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RESUMO 

 

Neste trabalho foram analisadas a distribuição da heterocromatina, o número de sítios 

de DNAr 5S e 45S nas espécies P. lunatus e P. vulgaris e foi desenvolvido um mapa 

citogenético de P. lunatus utilizando dois fagos e 30 BACs (Bacterial Artificial 

Chromosomes) dos cromossomos 3, 4 e 7 de P. vulgaris. Os resultados mostraram que a 

heterocromatina em P. vulgaris e em P. lunatus está localizada preferencialmente na 

região pericentromérica da maioria dos cromossomos. Em P. vulgaris foi observada 

uma variação para o DNAr 45S, em que acessos Mesoamericanos apresentaram de três 

a quatro sítios e os Andinos de seis a nove sítios. O número de sítios de DNAr 5S em P. 

vulgaris foi constante com dois sítios em todos os acessos. Por outro lado, em P. 

lunatus o número de sítios de DNAr 45S não variou, revelando um sítio de DNAr. O 

DNAr 5S apresentou um sítio em alguns acessos e uma duplicação em apensa dois 

outros acessos. A hibridização in situ de 30 BACs e dois fagos de P. vulgaris em 

cromossomos de P. lunatus mostrou que sete BACs continham DNA repetitivo e não 

foram mapeados. Os demais BACs e fagos mostraram estar conservados, pelo fato de 

que as posições no mapa genético de P. vulgaris e no mapa citogenético de P. lunatus 

foram semelhantes. Os resultados corroboram a semelhança cariotípica das espécies, 

sugerindo que não ocorreram grandes rearranjos cromossômicos após a separação delas. 

Provavelmente a principal divergência entre essas espécies foi a amplificação 

diferencial de DNAr 45S e de seqüências de DNA repetitivo, pelo fato de que algumas 

seqüências foram detectadas nos cromossomos de P. vulgaris, que estão aparentemente 

ausentes em P. lunatus e outras seqüências foram detectadas nos cromossomos de P. 

lunatus, que estão aparentemente ausentes em P. vulgaris. 

Palavras chave: Phaseolus, Mapeamento físico, Evolução
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ABSTRACT 

This work presents the analyses of the heterochromatin distribution and number of 5S 

and 45S rDNA sites in the species P. lunatus and P. vulgaris and the development of a 

cytogenetic map of P. lunatus based on the localization of two bacteriophages and 30 

BAC (Bacterial Artificial Chromosome) of chromosomes 3, a and 7 from P. vulgaris. In 

both species, the constitutive heterochromatin was preferentially located in the 

pericentromeric regions of most chromosomes. A high variation in the number of 45S 

rDNA sites was observed in P. vulgaris. In this species three to four sites were observed 

in Mesoamerican accessions and from six to nine sites in the Andean ones. The number 

of 5S rDNA sites was stable with two sites bring observed in all accession. In contrast, 

the number of 45S rDNA sites in P. lunatus remained constant, with a single locus bring 

observed, while the 5S rDNA was observed forming a single locus in many accessions, 

but has a duplicated in others. In situ  hybridization of 30 BACs and two bacteriophages 

from P. vulgaris in P. lunatus revealed the presence of repetitive DNA in 7 BACs, 

while could therefore not be mapped. The remaining BACs and phages were shown to 

be conserved among the species, because they were mapped in similar positions in P. 

vulgaris genetic map and P. lunatus cytogenetic map. These results confirm the 

similarity between the karyotypes of both species and suggest that no make 

chromosomal rearrangement occurred since the time of divergence. The differencial 

amplification of 45S rDNA and other repetitive sequences are probably the main 

karyotypical differences among the species, because some sequences have been 

detected in P. vulgaris but not in P. lunatus and other seem to be present in P. lunatus 

but are apparently absent from P. vulgaris. 

Key Words: Phaseolus, Physic mapping, Evolution  
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1. INTRODUÇÃO 

 

Phaseolus é um importante gênero da família Fabaceae por incluir espécies 

cultivadas como P. vulgaris (feijão comum) e P. lunatus (feijão fava). Estas espécies 

fazem parte da dieta de muitos países da América Latina e África (Mercado-Ruaro e 

Delgado-Salinas 2000). 

Estudos utilizando marcadores morfológicos, bioquímicos e genéticos nessas 

espécies têm indicado uma domesticação independente em duas regiões, chamadas de 

Mesoamericana e Andina (Debouck et al. 1987; Gepts 1998; Lioi et al. 1998; Fofana et 

al. 2001). 

O gênero Phaseolus possui alta semelhança cariotípica, apresentando 2n=22 

cromossomos com predominância de cromossomos metacêntricos e submetacêntricos. 

A heterocromatina constitutiva, analisada em algumas espécies, está preferencialmente 

distribuída na região pericentromérica da maioria dos cromossomos. Estudos com 

DNAr 5S e 45S têm permitido sugerir algumas diferenças cariotípicas no gênero, no 

entanto, nenhum rearranjo cromossômico foi demonstrado e não está claro se as 

alterações cariotípicas estariam envolvidas no processo de especiação do grupo (Mok e 

Mok 1976; Zheng et al. 1991; 1993; Moscone et al. 1999; Mercado-Ruaro e Delgado-

Salinas 2000). 

Com o advento dos marcadores moleculares, vários mapas genéticos foram 

desenvolvidos para diversas espécies, incluindo P. vulgaris com o mapa de RFLP 

(Restriction Fragment Length Polymorphism) (Vallejos et al. 1992), porém, para P. 

lunatus nenhum mapa foi desenvolvido. Outros tipos de mapa podem ser desenvolvidos, 

como o mapa citogenético, que mostra a posição de marcadores mapeados 

geneticamente nos cromossomos (Cheng et al. 2001).  



 VIII

O mapa citogenético pode ser obtido de duas maneiras: por uso de estoques 

citogenéticos, como linhagens de deleção ou translocação ou através da hibridização in 

situ  (In Situ Hybridization - ISH). Com o desenvolvimento da técnica de hibridização 

fluorescente in situ (Hybridization In Situ Fluorescent – FISH) tornou-se mais rápido a 

obtenção desses mapas. Esta técnica possui limitações para detectar pequenas 

seqüências, como por exemplo os marcadores do tipo RFLP. Esta limitação pode ser 

superada utilizando clones de grandes insertos de DNA, como os clones de BACs 

(Bacterial Artificial Chromosomes), selecionados aleatoriamente ou com marcadores 

moleculares de RFLP ancorados em mapas genéticos (Cheng et al. 2001). A integração 

entre mapas de diferentes espécies permite construir um mapa comparativo e conhecer 

possíveis rearranjos cromossômicos e outras divergências genéticas e moleculares 

ocorridas durante a evolução. 

Com o intuito de estudar a evolução cariotípica de P. lunatus e P. vulgaris, este 

trabalho analisou a distribuição da heterocromatina e o número de sítios de DNAr 5S e 

45S em acessos Mesoamericanos e Andinos de P. lunatus e P. vulgaris e construiu um 

mapa citogenético comparativo entre essas espécies. A heterocromatina foi localizada 

por meio da técnica de bandeamento C e pela coloração com os corantes fluorescentes 

cromomicina A3 (CMA) e 4’-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI). A localização de sítios 

de DNAr 5S e 45S e o mapeamento cromossômico dos BACs e fagos de P. vulgaris em 

cromossomos de P. lunatus foram feitos através de FISH. 
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2 – REVISÃO DA LITERATURA 
 
 
 

2.1 Gênero Phaseolus 

 

2.1.1 Importância econômica 

 

Espécies de Phaseolus estão entre as plantas cultivadas mais antigas do Novo 

Mundo, juntamente com milho e mandioca. Elas têm sido culturas dominantes em 

regiões de média e baixa altitude das Américas, encontradas até 3000 metros de altitude. 

Os feijões são extremamente diversificados quanto à sua morfologia, aos métodos de 

cultivo, as maneiras de consumo e a adaptação aos ambientes em que são cultivados. 

Espécies de Phaseolus são cultivadas em sistemas de monocultura, em consorciação 

com outras culturas ou em rotação de culturas. A consorciação é favorecida pelo uso de 

cultivares com crescimento determinando, diminuindo a competição com outras 

culturas. A rotação é empregada, usando cultivares com ciclo vegetativo curto 

(Broughton et al. 2003).  

Nos últimos 20 anos, o cultivo dos feijões tem aumentado na escala comercial, 

pela comercialização tanto em mercados regionais quanto em nacionais e internacionais. 

Esse crescimento tem sido atribuído ao fato de que os feijões (P. vulgaris L. e P. 

lunatus L.) são os legumes mais importantes para o consumo direto pelo homem. Em 

2003, a produção total anual mundial excedeu 23 milhões de toneladas, das quais sete 

milhões foram produzidas na América Latina e África (Broughton et al. 2003). 

A maioria dos plantios é feita em pequenas propriedades, variando de um a 10 

hectares (ha). No Brasil, aproximadamente um terço do total da área plantada é feito em 

propriedades com menos de 10 ha, já no México, cerca de 67 % do plantio está situado 
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em propriedades com menos de 5 ha. O nível de tecnologia empregado no plantio tem 

sido baixo. A melhor situação está na Argentina, em que o cultivo tem sido feito 

utilizando modernos sistemas de produção. Já no Brasil, apenas 4% da área, que 

corresponde a 15% da produção, é feito com sistema de irrigação. Em países do Oeste e 

Sul da África, o feijão também tem grande importância, com aproximadamente 4 

milhões de ha. Semelhante a América Latina, o plantio é feito em pequenas 

propriedades, no entanto, na África não tem a disponibilidade de fertilizantes nem de 

cultivares melhor adaptados como na América Latina, tornando a produtividade inferior 

(Wortmann et al. 1998). 

Os feijões são consumidos de várias maneiras: como grãos maduros e imaturos 

ou na forma de verduras (vagens). Este último tipo é obtido quando se utiliza cultivares 

precoces, podendo ser colhido com dois meses após o plantio.  O consumo por pessoa 

tem variado entre as regiões, por exemplo, na Bolívia o consumo por pessoa é de 24 kg 

ano-1, enquanto 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 40 kg ano-1. No Brasil, ocorre 

uma variação entre as regiões. Enquanto na região Sudeste, o consumo por pessoa é de 

18,2 kg ano-1, na região Nordeste, este índice chega a 20,8 kg ano-1 (Broughton et al. 

2003). 

O feijão comum tem grande importância na complementação com outros 

alimentos, na dieta de muitos países. Suas sementes contêm de 20 a 25% de proteínas, 

estocadas na maioria, como faseolina. A importância da faseolina é devida a sua 

qualidade e quantidade, no entanto, ela é deficiente em aminoácidos contendo enxofre 

como a metionina. Por outro lado, as sementes dos cereais são deficientes em outros 

aminoácidos como a lisina. A alimentação combinada de cereais e legumes compensam 

essas deficiências, quando consumidos na proporção de 2:1 (Bressani 1983). 
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Entre os feijões, o feijão comum (P. vulgaris) é o mais consumido na América 

Latina e África, com cerca de 500 milhões de consumidores. A produção mundial atinge 

22,57 milhões de toneladas. No Brasil, ocupa uma área plantada de mais de 4,4 milhões 

de ha, com uma produção de 3,9 milhões de toneladas e um rendimento médio de 745 

kg/ha. A segunda espécie mais importante do gênero Phaseolus é a fava (P. lunatus), 

que no Brasil, ocupa uma área de 37 mil ha, produzindo 13,9 mil toneladas. O 

rendimento de fava é quase a metade do atingido pelo feijão comum, chegando a 384 

kg/ha. Além disso, o feijão comum é cultivado em todas as cinco regiões do Brasil, 

enquanto que a fava é cultivada, praticamente, na região Nordeste, onde se encontra 

cerca de 96,2% da produção nacional (IBGE 2004). 

