, mas sim nos subtelômeros e/ou pericentrômeros de todos os cromossomos de 

P. microcarpus. Frequentemente, os arranjos de DNAs satélites são encontrados nesses 

locais, mas não em ambos ao mesmo tempo. Um padrão similar foi identificado para o 

satélite em Medicago e grupos relacionados (Rosato et al. 2011), sugerindo a ocorrência 

eventual de recombinação ectópica entre a heterocromatina pericentromérica e 

subtelomérica. Este fenômeno parece ser frequente em P. microcarpus para explicar a 

extensa distribuição de jumper no genoma da espécie. Alternativamente, as duas 

sequências teriam atingido o padrão de distribuição observado independentemente, após 

poucos eventos de recombinação.  

DNAs satélites apresentam geralmente unidades de repetição entre 160-180 ou 

320-370 pb (Hemleben et al., 2007), entretanto diferentes famílias com tamanhos 

incomuns têm sido descritas, como Cent4 em milho, ~740 pb (Page et al., 2001),  e 

khipu em P. vulgaris (David et al., 2009). Aqui, o tamanho incomum foi confirmado 

para khipu em outras espécies de Phaseolus, enquanto jumper (170 pb) se encaixou na 

média geral. Em muitos casos, esta variação na unidade de repetição aparece devido a 

mudanças no reconhecimento dos sítios de restrições ao longo do arranjo, levando ao 

surgimento de unidades mais complexas denominadas higher order repeats (HOR). Em 

P. vulgaris, um DNA satélite centromérico, Nazca, está organizado desta forma, com 

uma unidade complexa de 528 pb composta por três diferentes subrepeats (Awata et al., 

2013). Para khipu, que apresenta uma unidade de ~ 500 pb, este tipo de organização não 

foi observado nas espécies analisadas. 
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Em P. vulgaris, khipu foi identificado em ~1% das sequências de terminais de 

BACs analisadas e está relacionado a genes de resistência, indicando que o mesmo 

exerça um papel evolutivo significante (David et al., 2009). Os dados moleculares e 

citológicos obtidos aqui demonstram a importância de estratégias complementares para 

o estudo da fração repetitiva do genoma. Khipu representa um importante componente 

da heterocromatina subtelomérica in Phaseolus, embora divergente dentro e entre 

espécies. Além disso, a identificação de dois DNAs satélites no genoma de P. 

microcarpus, como ambos ocupando os mesmos ou diferentes subtelômeros, sugere que 

uma biblioteca de DNAs satélites seja o mecanismo mais comum de evolução dessas 

sequências no gênero, como já mostrado para diferentes grupos de plantas e animais. 
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Tabela 1. Distribuição cromossômica de uma mistura de khipu de P. vulgaris (Pvkhipu mix) em espécies de Phaseolus sob diferentes 

estringências 

 

Espécie Tipos cromossômicos
a
 

Alta estringência (76%) Baixa estringência (40%) 

P. vulgaris 14 I + 4 II + 4 III 16 I + 4 II + 2 III 

P. leptostachyus 2 II + alguns terminais fracamente 

marcados 

12 I + 6 II + 2 III 

P. lunatus Alguns terminais fracamente marcados 2 I + 6 II + 14 III 

P. microcarpus Alguns terminais fracamente marcados 12-14 II + 8-10 III 

a 
I: Sinais de khipu em ambos os braços cromossômicos; II: Sinais em apenas um dos braços; III: cromossomos sem sinais de khipu 
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Figura 1. Distribuição cromossômica de um conjunto de khipu de P. vulgaris (Pvkhipu mix) hibridizado in situ sob baixa e alta estringência em 

diferentes espécies de Phaseolus: P. vulgaris (a e e); P. leptostachyus (b e f); P. lunatus (c e g) e P. microcarpus (d e h). Em a-d, as imagens  são 

mostradas sobrepostas ao DAPI (cinza). Asteriscos em b, c e d indicam os cromossomos com os sinais de hibridização mais fortes e as setas em 

b, c, d, f, g e h apontam os cromossomos com regiões organizadoras do nucléolo (RON). Em f, g e h cabeças-de-seta indicam todos os terminais 

marcados e em a apenas os mais fracos. Barra em h = 5 µm.