 

2.1.2 Taxonomia 

 

O Gênero Phaseolus possui aproximadamente 50 espécies e pertence à família 

Fabaceae (Leguminosae), subfamília Papilionoideae, tribo Phaseoleae. Essa é uma das 

tribos mais importantes economicamente, por incluir além de Phaseolus, os gêneros 

Glycine (soja) e Vigna (feijões asiático e africano) (Lackey 1985). O gênero Phaseolus 

inclui cinco espécies cultivadas: P. vulgaris, P. lunatus, P. coccineus L., P. polyanthus 

L. e P. acutifolius A. Gray. Entre essas, P. vulgaris e P. lunatus são as que apresentam a 

maior importância econômica (Mercado-Ruaro e Delgado-Salinas 2000). 

Estudos genéticos com dados morfológicos e moleculares têm revelado as 

relações filogenéticas entre espécies de Phaseolus. P. microcarpus é considerada uma 

espécie basal no grupo e P. vulgaris faz parte de um complexo de espécies, que inclui P. 

acutifolius, P. coccineus e P. polyanthus. (Delgado-Salina et al. 1999). Em outro estudo 

com as espécies cultivadas, P. vulgaris, P. coccineus e P. acutifolius ficaram em um 



 4

clado, enquanto P. lunatus formou, juntamente com algumas espécies silvestres, um 

clado a parte, sugerindo que, entre as espécies cultivadas, P. lunatus é a espécie mais 

distante (Delgado-Salinas et al. 1999). Análises filogenéticas, usando dados 

morfológicos, bioquímicos, moleculares têm mostrado que o gênero é monofilético 

(Debouck, 1999). 

 

2.1.3 Origem e evolução 

 

Phaseolus lunatus e P. vulgaris surgiram em uma região, localizada no norte do 

Peru e sul do Equador, entretanto, existem dois centros de domesticação, denominados 

de Mesoamericano e Andino (Figura 1). Além disso, evidências botânicas, 

arqueológicas e bioquímicas sustentam a hipótese da ocorrência de domesticação 

independente para P. lunatus e P. vulgaris em ambos os centros (Debouck e Smartt 

1995; Fofana et al. 1999; 2001; Lioi 1996; Lioi et al.1998; 1999; Maquet et al. 1997; 

Nienhuis et al. 1995). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 – Centros de domesticação das espécies P. lunatus e P. vulgaris. 
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Para P. vulgaris, a região Mesoamericana se estende do México ao norte da 

América do Sul e está dividida em três tipos raciais: Mesoamérica, Durango e Jalisco. A 

região Andina compreende a região central e o sul da América do Sul e possui três tipos 

raciais: Chile, Nueva Granada e Peru (revisado por Gepts 1998). 

Para P. lunatus, o centro de domesticação Mesoamericano está distribuído na 

região México-Guatemala, se estendendo a algumas ilhas do Caribe e em determinadas 

regiões no Panamá. O grupo Andino se restringe às regiões dos Andes, que vai do norte 

do Peru até o Equador e em poucas regiões no Chile e na Bolívia (Debouck et al. 1987; 

Lioi et al. 1998; Fofana et al. 2001). 

Mercado-Ruaro e Delgado-Salinas (2000), revisando a evolução do gênero, 

sugeriram que as principais alterações envolvidas na evolução cariotípica do grupo 

foram inversões pericêntrica e paracêntrica, translocações e ganho ou perda de 

heterocromatina. Entretanto, nenhum rearranjo cromossômico foi claramente 

demonstrado e não está claro de que forma as alterações cariotípicas estariam 

envolvidas no processo de especiação do grupo. 

 

2.1.4 Variabilidade genética 

 

Espécies de Phaseolus possuem ampla variabilidade morfológica, 

principalmente para tipo de crescimento, tamanho das sementes, cor das sementes, 

precocidade e resistência a pragas e doenças. 

A diversidade genética para P. vulgaris está organizada em pool gênicos 

primário, secundário, terciário e quaternário. O primário compreende as populações 

cultivadas e  silvestres em que híbridos são totalmente férteis e podem ser facilmente 

usados para melhoramento genético. O pool gênico secundário é formado pelas espécies 
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P. coccineus, P. costaricensis e P. polyanthus. Essas espécies se cruzam e não 

necessitam de resgate de embrião, podendo ser cruzadas com P. vulgaris, 

principalmente quando P. vulgaris é usado como progenitor feminino. No entanto, 

híbridos entre P. vulgaris e essas espécies podem ser parcialmente estéreis. O pool 

gênico terciário compreende as espécies P. acutifolius e P. parvifolius. Cruzamentos 

entre essas espécies produzem híbridos férteis, no entanto, quando cruzadas com P. 

vulgaris necessitam de resgate de embrião. As espécies P. filiformis, P. angustissimus e 

P. lunatus fazem parte do pool gênico quaternário. Cruzamentos dessas espécies com P. 

vulgaris não têm proporcionado híbridos férteis, entretanto, essas espécies podem ser 

doadoras de genes, por meio de cruzamentos indiretos (Singh et al. 1991). 

 

2.1.5 Faseolina  

 

A faseolina é a principal proteína estocada nas sementes das espécies de 

Phaseolus. Estudos envolvendo esta proteína têm permitido identificar acessos de P. 

vulgaris em que acessos de origem Mesoamericana possuem faseolina dos tipos S, Sb, 

Sd e B, sendo o tipo S o predominante, enquanto os acessos Andinos têm faseolina T, C 

e H, sendo o tipo T o mais comum (Gepts e Bliss 1984).  

Em P. lunatus também é possível identificar acessos Mesoamericano e Andinos 

pelo padrão de faseolina. Materiais Mesoamericanos possuem faseolina do tipo M, com 

um grau de variação em ambas as frações HMW (High Molecular Weight) e LMW 

(Low Molecular Weight). As faseolinas LMW e HMW são identificadas por números de 

1 a 7 e letras de A a F, respectivamente, ou seja, M1 a M7 para LMW e MA a MF para 

HMW. Acessos de origem Andina possuem faseolina do tipo A, possuindo uma 

variação indicada de 1 a 3 (Lioi 1996). 



 7

2.1.6 Melhoramento genético 

 

Programas de melhoramento genético têm se dedicado a melhoria das cultivares 

atuais, com os objetivos de expandir o cultivo do feijão, elevar o rendimento da cultura, 

precocidade, aumentar a qualidade dos grãos, através do aumento dos níveis de 

proteínas, vitaminas e sais minerais, e conferir resistência a pragas e doenças. Entre os 

diversos fatores que influenciam o rendimento da cultura do feijão, o ataque de 

patógenos tem sido uma constante preocupação para melhoristas desta leguminosa 

(Rezende et al. 2001). 

Espécies como P. polyanthus, P. coccineus, P. costaricensis, P. acutifoliuns 

possuem resistências ao vírus do mosaico dourado, antracnose, mofo da raiz, vírus do 

mosaico amarelo, e outras doenças causadas por bactérias (Debouck 1999). Avaliação 

de germoplasma silvestre e domesticado de P. vulgaris para resistência a pragas, 

doenças e outras característica tem mostrado pouca eficiência, levando à hibridação com 

outras espécies de Phaseolus. Cruzamentos têm sido feitos entre P. vulgaris e P. 

coccineus, no entanto, o pareamento cromossômico não é perfeito e poucas variedades 

comerciais têm sido criadas. Cruzamentos entre P. polyanthus e P. vulgaris é mais 

difícil do que com P. coccineus (Broughton et al. 2003). 

Uma espécie com grande potencial para doar genes para P. vulgaris é P. lunatus, 

porém, cruzamentos entre essas espécies não tem gerados híbridos férteis, confirmando 

a posição taxonômica delas no gênero. A principal barreira reprodutiva entre espécies 

do gênero Phaseolus ocorre pós-fertilização, especialmente durante o desenvolvimento 

do embrião, desta forma, a transferência de genes seria por cruzamentos indiretos 

(revisado por Broughton et al. 2003). 
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 2.1.7 Citogenética do gênero 

 

A primeira análise cromossômica em Phaseolus foi realizada em 1925 por 

Karpetschenko. Nesse estudo, foi determinado o número cromossômico 2n = 22 para P. 

acutifolius, P. coccineus, P. lunatus e P. vulgaris (revisado por Mercado-Ruaro e 

Delgado-Salinas 2000). Vários estudos citogenéticos têm dado suporte ao número 

básico x = 11 para o gênero, mas o número de espécies analisadas ainda é relativamente 

pequeno e a maioria das análises tem estado restrita às espécies cultivadas. O baixo 

conhecimento do cariótipo das espécies do gênero Phaseolus tem sido atribuído ao 

reduzido tamanho dos cromossomos, o que dificulta as análises citogenéticas (Hucl e 

Scoles 1985; Zheng et al. 1991). Mercado-Ruaro e Delgado-Salinas (1998) realizaram o 

estudo citogenético mais completo para o gênero até o momento, incluindo o cariótipo 

de 10 espécies selvagens, que representam 20% do gênero, totalizando 32 espécies. Os 

dados disponíveis para o gênero mostram uma predominância de cromossomos 

metacêntricos e submetacêntricos.  

 

2.1.7.1 Heterocromatina  

 

O genoma dos eucariontes possui grande parte do DNA constituído de 

seqüências que não representam genes por não codificarem proteínas. Estas seqüências 

estão preferencialmente em regiões específicas, que formam blocos definidos, 

denominados de heterocromatina, tornando-se uma fração do genoma que é mais 

compactada, mantendo alto nível de condensação durante o ciclo celular. Por outro lado, 

a parte do genoma que apresenta uma função gênica, é encontrada em regiões definidas 

como eucromatina. A heterocromatina é classicamente dividida em dois tipos: 
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constitutiva, que se mantém condensada durante o ciclo celular e a heterocromatina 

facultativa, que sofre descondensação e expressão gênica em algumas células. Estes 

blocos de DNA altamente condensados ocorrem preferencialmente em regiões próximas 

ao centrômero, telômeros e em regiões organizadoras de nucléolos (RON). A formação 

dos blocos de heterocromatina está associada a fatores epigenéticos como metilação de 

DNA repetitivo (que é formado por DNA satélite, transposons e retrotransposons) e 

modificações das histonas (acetilação e metilação). Este último mecanismo é 

considerado o fator secundário na formação da heterocromatina (Neves et al. 2005).  

A localização da heterocromatina constitutiva em plantas tem sido feita por meio 

da técnica de bandeamento C, em que os cromossomos passam por processos de 

desnaturação e remoção da maior parte da eucromatina, enquanto a heterocromatina 

permanece inalterada. Quando os cromossomos são corados, a heterocromatina aparece 

como bandas diferencialmente coradas. Bandeamento C tem sido feito em vários 

organismos, por exemplo, em Phaseolus (Zheng et al. 1991), Vigna (Pignone et al. 

1990) e Cuscuta (Guerra e García 2004).  

Outra técnica que revela a heterocromatina é a dupla coloração com 

cromomicina A3 (CMA) e 4’6-diamidino-2-phenilindol (DAPI). Estes fluorocromos 

coram preferencialmente regiões ricas em GC (CMA) e AT (DAPI), o que permite, 

além de localizar os blocos, também conhecer a constituição da heterocromatina 

(Guerra 1993; Guerra 2000). 

A heterocromatina foi localizada em espécies dos gêneros Phaseolus e Vigna, 

utilizando a técnica de bandeamento C, (Mok e Mok 1976; Schweizer e Ambros 1979; 

Lavania e Lavania 1982; Pignone et al. 1990; 1995; Zheng et al. 1991; Galasso et al.. 

1992; 1993; Pignone et al. 1995 e Moscone et al. 1999). Os resultados mostraram que a 
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maioria das bandas está localizada na região pericentromérica dos cromossomos na 

maioria das espécies, com exceção de P. lunatus que possui bandas nas regiões 

terminais (Moscone et al. 1999). 

Zheng et al. (1993) localizaram a heterocromatina por meio de dupla coloração 

com CMA/DAPI em espécies de Phaseolus e os resultados mostraram que blocos 

CMA+ coincidem com as bandas reveladas pelo bandeamento C (Zheng et al. 1991), 

sugerindo que a heterocromatina de Phaseolus é rica em GC. 

 

2.1.7.2 DNA ribossomal 5S e 45S 

 

 Os genes de RNA ribossomal (RNAr) 5S, 5,8S, 18S e 25S são encontrados 

altamente repetidos em tandem nos seres vivos, variando de centenas a milhares de 

cópias. Nos vegetais, o gene RNAr 5S é organizado separadamente, enquanto os genes 

RNAr 18S, 5,8S e 25S são arranjados juntos em um gene precursor RNAr 45S (18S-

5,8-25S) (Zoldos  et al. 1999). 

 A hibridização in situ fluorescente (FISH) é uma das técnicas citomoleculares 

que tem permitido localizar seqüências de DNA ribossomal (DNAr) em vários 

organismos vegetais. Esta técnica consiste em desnaturar o DNA cromossomal e 

hibridiza-lo com fragmentos de DNA ou RNA marcados com moléculas fluorescentes. 

O número de loci de DNAr tem sido diferente, dependendo do grupo estudado, como 

exemplo no gênero Quercus (Fagaceae), foi encontrado quatro sítios de DNAr 45S e 

dois sítios de DNAr 5S em 11 espécies analisadas (Zoldos  et al. 1999). Por outro lado, 

em cinco espécies de Paeonia (Paeoniaceae), que possuem 2n=10, o número de sítios de 

DNAr 18S variou de três a cinco. Algumas espécies apresentaram sítios em todo o 

complemento cromossômico (Hang e Sang 1999). 
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Em Phaseolus, a localização de sítios de DNAr 5S e 45S nas quatro espécies 

cultivadas permitiu sugerir algumas homeologias cromossômicas entre P. vulgaris e P. 

coccineus ou entre P. vulgaris e P. acutifolius. Entretanto esses dois marcadores não 

foram capazes de detectar homeologias entre P. vulgaris e P. lunatus, concordando com 

a distância evolutiva entre elas (Moscone et al. 1999).  

A variação do número e da posição de sítios de DNAr 5S e 45S têm sido 

atribuída a diferentes mecanismos: a) amplificação de DNA satélite pode alterar a 

morfologia do cromossomo sem modificar a ordem de outras seqüências (Navratilova et 

al. 2003); b) rearranjos cromossômicos, como translocações e inversões (Hayashi et al. 

2001); e c) a dispersão de repeats de DNAr, pode amplificar um sítio ou mudá-lo de 

posição sem alterar a ordem de outros marcadores cromossômicos. Esse último 

mecanismo, chamado de “dispersão-amplificação-deleção”, foi o mais simples para 

explicar a variação em Triticeae (Dubcovsky e Dvorak 1995). Além disso, a localização 

de loci de DNAr nas regiões terminais dos cromossomos tem maior grau de evolução 

em concerto, aumentando o número de loci e promovendo uma maior variação entre 

locus do que espécies com loci intersticiais. Resultados em Avena agadiriana (Hayasaki 

et al. 2001), Aegilops speltoides (Raskina et al. 2004), Aloe (Adams et al. 2000), 

Paeonia (Hang e Sang 1999) suportam essa hipótese. 

 

2.2 Marcadores moleculares e melhoramento genético 

 

Nos últimos anos, a introdução de marcadores moleculares, como os RFLPs 

(Restriction Fragment Length Polymorphism), RAPDs (Random Amplified Polymorphic 

DNA),  SSRs (Simple Sequence Repeats) e AFLPs (Amplified Fragment Length 

Polymorphism), tem permitido avaliar mais sistematicamente a diversidade genética 
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entre cultivares de uma espécie, construir mapas de ligação mais detalhados e selecionar 

marcadores associados a características morfológicas de interesse. Análises com 

marcadores moleculares têm contribuído tanto para estudos comparativos e evolutivos, 

como para programas de melhoramento de espécies cultivadas. Um exemplo é a 

utilização de técnicas como a seleção assistida por marcadores moleculares (MAS – 

Marker-Assisted Selection) para acelerar a obtenção de cultivares superiores. A MAS é 

uma ferramenta particularmente importante para a seleção de características controladas 

por mais de um gene (Alzate-Marin et al. 2001) ou características mais fortemente 

influenciadas pelo ambiente. Para eficiência e confiabilidade da seleção indireta por 

marcadores moleculares, é indispensável que o marcador esteja próximo ao gene e que 

o fenômeno da recombinação não separe a associação entre eles. 

Em feijão comum, marcadores moleculares têm sido úteis na identificação de 

genes para resistência a antracnose (Adam-Blodon et al. 1994; Yuong e Kelly 1997), 

vírus do mosaico do feijão comum (Haley et al. 1994; Melotto et al. 1996; Johnson et al. 

1997) e mancha bacteriana (Jung et al. 1997). Marcadores moleculares têm sido usados 

também para caracterizar QTLs (Quantitative Trait Loci), que conferem resistência a 

mancha bacteriana (Nodari et al. 1993; Jung et al. 1996; 1997; Yu et al. 1998) e ao vírus 

do mosaico dourado do feijão (Urrea et al. 1996). 

 

2.3 Mapeamento genético 

 

A construção de mapas genéticos ou de ligação tem sido grandemente facilitada 

pela disponibilidade de marcadores moleculares. Os mapas de ligação são baseados na 

freqüência de recombinação entre os marcadores. Vários requisitos são necessários para 

fixar um marcador em um mapa genético: a) dois diferentes alelos para esse marcador, 
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b) dois diferentes alelos para um segundo marcador e c) oportunidade de recombinação 

meiótica (Harper e Cande 2000). 

Apesar das limitações da análise genética, mapas de ligação baseados em 

marcadores moleculares têm sido usados em estudos evolutivos para determinação de 

sintenia entre os taxa, e constituem o ponto de partida para isolar genes de interesse 

agronômico (Freyre et al. 1998; Paterson 2000). Mapas genéticos comparativos têm 

proporcionado grandes avanços no estudo de sintenia em vários organismos vegetais, 

por exemplo, em entre Pinus taeda e Pseudotsuga menziesii (Konstantin et al. 2004), 

Helianthus petiolaris e H. annuus (Burke et al. 2004) e entre Medicago sativa and e 

Pisum sativum (Kaló et al. 2004). 

 

2.4 Mapeamento físico 

 

A determinação das distâncias físicas entre os genes de interesse e os 

marcadores mais próximos é fundamental e, devido a isso, mapas físicos têm sido 

construídos para as espécies vegetais melhor estudadas como Arabidopsis thaliana 

(Mozo et al. 1999) e arroz (Tao et al. 2001), permitindo uma caracterização mais 

completa desses genomas. Nesses dois exemplos, os mapas físicos foram construídos 

através de agrupamentos de clones parcialmente superpostos (contigs), selecionados de 

bibliotecas de BACs (Bacterial Artificial Chromosomes). 

Outra alternativa para a construção de mapas físicos é a localização de 

seqüências ao longo dos cromossomos, também conhecido como mapa cromossômico 

ou citogenético. Esse tipo de mapa é criado por determinações das posições de 

marcadores, relacionando-os com centrômero, telômero, região organizadora de 

nucléolo (RON) e heterocromatina. Esses mapas citogenéticos podem ser obtidos por 
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diferentes abordagens. A primeira é através do uso de estoques citogenéticos, como 

linhagens de deleção ou translocação. Este tipo de mapeamendo necessita de grande 

número de estoques citogenéticos e a obtenção, manutenção e caracterização desses 

estoques são processos de muito trabalho. A segunda abordagem é a localização de 

seqüências diretamente nos cromossomos, utilizando FISH. Em ambos os casos, 

geralmente são localizadas seqüências que já tenham sido incluídas em mapas de 

ligação, permitindo assim a correlação entre as distâncias físicas e genéticas (Harper e 

Cande 2000). 

Devido ao nível de sensibilidade da técnica de FISH em vegetais, as seqüências 

dos marcadores são geralmente muito pequenas para serem utilizadas diretamente como 

sonda. No entanto, a utilização de BACs, que contêm grandes inserções genômicas de 

DNA, pode eliminar este problema. Em Arabidopsis, bibliotecas de BACs foram usadas 

para desenvolver mapas físicos (Yu et al. 2000; Cheng et al. 2001).  

Para construção de mapas cromossômicos de alta resolução, é recomendável 

utilizar para FISH cromossomos longos. Entretanto, muitas espécies apresentam 

pequenos cromossomos em metáfase mitótica. Uma alternativa é a utilização de 

cromossomos meióticos no estágio de paquíteno. Estes cromossomos são menos 

condensados em comparação com os cromossomos da metáfase mitótica, e já 

demonstraram ser adequados para a FISH de alta resolução. Em geral, cromossomos de 

plantas isolados a partir de células-mãe de grãos de pólen em fase de paquíteno são de 7 

a 40 vezes mais longos que cromossomos isolados de metáfase mitótica (Sandder e 

Weber 2002). Além disso, cromossomos paquitênicos apresentam quatro cromátides 

pareadas, e por ocorrer recombinação nessa fase, é possível correlacionar diretamente a 

posição do gene e os pontos de recombinação meiótica.  
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Várias seqüências têm sido mapeadas usando FISH em cromossomos 

paquitênicos de tomate (Zhong et al. 1999; Manning et al. 2002), milho (Sander e 

Weber 2002), cevada (Serizawa et al. 2001) e triticale (Hohmann et al. 1999). Em 

feijão, entretanto, apenas uma correlação entre um mapa genético e os cromossomos 

mitóticos da espécie foi realizada até o momento (Pedrosa et al. 2003). 

Mapas físicos constituem uma poderosa ferramenta, que pode ser explorada para 

o isolamento de genes, tanto pela técnica de Chromosome Walking, quanto, no caso do 

mapa cromossômico, por microdissecação e microclonagem. O mapeamento de 

seqüências nos cromossomos também permite entender como a recombinação está 

distribuída ao longo do genoma (Sadder e Weber 2002). A construção de mapas físicos 

através da FISH possibilita ainda comparar a posição e a ordem de várias seqüências 

nos cromossomos de espécies próximas, tornando possível revelar alterações 

cromossômicas ocorridas ao longo do processo de especiação. Por exemplo, no estudo 

entre Pennisetum squamulatum e Cenchrus ciliaris, um conjunto de BACs foi 

hibridizado  in situ em cromossomos das duas espécies, permitindo construir um mapa 

físico comparativo e determinar a macrossintenia entre as espécies (Goel et al. 2006). 
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Abstract The extent of 5S and 45S ribosomal DNA
(rDNA) variation was investigated in wild and domesti-
cated common beans (Phaseolus vulgaris) chosen to rep-
resent the known genetic diversity of the species. 5S and
45S rDNA probes were localized on mitotic chromo-
somes of 37 accessions by fluorescent in situ hybridization
(FISH). The two 5S rDNA loci were largely conserved
within the species, whereas a high variation in the number
of 45S rDNA loci and changes in position of loci and
number of repeats per locus were observed. Domesticated
accessions from the Mesoamerican gene pool frequently
had three 45S rDNA loci per haploid genome, and rarely
four. Domesticated accessions from Andean gene pool,
particularly from the race Peru, showed six, seven, eight
or nine loci, but seven loci were found in all three races of
this gene pool. Between three and eight loci were observed
in accessions resulting from crosses between Andean and
Mesoamerican genotypes. The presence of two to eight

45S rDNA loci in wild common beans from different
geographic locations indicates that the 45S rDNA
amplification observed in the Andean lineage took place
before domestication. Our data suggest that ectopic
recombination between terminal chromosomal regions
might be the mechanism responsible for this variation.

Common bean (Phaseolus vulgaris, 2n=22) is the
world’s most important grain legume for direct food
consumption, especially in Latin America and Africa.
Although little is known about its genomic organization,
the evolution and domestication history of this species
have been intensively studied over the last few years. P.
vulgaris is thought to have originated in a region
encompassing Ecuador and northern Peru (Kami et al.
1995), and dispersed both northwards and southwards
establishing the Mesoamerican and Andean gene pools,
respectively (reviewed in Gepts 1998). Independent
domestication took place in each gene pool (Becerra
Velasquez and Gepts 1994). Based on morphological,
agroecological and molecular data, the resulting
domesticated forms have been grouped into six or seven
races (Singh et al. 1991; Beebe et al. 2000).