Ribeiro, T. Evolução do DNA satélite subtelomérico khipu no gênero Phaseolus L...              58  

 

 

 

 

Figura 2. Tipos cromossômicos identificados em P. vulgaris e outras espécies de 

Phaseolus (P. leptostachyus, P. lunatus e P. microcarpus) baseado no padrão de 

hibridização com um conjunto de khipu de P. vulgaris. Tipo I, marcação em ambos os 

braços; tipo II, marcação em um dos braços e tipo III, nenhuma marcação. 
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Figura 3. Árvore filogenética de sequências de khipu de diferentes espécies de 

Phaseolus baseada em máxima verossimilhança. Cores azul, laranja e verde identificam 

as sequências de P. leptostachyus, P. microcarpus e P. lunatus, respectivamente. 

Sequências em preto foram extraídas do genoma de P. vulgaris. Setas indicam os clones 

utilizados como sonda em FISH na Figura 
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5.

  

Figure 4. Organização molecular de khipu em Phaseolus visualizada por hibridização 

Southern blot. DNAs foram hibridizados sob alta (a) e baixa (b) estringência com uma 

mistura de khipu de P. vulgaris. Relações filogenéticas mostradas no topo da figura 

foram baseadas em Delgado-Salinas et al. (2006). 
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Figura 5. FISH sob alta estringência de clones khipu isolados de diferentes espécies de 

Phaseolus. Distribuição do clones Plukhipu7 em P. lunatus (a) e P. leptostachyus (b); 

(c-d) localização de Pmkhipu1 em P. microcarpus (c) e Plekhipu12 em P. leptostachyus 

(d); (e-f) hibridização de Pmkhipu2 em P. lunatus (e) e P. leptostachyus (f). Barra em f 

= 5 µm. 
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Figura 6. Organização genômica de jumper em P. vulgaris. (a) Distribuição de jumper 

em dois pseudocromossomos (cromossomos 5 e 6) mostrando a sequência como parte 

de um fragmento maior (crom. 6) ou arranjada em tandem (crom. 5); (b) Alinhamento 

de interjumper com o DNAr 5S de diferentes espécies mostrando sua similaridade com 

a região codificante (CDS); (c) Estrutura da unidade de repetição do DNAr 5S de P. 

vulgaris. 
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Figura 7. FISH de jumper (vermelho) e khipu (amarelo) de P. microcarpus e do DNAr 

5S (azul) em cromossomos mitóticos de P. microcarpus (cinza). Cabeças-de-seta 

apontam sítios de colocalização de khipu-jumper e asteriscos os cromossomos nos quais 

as sequências aparecem em terminais diferentes. P: pericentrômeros; S: subtelômeros 

Barra = 5 µm.  
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Figura 8. Southern blot de DNAs genômicos de Phaseolus (Po: P. oligospermus; Pm: 

P. microcarpus; Plu: P. lunatus; Ple: P. leptostachyus e Pv: P. vulgaris) e outros 

legumes (Cc: Cajanus cajan e Vr: Vigna radiata) digeridos com HindIII e hibridizados 

sob baixa estringência com uma sonda de jumper de  P. microcarpus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Ribeiro, T. Evolução do DNA satélite subtelomérico khipu no gênero Phaseolus L...              65  

 

 

FIGURAS SUPLEMENTARES 

 

Tabela S1. BACs subteloméricos analisados por southern blot. Estes clones mostraram 

a mesma marcação subtelomérica quando hibridizados in situ nos cromossomos do 

feijão comum (Pedrosa-Harand et al., 2009; Fonsêca et al., 2010)  

 

Cromossomo Clone BAC Marcador genético correspondente 

2 14F02 Bng 57 

4 78L24 Bng 160 

4 190C15 Bng 184 

4 221J10 Bng 151 

8 234P20 Bng 96 

10 63H06 Bng 218 

10 119E19 L177 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Ribeiro, T. Evolução do DNA satélite subtelomérico khipu no gênero Phaseolus L...              66  

 

Tabela S2. Primers usados para amplificação de sequências relacionadas a khipu em 

espécies de Phaseolus. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Primer Sequência (5’ - 3’) 

khipu Fdeg CACGTAAGAATCNNS 

khipu Rdeg TTGTGCAAACCANNG 

khipu F1 TTTCAGGTCAAACGGATGAGT 

khipu R1 TTTGCACCCAGGTAAGGAG 

khipu F2 CACACACAAACGAACCTTCC 

khipu R2  CCCAGGTAAGGAGGCACGTCCA 

khipu F3 AGACACAGTGACGAATGTCTGG 

khipu R3 GGACTTACTACGCCTTACTCCTTG 

khipu F4  ACCCAAGGAGCAAGCCGTAGT 
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Tabela S3. Número de unidades de jumper no genoma de P. vulgaris. 