Molecular cytogenetic analysis in common bean has
been restricted to a few genotypes. Using a combination
of double FISH with 5S and 45S rDNA probes, chro-
mosome morphology and heterochromatin distribution,
ideograms of two European cultivars were established
(Moscone et al. 1999). Later, the chromosomal and ge-
netic maps of common bean were integrated by means of
direct hybridization of pooled RFLP clones from the
University of Florida map (Vallejos et al. 1992) to the
mitotic chromosomes of two cultivars of the species
(Pedrosa et al. 2003). The cultivars analyzed in these
previous studies revealed a high degree of variation in
the number and size of the 45S rDNA loci within the
species. Based on this small, random sample, it has been
suggested that a higher degree of amplification and
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dispersion of 45S rDNA units in Andean beans has
occurred in comparison to Mesoamerican beans (Ped-
rosa et al. 2003). However, the origin and extent of
variation remained unclear.

Variation in the number of 5S and 45S rDNA loci
among plant species of the same genus has frequently
been reported (Melo and Guerra 2003; Marcon et al.
2005; Vaio et al. 2005). Fewer examples of variation
among different accessions of the same species exist
(Frello and Heslop-Harrison 2000; Hayasaki et al. 2001;
Raskina et al. 2004b). This variation has led to the
hypothesis that rDNA clusters are mobile, with different
mechanisms believed to be responsible for this mobility
(Schubert and Wobus 1985; Dubcovsky and Dvorak
1995). The high degree of variation observed in common
bean, along with its well-documented genealogy, make
common bean an ideal species for studying this phe-
nomenon.

In the present work, the 5S and 45S rRNA gene loci
have been chromosomally assigned by fluorescent in situ
hybridization (FISH) in 37 wild and domesticated
common bean accessions from different gene pools and
of different geographical origins. Amplification in the
number of 45S rDNA loci was confirmed in Andean, in
contrast to Mesoamerican accessions. The possible
mechanisms, as well as the establishment of this varia-
tion, are discussed.

Materials and methods

Plant material

All P. vulgaris accessions analyzed in this study are
listed in Table 1. The material was chosen to represent
the wide range of diversity present in the species,
including cultivars from different gene pools and races,
and wild forms from different geographical locations.
Seeds from all samples were obtained from the germ-
plasm banks of the Embrapa Arroz e Feijão, Brazil,
and International Center for Tropical Agriculture
(CIAT), Colombia.

Chromosome preparation

Root tips obtained from germinating seeds were pre-
treated in 2 mM 8-hydroxyquinoline for 5 h at 16�C or
for 20–24 h at 10�C, fixed in ethanol/acetic acid 3:1 (v/v)
and stored in fixative at �20�C for up to several weeks.
For digestion of the cell wall, root tips were macerated
in 2–3% (w/v) cellulase ‘Onozuka R-10’ (Serva) plus 20–
30% (v/v) pectinase (Sigma-Aldrich) in 0.01 M citric
acid–sodium citrate buffer pH 4.8 for 1–1.5 h at 37�C.
Digested material was transferred to a drop of 45%
acetic acid and flamed before squashing. One root tip
was collected per seed and used per preparation; thus,
each preparation corresponded to one individual.

DNA probes

R2, a 6.5-kb fragment of a 18S-5.8S-25S rDNA repeat
unit from Arabidopsis thaliana (Wanzenböck et al.
1997), and D2, a 500-bp fragment of a 5S rRNA
repeat unit from Lotus japonicus (Pedrosa et al. 2002),
were used as probes. Probes were labeled by nick
translation (Roche Diagnostics, Life Technologies)
with biotin-14-dATP (Life Technologies), biotin-16-
dUTP (Roche), digoxigenin-11-dUTP (Roche), Cy3-
dUTP (Amersham Biosciences) or SpectrumGreen-
dUTP (Vysis).

Fluorescence in situ hybridization (FISH)

Slides were selected and pre-treated as described in
Pedrosa et al. (2001). Chromosome and probe dena-
turation, post-hybridization washes and detection were
performed according to Heslop-Harrison et al. (1991),
except for the stringent wash which was performed with
0.1· SSC at 42�C. Hybridization mixes consisted of:
50% (v/v) formamide, 10% (w/v) dextran sulphate, 2·
SSC and 2–5 ng/ll probe. The slides were denatured
for 5 min at 75�C and hybridized for up to 2 days at
37�C. Biotin-labeled probes were detected using
ExtrAvidin-FITC conjugate (Sigma-Aldrich) or mouse
anti-biotin in combination with anti-mouse-TRITC
(Dako) in 1% (w/v) BSA. Digoxigenin-labeled probes
were detected using sheep anti-digoxigenin-FITC
(Roche) and amplified with anti-sheep-FITC (Dako),
also in 1% (w/v) BSA. All preparations were counter-
stained and mounted with 2 lg/ml DAPI in Vectashield
(Vector).

Data analysis

Photographs were taken on a Zeiss Axioplan (Carl
Zeiss) equipped with a mono cool view CCD camera
(Photometrics, Tucson, AZ, USA) and the IPLab spec-
trum software (IPLab, Fairfax, USA) or on a DMLB
Leica equipped with a Cohu CCD video camera and the
Leica Qfish software. Digital images were imported into
Adobe Photoshop version 8 for final processing.

The number of individuals and cells analyzed per
sample is indicated in Table 1. For a subset of acces-
sions, the intensity of the 5S and 45S rDNA signals on
chromosomes 6 and 10 were scored as intense (+++),
intermediate (++) and weak or very weak (+). Those
chromosomes are easily identified by the presence of
both rDNA loci at different positions (chromosomes 1
and 8, respectively, in Pedrosa et al. 2003). Chromo-
somes were renamed according to the linkage group
names of the core linkage map of common bean (Freyre
et al. 1998).

To test whether the difference in the number of
45S rDNA loci between the Andean and Meso-
american accessions is significant, the non-parametric
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Mann–Whitney test was performed (http://www.faculty.
vassar.edu/lowry/utest.html). ‘Cargamanto’ G5702 was
considered twice (both numbers of 45S rDNA loci).
‘Frijol de Pichon’, ‘Pajarito’ G24404, ‘Pajarito’ G24423,
‘XR-235-1-1’ as well as the introgressed and hybrid
accessions were excluded from this calculation.

Results

In order to evaluate the degree of variation in the
number and position of the 45S rDNA loci in common
bean, this gene family was first localized by FISH in

Table 1 Common bean (Phaseolus vulgaris) accessions analyzed in this study, grouped by gene pool, race and type of material

Gene poola Race Typeb Accession name
(code)c

Original source Number of 45S
rDNA loci

1 Andean Chile L Coscorron (CNF07768, G4474) Chile 7 (1, 19)
2 L Tortolas (CNF07767, G4472) Chile 7 (2, 7)
3 Nueva

Granada
C Jalo EEP558 (CNF04947) Brazil/Minas Gerais 7 (2, 12)

4 L Bagajo (CNF00733) Brazil 7 (1, 9)
5 L Jalo (CNF00746, G21953) Brazil 7 (1, 8)
6 Peru L Cargamanto (G7231) Colombia/Antioquia 8 (2, 7)
7 L Cargamanto (G5702) Colombia/Antioquia 8, 7d (2, 14)
8 L Chaucha Chuga (G19833) Peru/Amazonas 7 (1, 13)
9 L Mortiño (G12709) Colombia/Nariño 7 (1, 10)
10 L Nuña Mani (G12572) Peru/Cajamarca 9 (3, 16)
11 L Overitos (CNF07634) Argentina 6 (4, 22)
12 – W DGD-629 (G19892) Argentina/Salta 8 (1, 11)
13 Colombian – W Pajarito (G24404) Colombia/Cundinamarca 3, 2d (4, 30)
14 W Pajarito (G24423) Colombia/Cundinamarca 5 (1, 11)
15 Mesoamerican Durango C Pinto UI 114 (CNF05645) USA 3 (1, 4)
16 L Bayo (CNF07770, G10948) Mexico/Zacatecas 3 (1, 11)
17 Jalisco L Conejo (CNF07772, G22029) Mexico 3 (1, 7)
18 L Flor de Mayo (CNF01736, G5897) Mexico 3 (1, 16)
19 L Apetito (CNF01217) Mexico 4 (2, 13)
20 Mesoamerica C Jamapa (G3645) Mexico/Veracruz 4 (2, 11)
21 L 36 Sal Rico de Minas Gerais

(CNF10356, G4206)
Brazil/Minas Gerais 3 (3, 32)

22 L Porrillo (CNF00491) 3 (1, 5)
23 Mesoamerica/

Durango
C BAT93 (CNF04916) Colombia/CIAT 3 (3, 21)

24 Mesoamerica/? C DOR 364 (CNF06761) Colombia/CIAT 3 (2, 5)
25 +P.c.e – C XR-235-1-1 USA 4 (3, 8)
26 W JSG & MAS-262 (G24390) Mexico/Nayarit 4 (2, 7)
27 Northern Andean – W Frijol de Pichon (G23585) Peru/Cajamarca 4, 3d (4, 15)
28 Andean +

Mesoamerican
– L Boyaca 82 (G7257) Colombia/Boyaca 5 (1, 12)

29 L Cargamanto (CNF08759, G4658) Colombia/Huila 3 (2, 21)
30 L Criollo (G19142B) Colombia/Cundinamarca 3 (1, 11)
31 L Culateño (G7229) Colombia/Caldas 8 (3, 8)
32 L Revoltura (G7317) Colombia/Antioquia 8 (3, 12)
33 L X-15943 (G7381) Colombia/Cauca 8 (1,14)
34 Andean ·

Mesoamerican
– RIL BAT93 · Jalo EEP 558 (BJ 56) USA/UC-Davis 3 (1, 7)

35 RIL BAT93 · Jalo EEP558 (BJ 63) USA/UC-Davis 6 (2, 11)
36 RIL DOR364 · G19833 (D · G-Trat 3) Colombia/CIAT 4 (1, 9)
37 RIL DOR364 · G19833 (D · G-Trat 4) Colombia/CIAT 6 (2, 12)

Code in the germplasm bank, as well as country and state of origin (when available) are also indicated. The number of 45S rDNA loci
observed per haploid genomes and the number of individuals and somatic metaphases analyzed per sample, in parentheses, respectively,
are given
aGene pools were designated according to Tohme et al. (1996), except that the Southern Andean gene pool is here called Andean. Andean
+ Mesoamerican represents Andean accessions with Mesoamerican introgression. Andean · Mesoamerican represents crosses between
Andean and Mesoamerican accessions followed by selfing
bTypes: C commercial variety, L landrace, RIL recombinant inbred line, W wild form
cMaterial with CNF code (and G code when available) were obtained from Embrapa Arroz e Feijão, Brazil, whereas accessions with G
code only, as well as Andean · Mesoamerican accessions, were obtained directly from CIAT, Colombia. P. vulgaris cv XR-235-1-1 was
obtained from C. E. Vallejos (Vallejos et al. 1992)
dSecond number was observed in a subset of analyzed individuals
eMesoamerican accession with P. coccineus introgression
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Fig. 1 Localization of 5S (red) and 45S (green) rDNA probes on
P. vulgaris chromosomes. Chromosomes 6 and 10 were numbered
according to similarity to the ‘Calima’ ideogram (see Fig. 3).
a ‘Pinto UI 114’. b ‘Jamapa’. c ‘Jalo EEP558’. d ‘Nuña Mani’.
e ‘Pajarito’ G24423. Insert shows upper chromosome 10, with a

lower contrast, with very weak green signals. f ‘Frijol de Pichon’.
g ‘Pajarito’ G24404. Note that only five 45S rDNA signals are
present. Arrows indicate weak signals on chromosomes other than
6 and 10. Bar in g =2.5 lm
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domesticated accessions of different races of each gene
pool. The 5S rDNA probe was included to confirm its
conserved status in a larger sample and for aiding
chromosome identification. The observed number of 45S
rDNA loci is summarized in Table 1, where accessions
were ordered by gene pool and race and numbered for
reference. In the Mesoamerican gene pool, two acces-
sions from the race Durango, three from the race Jalisco
and three from the race Mesoamerica, as well as two
other cultivars from the Mesoamerican gene pool which
originated from crosses of genotypes from different ra-
ces, showed a low number of 45S rDNA loci, mostly
three loci per haploid genome (Figs. 1a, 2; Table 1). A
fourth, very weak, 45S rDNA locus was observed in two
of those accessions: ‘Apetito’ (number #19 in Table 1)
from the race Durango, and ‘Jamapa’ (#20) from the
race Mesoamerica. ‘Jamapa’ was previously reported as
bearing three 45S rDNA loci (Pedrosa et al. 2003), but
an additional locus was observed in most of the analyzed
cells in two individuals (Fig. 1b). Four loci were also
observed in ‘XR-235-1-1’ (#25), a Mesoamerican
breeding line that carries some chromosome segments
from P. coccineus (Vallejos et al. 1992). These results
suggest that three is the most common number of loci
for representatives of the Mesoamerican gene pool, with
one additional locus appearing, probably independently,
in some accessions (Fig. 2).

Among the samples from the Andean gene pool,
three accessions from the race Nueva Granada, six from

the race Peru and two from the race Chile exhibited six,
seven, eight or nine 45S rDNA loci, seven being the most
common number (Figs. 1c, 2). Eight loci were present in
two accessions of race Peru, although only seven loci
were observed in a second individual of one of those
accessions (‘Cargamanto’ G5702, #7). Nine loci were
observed in one nuña or popping bean accession of Peru
(‘Nuña Mani’, #10, Fig. 1d) and in one previously
analyzed accession of the race Nueva Granada
(‘Calima’). Each of these 45S rDNA loci was located on
a different chromosome, except for the nine loci ob-
served in ‘Calima’, which were distributed over eight
chromosomes (Pedrosa et al. 2003). Six loci were found
in a single accession from the race Peru (‘Overitos’, #11).
Since little information is available on this accession, it is
necessary to consider the possibility that it is not a pure
race Peru accession.

Indeed, five accessions we studied from Colombia
were previously considered to belong to the Andean
gene pool but were recently demonstrated to be Andean
accessions with Mesoamerican introgressions based on
molecular and morphological attributes (Amirul Islam
et al. 2004). These accessions are indicated in Table 1 as
Andean + Mesoamerican, as is one of the samples of
‘Cargamanto’ (G4658, #29), which is considered to
contain Mesoamerican introgression based on morpho-
logical seed characters. It should be noted that
‘Cargamanto’ G4658 only has three 45S rDNA loci,
while two other samples of ‘Cargamanto’ (G7231 and
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Fig. 2 Distribution of the
analyzed accessions according
to their number of 45S rDNA
loci. Upper panel different gene
pools and types, as presented in
Table 1. Races are indicated as:
C Chile, D Durango, J Jalisco,
M Mesoamerica, N Nueva
Granada, P Peru. Lower panel
hybrids between both gene
pools (Andean + Mesoamerica
Andean accession with
Mesoamerican introgression;
Andean · Mesoamerica cross
between Andean and
Mesoamerican accessions
followed by selfing). Accessions
that showed inter-individual
variation (‘Pajarito’ G24404,
‘Frijol de Pichon’ and
‘Cargamanto’ G5702) have
been represented twice
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G5702, #6 and #7, respectively) have eight loci. The
other introgressed Andean + Mesoamerican accessions
included in this study revealed three, five or eight 45S
rDNA loci, possibly due to different degrees of intro-
gression (Fig. 2). ‘Criollo’ (#30, three loci) and ‘Boyaca
82’ (#28, five loci) have smaller and darker seeds (more
common in Mesoamerican beans) than ‘Culateño’,
‘Revoltura’ and ‘X-15943’, which bear eight loci each
(#31, #32 and #33, respectively).

To test the possible correlation between the high de-
gree of Mesoamerican introgression and a lower number
of 45S rDNA loci, we analyzed recombinant inbred lines
from two different crosses between Mesoamerican (three
loci) and Andean (seven loci) accessions: ‘BAT93’
(#23) · ‘Jalo EEP558’ (#3) and ‘DOR 364’

(#24) · ‘Chaucha Chuga’ G19833 (#8). For the four
lines analyzed, we observed three and four loci in two
lines (#34 and #36, respectively) and six loci in two other
lines (#35 and #37), numbers that are intermediate be-
tween the numbers of loci of the parental accessions
(Fig. 2). No general correlation between a lower number
of 45S rDNA loci and a higher proportion of Meso-
american alleles at microsatellite loci (Blair et al. 2003)
was observed. Nevertheless, there is apparently no
strong bias towards having more or less 45S rDNA loci
in the genome.

To find out whether the variation in the number of
45S rDNA loci between Mesoamerican and Andean
accessions occurred before or after the domestication
process, five wild common bean accessions were also

Accession name (code) Chromosome  

6 10

Calima  (8) (1)

Coscorron (CNF07768) ++ / ++ ++ / +

Mortiño (G12709) + / ++ ++ / +

Nuña Mani (G12572) + / ++ ++ / +

DGD-629 (G19892) + / ++ ++ / +

Pajarito (G24404) ++ / +++ ++ /

Pajarito (G24423) ++ / +++ ++ / (+)

Pinto UI 114 (CNF 05645) ++ / ++ ++ / ++

Bayo (CNF07770) ++ / ++ + / ++

Flor de Mayo (CNF01736) ++ / ++ + / ++

Jamapa (G3645) ++ / ++ ++ / ++

36 Sal Rico de Minas Gerais (CNF10356) ++ / ++ ++ / ++

BAT93 (CNF 04916) ++ / (+) ++ / +++

XR-235-1-1 ++ / + ++ / +++

JSG & MAS-262 (G24390) ++ / +++ ++ / ++

+++ / +++ + / ++Frijol de Pichon (G23585) 

+++ / + + / ++

Fig. 3 Signal intensity
variability of 5S (grey) and 45S
(black) rDNA sites on
chromosomes 6 (previously
named chromosome 1) and 10
(previously named chromosome
8) of different common bean
accessions. Chromosomes were
identified by comparison to the
‘Calima’ ideogram (Pedrosa
et al. 2003). Except for the
standard accession ‘Calima’,
accessions were ordered
according to Table 1. Number
of ‘+’ sign represents relative
intensity of signals. (+)
indicates very weak signals not
visible in all cells and
individuals. Intra-accession
variation in ‘Frijol de Pichon’ is
depicted
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analyzed, one of them (‘Frijol de Pichon’, #27) being
considered an ancestral-like accession, because it has the
ancestral I phaseolin type (Kami et al. 1995; Chácon
et al. 2005). A Mexican wild bean (‘JSG & MAS-262’,
#26) had four 45S rDNA loci. One Colombian accession
(‘Pajarito’ G24404, #13) had two or three loci, whereas
another (‘Pajarito’ G24423, #14) had five, with one weak
and two very weak sites (Fig. 1e). The Colombian wild
beans used to be placed in the Mesoamerican gene pool
(Koenig and Gepts 1989; Becerra Velasquez and Gepts
1994) but they were shown to be genetically distant from
the other Mesoamerican wild beans and may represent
an independent gene pool (Tohme et al. 1996). An An-
dean Argentinean accession (‘DGD-629’, #12) showed
eight loci, one of them being very weak and not always
detectable. In the Peruvian accession (‘Frijol de Pichon’,
#27), the putative ancestral-like type belonging to the
Northern Andean gene pool, three or four loci were
detected (Fig. 1f). It is interesting to note that out of the
three wild accessions with two or more individuals
analyzed, two accessions showed variation in the num-
ber of loci between individuals. Also surprising was the
presence of an apparently heterozygous individual in
one of the two samples of ‘Pajarito’ (G24404, #13), with
five chromosomes bearing 45S rDNA signals in the
diploid complement (Fig. 1g). Common bean is consid-
ered to be a predominantly self-pollinating species, al-
though gene flow involving wild populations has been
reported (Tohme et al. 1996; Papa and Gepts 2003). This
heterozygosity strongly indicates that individuals with
four and six loci in the diploid complement occur within
the same ‘Pajarito’ G24404 wild population. Altogether,
this data set indicates a high degree of variation among
wild bean forms, supporting the hypothesis of amplifi-
cation in the number of loci in the Andean lineage prior
to domestication.

Besides the difference in the number of 45S rDNA
loci among accessions, the intensity or size of the signals
also seemed to vary. In order to confirm this observa-
tion, chromosomes 6 and 10, which can easily be iden-
tified by the additional presence of a 5S rDNA locus,
were analyzed in more detail in a subset of the accessions
(Fig. 3). Differences in the relative intensity of signals
were only indicated when they could be consistently
observed. It is possible to state that the same locus may
have a different number of repeats in different accessions
(compare, for example, the signal intensity for chro-
mosome 10 in Figs. 1a, d, e, 3), or even in different
individuals of the same accession, as observed in chro-
mosome 6 of ‘Frijol de Pichon’ (#27, Fig. 3). Accessions
with a similar number of loci may also vary in terms of
the number of repeats in a locus. The number of 45S
rDNA loci in the chromosomes of ‘BAT93’ (#23) and
‘36 Sal Rico de Minas Gerais’ (#21), for example, was
always three, but the intensity of the signals in chro-
mosomes 6 and 10 was very distinct (Fig. 3). Variation
in the position of a locus along the chromosome was
only observed in ‘Jamapa’ (#20), which had a weak
interstitial signal on one chromosome pair (Fig. 1b). All

other 45S rDNA loci were observed at terminal posi-
tions (see Fig. 1).

In contrast to the 45S rDNA, two 5S rDNA loci at
proximal and interstitial positions on chromosomes 6
and 10, respectively, were observed in all accessions
analyzed. Variation in the relative intensity of signals
was, however, observed in at least five accessions of
Andean and Mesoamerican origin, as well as in the
ancestor-like wild accession, ‘Frijol de Pichon’ (#27, see
Figs. 1f, 3).

Discussion

The localization of the 5S and 45S rRNA genes in 37
accessions of common bean confirmed the high degree of
variation observed for the 45S rDNA (from two to nine
45S rDNA-bearing chromosomes) and the conserved
status of the 5S rDNA previously detected in a few cul-
tivars of the species (Moscone et al. 1999; Pedrosa et al.
2003). A major, highly-significant (P<0.0001) difference
in the number of 45S rDNA loci was observed between
the Andean and the Mesoamerican gene pools, with
Andean beans having usually seven, sometimes eight,
and rarely six or nine loci, and Mesoamerican accessions
having three, or rarely four 45S rDNA clusters. Changes
in the 45S rDNA independent of similar changes in the
5S rDNA loci have previously been observed in other
plant groups, suggesting that each tandemly-repeated
sequence has its own evolutionary fate (Hanson et al.
1996; Adams et al. 2000). Although intraspecific varia-
tion in the number of 45S rDNA loci seems not to be rare
in plants (Schubert and Wobus 1985; Shishido et al.
2000; Hayasaki et al. 2001; Raskina et al. 2004b), we are
not aware of any example of more than a fourfold vari-
ation in the number of 45S rDNA loci within a species, as
we observed in common bean. Moreover, variation in the
number of 45S rDNA loci was sometimes observed
among individuals of the same accession.

Mechanisms of rDNA variation

The inter- and intraspecific variation in the position of
5S and 45S rDNA loci has been attributed to at least
three different mechanisms: (1) amplification of satellite
DNA may differentially alter chromosome morphology
without changing the order of other sequences
(Navratilova et al. 2003); (2) structural chromosomal
rearrangements, such as translocations, were demon-
strated to apparently change the position of rDNA loci
in Lotus japonicus (Hayashi et al. 2001); (3) dispersion of
rDNA repeats, amplification of the new minor loci and
deletion of original major loci is believed to be the
mechanism by which rDNA loci repeatedly changed
position during radiation of Triticeae species, without
changing the colinearity of other markers (Dubcovsky
and Dvorak 1995). How exactly the dispersion step
would occur is not clear, but this mechanism could also
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explain the change in number of rDNA loci and the
dispersion of other heterochromatic sequences through a
genome. Dubcovsky and Dvorak (1995) seem to favor
the hypothesis of intrachromosomal recombination and
insertion of a circular intermediate into a new locus, but
recent studies in Aegilops suggest that the movement of
rDNA may be mediated by En/Spm-like transposons
(Raskina et al. 2004a, b).