Cromossomo Número de cópias  

Crom01 124 

Crom02 30 

Crom 03 36 

Crom04 0 

Crom05 144 

Crom06 254 

Crom07 55 

Crom08 105 

Crom09 179 

Crom10 94 

Crom11 117 

Total 1,138 
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Fig. S1. Southern blot de BACs subteloméricos hibridizados com khipu sob alta 

estringência. Amostras foram coradas com SYBR gold (a e c) e então hibridizadas com 

khipu (b e d). Enzima de restrição usadas: H= HindIII, R= RsaII, E= EcoRI. BAC 

147K17 é um BAC que apresenta sinais únicos após FISH e foi usado como controle. 
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Fig. S2. Hibridização Southern blot de clones khipu de diferentes espécies de Phaseolus 

sob alta estringência. (a) Clone khipuPle2 de P. leptoscahyus e (b) clone khipuPm1 de 

P. microcarpus. Cc: Cajanus cajan; Vu: Vigna radiata; Pm: P. microcarpus; Po: P. 

oligospermus; Pv: P. vulgaris; Ple: P. leptoschyus e Plu: P. lunatus. 
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Fig. S3. (a) Representação esquemática do clone de P. microcarpus (Pmkhipu2) 

contendo jumper. Região em cinza claro mostra o fragmento de khipu (450 pb), 

enquanto a cinza escuro representa as duas unidades de jumper; (b) alinhamento dos 

dois monômeros de jumper identificados no presente clone. Nucleotídeos marcados em 

negrito representam polimorfismos ao longo da sequência; (c) Amplificação de jumper 

por PCR em diferentes espécies de Phaseolus (Po: P. oligospermus; Pm: P. 

microcarpus; Pv: P. vulgaris ‘BAT93’ e ‘JaloEPP’; Ple: P. leptostachyus; Plu: P. 

lunatus) e quatro espécies relacionadas (Ma: Macroptilium atropurpureum; Vr: Vigna 

radiata; Vu: V. unguiculata e Cc: Cajanus cajan). Barras na parte esquerda da figura 

representam os tamanhos dos fragmentos. 

. 
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Fig. S4. Alinhamento múltiplo de um conjunto de  NTS extraídos do DNAr 5S de dados 

genômicos de P. vulgaris. Pv06: Pv cromossomo 6 e Pv10: Pv cromossomo 10. Linha 

horizontais na lateral esquerda marcam os NTS sem jumper. 
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Fig. S5. Análise de máxima verossimilhança do satélite jumper de diferentes espécies 

de Phaseolus. P. vulgaris (Pv; preto), P. oligospermus (Po; vermelho) and P. 

microcarpus (Pm; azul). 
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5. Conclusões 

 

1- Khipu foi confirmado como principal DNA satélite no genoma do feijão comum 

(P. vulgaris) e identificado também nos subtelômeros dos cromossomos das 

outras espécies de Phaseolus analisadas. 

 

2- Phaseolus lunatus e P. microcarpus, entretanto, possuem um menor número de 

cópias de khipu em seus genomas. 

 

3- Os diferentes padrões de hibridização observados por FISH para o khipu mix de 

P. vulgaris e os clones isolados das demais espécies (P. leptostachyus, P. 

lunatus e P. microcarpus) demonstram a presença de variabilidade intra- e 

interespecífica ao nível de sequência. 

 

4- A organização genômica de khipu na forma de multímeros de 500 pb também foi 

observada para P. leptostachyus, P. lunatus e P. microcarpus, confirmando o 

tamanho desviante da unidade de repetição em comparação a maioria dos DNAs 

satélites. 

 

5- Os subtelômeros em P. microcarpus apresentam uma complexidade de 

sequências maior em relação às outras espécies. Neste caso, khipu foi 

encontrado em íntima relação com outra sequência satélite, denominada jumper, 

em diferentes cromossomos. 

 

6- A identificação de dois DNAs satélites nos subtelômeros de P. microcarpus, 

juntamente com a variação quantitativa encontrada para khipu na outras espécies 

do estudo, demonstram a ocorrência de amplificação diferencial dessas 

sequências em Phaseolus e suportam a hipótese de uma biblioteca de sequências 

(Satellite DNA library) como o principal mecanismo de evolução de DNAs 

satélites no gênero. 
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6. Anexo 
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