Although the ‘dispersion-amplification-deletion’
model has been suggested to be the single mechanism for
explaining variation in the number of rDNA loci
(Dubcovsky and Dvorak 1995), this variation may also
be explained by ectopic (interlocus) recombination. In-
terlocus unequal crossing over has been proposed to
play a role in concerted evolution, especially among
terminal 45S rDNA loci (Arnheim et al. 1980; Wendel
et al. 1995). Furthermore, it has been argued that it
could account for changes in sizes of 45S rDNA loci and
that species with terminal 45S rDNA sites would show a
greater degree of concerted evolution, a higher number
of loci, and more variability in locus number and size
between and within species than species with interstitial
loci (Hanson et al. 1996). Results from Avena agadiriana
(Hayasaki et al. 2001), Aegilops speltoides (Raskina et al.
2004b), Aloe (Adams et al. 2000), Paeonia (Zhang and
Sang 1999), as well as our present data, agree with these
predictions, further supporting the role of interlocus
unequal crossing over in terminal rDNA variability.

The terminal position of the rDNA loci is an
important condition in this model because it allows
frequent rearrangement to occur, without disrupting
other gene linkages in the cell (Hanson et al. 1996).
Studies in Asparagales have suggested that lack of the
Arabidopsis-type telomeric sequence was also an
important factor (Pich et al. 1996; Adams et al. 2000),
but the extremely high degree of variation observed in
common bean, despite the presence of the Arabidopsis-
type telomeric sequence (Guerra and Kenton 1996),
demonstrate that this is not necessary. Instead, what
may be necessary but possibly not sufficient, is the
presence of other classes of repetitive sequences, such as
satellite DNA, in the chromosome ends involved. The
presence of such sequences would enable homologous
recombination to take place between these non-allelic
sites, in a similar way as proposed for concerted evolu-
tion. If this ectopic recombination occurs between a
chromosome end that bears a distal rDNA site and
another end that does not have one, a new rDNA locus
could be generated. Subtelomeric repeats were detected
in most common bean chromosome arms (Sonnante
et al. 1994; A. Pedrosa-Harand, unpublished results) and
several other plant species (Sharma and Raina 2005).

Differential 45S rDNA amplification in common bean

The detailed analysis of the variation in the 45S rDNA
locus in common bean has revealed how this variation
has developed during the evolutionary history of this

species. In agreement with the low number of loci (1–3)
observed in the closely-related Phaseolus species (Zheng
et al. 1994; Guerra et al. 1996; Moscone et al. 1999), the
ancestral-like wild bean accession investigated here
showed three or four 45S rDNA sites. It is likely,
therefore, that three was the ancestral number of 45S
rDNA loci in this species and that these loci were
homologous to the three loci observed in P. coccineus,
the closest related species to common bean (Delgado-
Salinas et al. 1999; Moscone et al. 1999). The synteny of
5S and 45S rDNA loci in two of these three chromo-
somes (chromosomes 6 and 10) in both species further
reinforces these chromosome homeologies. Wild com-
mon bean dispersion towards north and south from its
putative center of origin in Peru/Ecuador seems to have
been accompanied by amplification of 45S rDNA sites
mainly in the Andean gene pool.

It is clear, however, that the variation in the number
of 45S rDNA loci is a result of various independent
amplifications, as indicated by rare occurrence of a
higher number of loci in single accessions of different
races, both in the Andean and Mesoamerican gene pools
(Jalisco, Mesoamerica, Nueva Granada and Peru).
Similarly, variation in the number of loci among indi-
viduals of the same accession indicates that increase, but
possibly also reduction, in the number of loci is still
taking place. Reduction in the number of repeats and
probably the total elimination of a locus are likely to
have occurred, at least for chromosome 10 of ‘Pajarito’
G24404. Nevertheless, the most parsimonious hypothe-
sis still predicts that a major amplification event hap-
pened in the Andean lineage after its separation from the
Mesoamerican lineage, in agreement with the evolu-
tionary model proposed for the species (Kami et al.
1995; Tohme et al. 1996). High variation among wild
bean forms, especially the presence of eight loci in the
Andean wild accession ‘DGD-629’, from the southern
end of its distribution where domestication has been
postulated to have had occurred (Beebe et al. 2001;
Chácon et al. 2005), suggests that amplification hap-
pened before domestication.

The process of domestication in common bean is still
a matter of debate, although it is generally accepted that
independent domestications took place in the Andean
and Mesoamerican gene pools (Becerra Velasquez and
Gepts 1994). Some pieces of evidence support single
domestication events, while others support multiple
domestications in each gene pool. A recent study com-
prising a large number of accessions from both gene
pools indicates that Mesoamerican landraces are the
result of multiple domestications or single domestication
followed by hybridization to wild populations, while
Andean landraces were derived from a single event
(Chácon et al. 2005). The small number of wild bean
samples investigated in the present study does not allow
us to support any specific scenario. It is interesting to
note, however, that the Mexican wild accession investi-
gated has four 45S rDNA loci, while the majority of
cultivars of the Mesoamerican gene pool only have three
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sites. In the Andean gene pool, variation in the number
of 45S rDNA loci was observed even within a race, but
seven loci were present in accessions of all races, sug-
gesting that this is possibly the number of loci present in
the wild common bean that was domesticated in this
region. Considering the gradual amplification hypothe-
sis and the high degree of variation in the number of loci
observed among wild common bean accessions in the
present day, it is possible that the whole range of vari-
ation would be detected among Andean wild beans if
more samples were to be analyzed. If this were true, an
additional indication of the place where Andean
domestication took place could be obtained. However,
we cannot exclude the possibility that present-day wild
beans have not maintained the number of 45S rDNA
loci that was present at the time of domestication.

The most intriguing point in the variation observed
in common bean, is that it is very pronounced in An-
dean lineages of the species, but relatively limited in the
Mesoamerican gene pool. This does not correlate with
a general higher genetic variability in the Andean
lineage, since the Andean gene pool is postulated to
have a narrower genetic base than the Mesoamerican
gene pool (Koenig and Gepts 1989; Beebe et al. 2000;
Beebe et al. 2001). If we consider that both elimination
and amplification are probably the result of the same
mechanism discussed above, the accumulation of
rDNA repeats in the Andean lineage may have
occurred either due to genetic drift or natural selection,
which shifted the equilibrium towards accumulation of
repeats exclusively in this group.
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Resumo 

A heterocromatina do gênero Phaseolus está distribuída na região 

pericentromérica dos cromossomos, no entanto, para P. lunatus não está claro qual a sua 

distribuição. Além disso, Phaseolus vulgaris possui dois sítios de DNAr 5S, situados 

nos cromossomos 6 e 10. Para o DNAr 45S, três sítios é o menor número encontrado, 

situados nos cromossomos 6, 9 e 10. Por outro lado, P. lunatus possui apenas um sítio 

de DNAr 5S e um de DNAr 45S em cromossomos diferentes. O objetivo deste trabalho 

foi localizar a heterocromatina em P. lunatus e analisar a homeologia entre os 

cromossomos de P. lunatus e P. vulgaris que contêm sítios de DNAr 5S e 45S. A 

heterocromatina foi localizada na região pericentromérica dos cromossomos de P. 

lunatus. O cromossomo de P. lunatus com sítio de DNAr 45S é homeólogo ao 

cromossomo 6 de P. vulgaris. Para o cromossomo com sítio de DNAr 5S, o 

cromossomo 10 é o homeólogo entre as espécies. Os resultados sugerem que os sítios de 

DNAr 5S no cromossomo 10 e de DNAr 45S no cromossomo 6 sejam ancestrais no 

grupo. O sítio de DNAr 5S do cromossomo 10 de P. vulgaris está localizado no braço 

longo, enquanto que em P. lunatus está presente no braço curto, sugerindo a ocorrência 

de uma inversão pericêntrica. 

 

 

Palavras-chave: Phaseolus, heterocromatina, DNAr, FISH, evolução 
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Introdução 

Phaseolus vulgaris L. (feijão comum) e P. lunatus L. (fava) são as espécies de 

maior importância econômica do gênero Phaseolus, devido ao elevado conteúdo 

protéico de seus grãos e por serem componentes básicos da dieta de países da América 

Latina e da África (Maquet et al. 1997). 

A origem, evolução e distribuição de P. lunatus têm sido estudadas através de 

marcadores morfológicos, bioquímicos e genéticos (Fofana et al. 1999; 2001; Lioi et 

al.1999; 2002; Maquet et al. 1997; Nienhuis et al. 1995). Estes trabalhos têm indicado 

que a domesticação da espécie ocorreu independentemente em duas regiões: 

Mesoamericana e Andina. A região Mesoamericana compreende uma área que vai do 

México a Guatemala, se estendendo por algumas ilhas do Caribe e algumas localidades 

no Panamá. Acessos desse grupo são também encontrados na Colômbia, Brasil e norte 

da Argentina. O grupo Andino se restringe às regiões dos Andes, ocorrendo do norte do 

Peru até o Equador e em algumas regiões do Chile e Bolívia (Debouck et al. 1987; Lioi 

et al. 1998; Fofana et al. 2001). Este padrão de domesticação em duas regiões 

independentes coincide com o padrão descrito para P. vulgaris (revisado por Gepts 

1998). 

Estudos citogenéticos em Phaseolus têm revelado uma alta similaridade 

cariotípica entre as espécies, apresentando número cromossômico 2n=22 com 

predominância de cromossomos metacêntricos e submetacêntricos. A heterocromatina 

constitutiva, analisada através de bandeamento C em P. vulgaris, P. coccineus, P. 

acutifolius, P. calcaratus e P. angulares, está preferencialmente localizada nas regiões 

pericentroméricas da maioria dos cromossomos, parecendo ser essa uma distribuição 

característica do gênero (Mok e Mok 1976; Schweizer e Ambros 1976; Zheng et al. 

1991; Moscone et al. 1999). Contudo, em P. lunatus existe relato de que os blocos de 



 40

banda C estão localizados nas regiões teloméricas dos cromossomos (Moscone et al. 

1999), não estando claro qual o padrão da heterocromatina em P. lunatus. Zheng et al. 

(1993) observaram, através da coloração com CMA/DAPI em cinco espécies de 

Phaseolus (P. angulares, P. aureus, P. coccineus, P. calacratus e P. vulgaris), que os 

blocos CMA+ co-localizavam com as bandas C, sugerindo que a heterocromatina dessas 

espécies é rica em GC. 

Apesar desta aparente estabilidade cariotípica, a análise da distribuição dos sítios 

de DNAr 45S em vários acessos de P. vulgaris revelou uma ampla variação entre 

acessos (Moscone et al. 1999; Pedrosa et al. 2003; 2006). Nos acessos Andinos, foram 

observados de seis a nove sítios de DNAr 45S, enquanto nos Mesoamericanos foram 

encontradas de três a quatro sítios. Os sítios de DNAr 45S localizados nos cromossomos 

6, 9 e 10 foram considerados como os prováveis sítios originais dessa espécie, por 

estarem presentes na maioria dos acessos (Pedrosa-Harand et al. 2006). Neste mesmo 

trabalho, o número de sítios de DNAr 5S observado foi constante, estando presente dois 

sítios, nos cromossomos 6 e 10. Por outro lado, análise de um acesso de P. lunatus, 

observou apenas um par de sítios de DNAr 5S e um par de DNAr 45S (Moscone et al. 

1999). 

No presente trabalho, foi investigada a distribuição da heterocromatina e a 

variabilidade no número de sítios de DNAr 5S e 45S em 17 acessos de P. lunatus 

pertencentes a diferentes centros de domesticação. Esses resultados foram comparados 

com dados similares para P. vulgaris. 

 

Material e Métodos 

Material vegetal 



 41

Os 17 acessos de P. lunatus analisados com sondas de DNAr 5S e 45S estão 

listados na Tabela 1. Os acessos foram escolhidos de modo a representar a diversidade 

conhecida da espécie, incluindo cultivares de diferentes regiões e grupos gênicos. As 

sementes foram obtidas dos bancos de germoplasma da Embrapa Arroz e Feijão 

(Brasil), da Universidade Federal Rural de Pernambuco (Brasil) e do Centro 

Internacional para Agricultura Tropical – CIAT- (Colômbia). A única cultivar de P. 

vulgaris investigada, ‘Bat 93’, foi procedente do banco de germoplasma da Embrapa 

Arroz e Feijão (Brasil). 

 As cultivares ‘Vermelhinha’ de P. lunatus, e ‘Bat 93’ de P. vulgaris, foram 

utilizadas no estudo comparativo da heterocromatina e da homeologia dos cromossomos 

contendo sítios de DNAr 5S e 45S. 

 

Preparação cromossômica 

Pontas de raízes obtidas da germinação de sementes foram pré-tratadas com 2 

mM de 8-hidroxiquinoleína por 18 h a 12º C, fixadas em etanol/ácido acético 3:1 (v/v) e 

estocadas a -20º C. Para preparação das lâminas o material foi digerido em uma solução 

de 2% (p/v) celulase ‘Onozuka R-10’ (Serva) e 20% (v/v) pectinase (Sigma-Aldrich) 

em 0,01 M tampão citrato pH 4,8 por 1,5 h a 37°C. O material digerido foi lavado em 

água destilada e mantido nesse meio por toda a noite a 4°C. Em seguida, foi transferido 

para uma gota de ácido acético 45%, coberto com uma lamínula e esmagado. A 

lamínula foi removida por congelamento em nitrogênio líquido. 

 

Bandeamento C 

O bandeamento C foi feito como descrito por Schwarzacher et al. (1980). 

Brevemente, as lâminas foram envelhecidas por três dias à temperatura ambiente, 
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imersas em ácido acético 45% a 60º C por 10 min, tratadas com 5% de hidróxido de 

bário à temperatura ambiente por 10 min, renaturadas em 2x SSC a 60º C por 80 min, 

coradas com Giemsa 2% e montadas em Entellan. 

 

Coloração com CMA/DAPI 

A coloração com CMA/DAPI foi feita conforme Schweizer e Ambros (1994). 

As lâminas envelhecidas por três dias foram coradas com 0,5 mg/ml de CMA (Sigma) 

por 1 h e com 2 µg/ml de DAPI (Sigma) por 30 min. Em seguida foram montadas em 

tampão McIlvaine (pH 7,0)/glicerol 1:1 (v/v) e mantidas no escuro à temperatura 

ambiente por três dias antes de serem analisadas. 

 

Sondas de DNA 

Um fragmento de 6,5 kb de DNAr 18S-5,8S-25S (R2) proveniente de 

Arabidopsis thaliana (Wanzenböck et al., 1997) e um clone de 500 pb de DNAr 5S de 

(D2) Lotus japonicus (Pedrosa et al., 2002) foram usados como sondas para localizar os 

sítios de DNAr 45S e 5S, respectivamente. Três sondas de seqüências de cópia simples 

que identificam os cromossomos portadores dos sítios de DNAr em P. vulgaris [Bng-G 

(cromossomo 6), Bng-K (cromossomo 9) e o clone SJ19.12 (cromossomo 10)] foram 

utilizadas para reconhecer seus cromossomos homeólogos em P. lunatus. As sondas 

Bng são conjuntos de marcadores RFLP mapeados geneticamente nos grupos de ligação 

G e K de P. vulgaris (Vallejos et al. 1992; Pedrosa et al. 2003). A sonda do 

cromossomo 10 (SJ19.12) é um fago contendo uma sequência de DNA do cromossomo 

10 de P. vulgaris. As sondas foram marcadas por nick translation (Roche Diagnostics, 

Life Technologies) com Cy3-dUTP (Amersham Biosciences) ou com digoxigenina-11-

dUTP (Roche). 
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Hibridização fluorescente in situ (FISH) 

 O protocolo de hibridização foi baseado em Pedrosa et al. (2002) com 

modificações. As lâminas foram inicialmente montadas em 2 µg/ml DAPI/glicerol 1:1 

(v/v) para seleção das que apresentavam melhores células. Essas foram descoradas em 

etanol/ácido acético 3:1 (v/v), desidratadas em etanol absoluto por 2-18 h, desnaturadas 

em 70% de formamida em 2x SSC por 1,5 min a 75° C e desidratadas em série 

alcoólica. A mistura de hibridização consistiu de 50% (p/v) de formamida, 10% (w/v) 

de dextran sulfato, 2x SSC e 2-5 ng/µl de sonda. A mistura foi adicionada na lâmina e 

hibridizada por 18 a 36 horas a 37º C. As lavagens pós-hibridização foram realizadas 

em 2x SSC, 0,1x SSC, 2x SSC. Todas as lavagens foram feitas por 5 min a 42° C. As 

sondas marcadas com digoxigenina-11-dUTP foram detectadas usando “sheep anti-

digoxigenin-FITC” (Roche) e “anti-sheep-FITC” (Dako) em 1% (p/v) BSA. As lâminas 

foram montadas em Vectashield (Vector) contendo 2 µg/ml de DAPI. Após serem 

analisadas, as lâminas foram descoradas em etanol/ácido acético 3:1 (v/v), desidratadas 

em etanol absoluto por 2-18h e reibridizadas com diferentes sondas. 

 

Análise dos dados 

As células foram analisadas em microscópio Leica DMLB e as imagens 

capturadas com câmera de vídeo Cohu CCD, usando o software QFISH da Leica. As 

imagens foram processadas usando o Adobe Photoshop 7.0. Os idiogramas foram 

construídos utilizando o software Macromedia Flash MX 2004 e os cromossomos foram 

nomeados seguindo a nomenclatura dos grupos de ligação do mapa consenso de P. 

vulgaris (Freyre et al. 1998, Pedrosa-Harand et al. 2006). 
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Resultados 

Os cromossomos de P. lunatus e P. vulgaris apresentaram tamanhos similares 

quando corados com DAPI, sendo observados nove metacêntricos e dois 

submetacêntricos em P. lunatus e três metacêntricos, cinco submetacêntricos e três 

acrocêntricos em P. vulgaris. Em P. lunatus, a constrição primária foi claramente 

visualizada em todos os cromossomos, enquanto em P. vulgaris nem sempre foi 

identificada e quando observada foi sempre menor do que em P. lunatus (Figura 2 A e 

D).  

Heterocromatina 

O bandeamento C revelou bandas pericentroméricas na maioria dos 

cromossomos de P. lunatus e P. vulgaris. Esse padrão de bandas foi semelhante ao 

observado com CMA/DAPI nas duas espécies (compare Figuras 1 e 2). Como a análise 

de bandas com fluorocromos é mais rápida e as bandas são mais contrastadas, esta 

técnica foi mais adequada para observar a heterocromatina nessas espécies. 

Após a coloração com CMA/DAPI todos os cromossomos de P. lunatus 

revelaram bandas CMA+/DAPI− localizadas na região organizadora de nucléolo (RON) 

e nas regiões pericentroméricas (Figura 2 A-C). Em P. vulgaris as bandas CMA+ 

tiveram distribuição semelhante, mas foram neutras para DAPI (Figura 2 D-E). 

Nenhuma banda DAPI+ foi observada em ambas as espécies. 

Embora os cariótipos dessas espécies sejam muito simétricos, o padrão de 

bandas CMA combinado com a pequena variação de tamanho cromossômico permitiu a 

diferenciação de alguns pares cromossômicos. Em P. lunatus (Figura 2 C), foi possível 

reconhecer um par de tamanho médio com um grande bloco CMA+ na região 

pericentromérica, maior no braço longo que no braço curto (par cromossômico 7); um 
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par relativamente grande, submetacêntrico, com uma pequena banda CMA+ na região 

do centrômero (par cromossômico 3); e um pequeno par apresentando a região 

organizadora de nucléolo como uma banda CMA+ grande terminal (par cromossômico 

6). Os demais cromossomos apresentaram tamanhos, morfologias e bandas CMA+ 

similares (Figura 2 C). 

Em P. vulgaris (Figura 2 F), quatro pares cromossômicos (1, 5, 7 e 11) 

submetacêntricos apresentaram bandas CMA+ na região pericentromérica, sendo que 

estas bandas foram mais extensas no braço longo. Um par cromossômico (10) revelou 

uma banda pericentromérica e uma banda terminal no braço longo. Dois pares de 

cromossomos (6 e 9) mostraram ser acrocêntricos e a coloração com CMA marcou toda 

a região pericentromérica e o braço curto. Um par de cromossomos acrocêntricos (2) e 

um par submetacêntrico (3) tiveram uma banda proximal no braço curto. Dois pares 

metacêntricos, sendo um de tamanho maior (8) e um outro de tamanho menor (4), 

tiveram bandas na região pericentromérica. 

 

Hibridização in situ de sondas de DNA 

Para avaliar o grau de variação do número de sítios de DNAr 5S e 45S em P. 

lunatus, 17 acessos, sendo quatro silvestres e 13 cultivados, foram analisados por FISH. 

O número de sítios de DNAr está listado na Tabela 1, onde os acessos foram ordenados 

por grupo gênico e região de origem. O DNAr 45S foi observado em um sítio terminal 

no braço curto de um par cromossômico (Figura 3 A-D), não sendo observada variação 

em nenhum dos acessos analisados. O DNAr 5S foi localizado proximalmente no braço 

curto de um outro par cromossômico em todos os  acessos Mesoamericanos, Andinos e 

de origem desconhecida (Figura 3 A-D). Contudo, em quatro acessos coletados em 
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Quixeramobin (Brasil), de origem desconhecida, apresentaram um segundo sítio de 

DNAr 5S na região proximal do braço longo do mesmo cromossomo (Figura 3 D). 

Como P. vulgaris possui vários cromossomos portadores de sítios de DNAr 45S 

fica a dúvida sobre qual desses cromossomos seria o homeólogo do par encontrado em 

todos os acessos de P. lunatus. Para esclarecer isso, cromossomos de P. lunatus foram 

hibridizados com sondas de cópia única marcadoras dos cromossomos 6 (Bng-G), 9 

(Bng-K) e 10 (SJ19.12) de P. vulgaris, que são os supostos cromossomos ancestrais 

portadores de sítios de DNAr 45S. Posteriormente, as lâminas foram reibridizadas com 

sondas de DNAr 45S. Na reibridização, foi também utilizada a sonda de DNAr 5S que 

em P. vulgaris marca os mesmos cromossomos 6 e 10. A Figura 3 E-F mostra que a 

sonda Bng-G hibridizou no cromossomo que contém o sítio de DNAr 45S, o clone 

SJ19.12 marcou o cromossomo que contém o sítio de DNAr 5S (Figura 3 G-H) e o 

marcador Bng-K hibridizou em um cromossomo que não possui nenhum sítio de DNAr.  

Portanto, os cromossomos de P. lunatus que apresentaram sítios de DNAr 45S e 

5S são homeólogos aos cromossomos 6 e 10 de P. vulgaris, respectivamente. Contudo, 

o sítio de DNAr 5S foi localizado no braço longo no cromossomo de P. vulgaris e no 

braço curto no cromossomo de P. lunatus. A Figura 4 apresenta os idiogramas de P. 

lunatus e P. vulgaris, resumindo a morfologia dos cromossomos, a posição das bandas 

CMA e dos sítios de DNAr 5S e 45S. Os cromossomos de P. lunatus foram 

identificados com base no idiograma de P. vulgaris estabelecido por Pedrosa-Harand et 

al. (2006). 

 

Discussão 

 A coloração com CMA/DAPI e o bandeamento C revelaram bandas 

pericentroméricas nos cromossomos de P. lunatus e P. vulgaris, em acordo com dados 
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de outros autores (Mok e Mok 1976, Schweizer e Ambros 1976, Zheng et al. 1991, 

Moscone et al. 1999). Contudo, Moscone et al. (1999) relataram heterocromatina na 

região distal dos cromossomos de P. lunatus, que não foram observados com nenhuma 

das duas técnicas. Outras espécies analisadas do gênero Phaseolus, bem como espécies 

de Vigna, um gênero proximamente relacionado, também apresentam heterocromatina 

preferencialmente na região pericentromérica (Mok e Mok 1976; Schweizer e Ambros 

1976; Zheng et al. 1991; Moscone et al. 1999; Lavania e Lavania 1982; Pignone et al. 

1990; Pignone et al. 1995). Portanto, o padrão observado em P. lunatus está de acordo 

com a distribuição de heterocromatina do grupo. 

 A localização dos genes de RNAr 5S e 45S em 17 acessos de P. lunatus mostrou 

uma única variante: uma duplicação do sítio de DNAr 5S, restrita a quatro acessos 

provenientes de um único município do Brasil. Moscone et al. (1999) também 

observaram apenas um sítio de DNAr 5S e um sítio de DNAr 45S em uma cultivar 

dessa espécie. Esses dados sugerem que esses sítios se encontram praticamente estável 

dentro desse cariótipo, diferentemente do que foi observado em P. vulgaris (Pedrosa-

Harand et al., 2006). 

Vários estudos bioquímicos (Lioi 1996; Lioi et al. 1998; 1999) e moleculares 

(Fofana et al. 2001) em P. lunatus têm sugerido a existência de dois centros de 

domesticação: o Mesoamericano e o Andino, igualmente para P. vulgaris. A localização 

de sítios de DNAr 45S na amostra examinada neste trabalho não revelou nenhuma 

variação entre esses centros de diversidade. Ao contrário de P. vulgaris em que uma 

análise com DNAr 45S revelou um alto grau de variação entre acessos dos centros 

Mesoamericano e Andino (Pedrosa-Harand et al. 2006). 

O principal sítio de DNAr 5S de P. lunatus está no braço curto do cromossomo 

10 e em P. vulgaris este sítio está no braço longo do cromossomo homeólogo. Os 
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resultados deste trabalho não permitem estabelecer qual a posição ancestral do sítio, no 

entanto, alguns acessos de P. lunatus apresentaram uma duplicação do sítio no braço 

longo do mesmo cromossomo, sugerindo uma maior mobilidade do sítio de DNAr 5S 

nessa espécie. Além disso, foi encontrada uma duplicação do 5S, no mesmo 

cromossomo, em alguns acessos. O modelo de “dispersão-amplificação-deleção” 

(Dubcovsky e Dvorak 1995), usado para explicar a mudança de posição de sítios de 

DNAr intercalares em cereais, poderia explicar a duplicação do sítio de DNAr 5S em P. 

lunatus. Um modelo alternativo para explicar a duplicação do sítio de DNAr 5S no 

mesmo cromossomo de P. lunatus seria a ocorrência de uma inversão pericêntrica, em 

que a quebra no cromossomo ocorreria no meio do sítio de DNAr, levando parte das 

cópias do DNAr 5S, resultando na duplicação do sítio. Esse modelo foi usado para 

explicar a duplicação de sítios de DNAr 45S em Glycine (Krishnan et al. 2001). A 

utilização de marcadores poderá esclarecer melhor o mecanismo envolvido na mudança 

da posição do sítio de DNAr 5S em P. lunatus e P. vulgaris. 

A semelhança na história evolutiva de P. vulgaris e P. lunatus e o relato de 

heterocromatina terminal em P. lunatus (Moscone et al. 1999) sugeriam, a princípio, 

que o mesmo mecanismo de amplificação de DNAr 45S observado em P. vulgaris 

poderia ter ocorrido em P. lunatus. Entretanto, a presença de heterocromatina terminal 

em P. lunatus não foi confirmada neste trabalho e nenhuma variabilidade em relação ao 

DNAr 45S foi encontrada. A hipótese para explicar o alto grau de variação dos sítios de 

DNAr 45S em P. vulgaris seria por recombinação ectópica (interlocos), favorecida pela 

localização terminal dos sítios de DNAr 45S (Pedrosa-Harand et al. 2006). Em outros 

organismos, sítios de DNAr 45S nas regiões terminais dos cromossomos têm mostrado 

ser mais favoráveis a uma amplificação no genoma, por exemplo em Triticeae 

(Dubcovsky e Dvorak 1995) e em Aloe (Adams et al. 2000). Supostamente, a presença 
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de seqüências de DNA repetidas terminais favoreceria essa recombinação. De fato, 

seqüências de DNA repetitivo subteloméricas foram detectadas em muitos 

cromossomos de P. vulgaris, no entanto, estas mesmas seqüências estão aparentemente 

ausentes nos cromossomos de P. lunatus (resultados não publicados).  
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Tabela 1 – Acessos de Phaseolus lunatus analisados com indicação dos grupos gênico aos quais pertencem, procedência, tipo e código de acesso 
e número de sítios de DNAr observados 
 
 Grupo gênico Procedência Tipoa Nome do acesso (código)b DNAr 5Sc DNAr 45Sc nd 

1 Andino Celedin e Chachapoyas, Cajamarca, Peru L (G25832) 1 1 12 
2  Loja, Loja, Equador W (G26460) 1 1 14 
3 Mesoamericano Chago, Argentina W (G26404) 1 1 5 
4  Cienaga, Magdalena, Colômbia W (G25819) 1 1 5 
5  Esquitla, Escuintla, Guatemala W (G25850) 1 1 10 
6 Não determinado Capina Grande, Paraíba, Brasil C (FA25) 1 1 9 
7  Gravatá, Pernambuco, Brasil C (FA17) 1 1 7 
8  Gravatá, Pernambuco, Brasil C (FA18) 1 1 15 
9  Inhumas, Goiás, Brasil C Branca Achatada (GL0194) 1 1 11 
10  Itapuranga, Goiás, Brasil Itaporanga C Vermelha (GL0188) 1 1 4 
11  Nebraska, EUA  (G25269A) 1 1 9 
12  Rio Pardo de Minas, Minas Gerais, Brasil C Rosa (GL131) 1 1 6 
13  Salinas, Minas Gerais, Brasil C Vermelhinha (GL0135) 1 1 11 
14  Quixeramobin, Ceará, Brasil C (FA02) 2 1 10 
15  Quixeramobin, Ceará, Brasil C (FA14) 2 1 8 
16  Quixeramobin, Ceará, Brasil C (FA08) 2 1 9 
17  Quixeramobin, Ceará, Brasil C Alva (FA15) 2 1 7 
aTipos: C – Cultivado, L – Landrace, W – silvestre. 
bMateriais com código G foram obtidos diretamente do CIAT, Colômbia; GL, da Embrapa Arroz e Feijão, Brasil; FA, da Universidade Federal 
Rural de Pernambuco – UFRPE, Brasil. 

cNúmero de sítios de DNAr por genoma haplóide 
dNúmero de células analisadas 
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Resumo 

 O gênero Phaseolus possui cinco espécies cultivadas, sendo o feijão comum (P. 

vulgaris) e a fava (P. lunatus) as mais importantes. Estas espécies possuem o mesmo 

número cromossômico (2n=22) e uma alta similaridade cromossômica. Diferenças 

cariotípicas entre P. lunatus e P. vulgaris sugerem que ocorreram rearranjos durante a 

evolução dessas espécies. O mapeamento comparativo entre P. vulgaris e P. lunatus 

permitirá detectar esses rearranjos. Desta forma, a fim de construir um mapa físico e 

analisar o nível de macrosintenia e co-linearidade entre os cromossomos dessas 

espécies, foram hibridizados in situ, em cromossomos de P. lunatus, dois fagos e trinta 

BACs (Bacterial Artificial Chromosomes), selecionados de uma biblioteca genômica de 

P. vulgaris, para os cromossomos 3, 4 e 7. Sete BACs continham DNA repetitivo e não 

foram mapeados. Os demais BACs mostraram uma localização cromossômica 

conservada. Os resultados obtidos para os cromossomos 3, 4 e 7 sugerem que grandes 

rearranjos cromossômicos não ocorreram durante a evolução dessas espécies. O BAC 

86I17 apresentou uma heterocromatina terminal na maioria dos cromossomos de P. 

vulgaris, que está aparentemente ausente em P. lunatus e os BACs 26B20 e 267K20 

foram repetitivos dispersos em P. lunatus e únicos em P. vulgaris. A detecção de uma 

heterocromatina revela que a principal divergência entre essas espécies foi a 

amplificação diferencial de seqüências de DNA repetitivo. 

 

Palavras-chave: Mapa físico, Phaseolus, BACs, evolução, FISH 
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Introdução 

O gênero Phaseolus possui cinco espécies cultivadas (P. vulgaris L., P. 

coccineus L., P. lunatus L., P. polyanthus L. e P. acutifolius var. latifolius A. Gray). 

Entre essas espécies, o feijão comum (P. vulgaris) e o feijão fava (P. lunatus) são as que 

apresentam a maior importância econômica (Mercado-Ruaro e Delgado-Salinas, 2000), 

Análises filogenéticas incluindo dados morfológicos e moleculares agruparam P. 

vulgaris, P. coccineus e P. acutifolius em um clado, enquanto P. lunatus formou, 

juntamente com algumas espécies silvestres, um clado a parte (Delgado-Salinas et al., 

1999). Essas duas espécies possuem dois centros de domesticação: Mesoamericano e 

Andino. Acessos do grupo Mesoamericano possuem maior distribuição, enquanto o 

grupo Andino tem uma distribuição mais restrita (Gepts, 1998; Debouck et al., 1987; 

Lioi et al., 1998; Fofana et al., 2001).  

Análises cromossômicas em Phaseolus têm revelado uma alta semelhança 

cariotípica, apresentando 2n=22 cromossomos (revisado por Mercado-Ruaro e Delgado-

Salinas, 2000). A localização da heterocromatina tem corroborado com a similaridade 

cariotípica no gênero, apresentando blocos nas regiões pericentroméricas da maioria dos 

cromossomos (Mok e Mok, 1976; Zheng et al., 1991; 1993), exceto para P. lunatus, em 

que Moscone et al. (1999) localizaram blocos nas regiões terminais dos cromossomos. 

A localização dos genes para RNAr 5S e 45S em quatro espécies cultivadas permitiu 

uma comparação um pouco mais detalhada entre esses cariótipos. Algumas 

homeologias cromossômicas puderam ser sugeridas entre P. vulgaris e P. coccineus ou 

entre P. vulgaris e P. acutifolius. Entretanto esses dois marcadores não foram capazes 

de detectar homeologias entre P. vulgaris e P. lunatus, as espécies cultivadas mais 

distantes (Moscone et al., 1999). Embora tenha sido sugerido que rearranjos como 

inversões, duplicações e translocações tenham ocorrido, porém, não está claro se estas 
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alterações estariam envolvidas no processo de especiação do grupo (Mercado-Ruaro e 

Delgado-Salinas, 2000). 

Mapeamento comparativo estabelece os relacionamentos sintênicos entre 

genomas de diferentes espécies, ou seja, revela a ordem e o conteúdo dos genes, 

detectando possíveis rearranjos ocorridos na evolução (Kaló et al., 2004). Estudos têm 

mostrado que dependendo da distância taxonômica entre as espécies, elas possuem mais 

ou menos regiões conservadas (Paterson et al., 2000). Análise comparativa em vegetais 

tem sido baseada na comparação de mapas genéticos, por exemplo, entre Pinus taeda. e 

Pseudotsuga menziesii (Konstantin et al., 2004), Helianthus petiolaris e H. petiolaris 

(Burke et al., 2004) e entre Medicago sativaand e Pisum sativum (Kaló et al., 2004). No 

entanto, FISH (Fluorescente In Situ Hybridization) também pode contribuir para o 

estudo comparativo na construção de mapas físicos (Harper e Cande, 2000), por 

exemplo, no estudo entre Pennisetum squamulatum e Cenchrus ciliaris, um conjunto de 

BACs foram hibridizados  in situ em cromossomos das duas espécies, permitindo 

construir um mapa físico comparativo (Goel et al., 2006). 

O objetivo deste trabalho foi analisar a macrossintenia entre P. lunatus e P. 

vulgaris. Para isso, clones de BACs selecionados a partir de marcadores moleculares 

RFLP pertencentes ao mapa genético de P. vulgaris foram hibridizados in situ em 

cromossomos mitóticos de P. lunatus. 

 

Materiais e Métodos 

Material vegetal 

 A cultivar “Vermelhinha” (GL0135) de P. lunatus foi utilizada para o 

mapeamento. As sementes foram obtidas do banco de germoplasma da Embrapa Arroz 
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e Feijão, Brasil. O material foi mantido em cultivo no jardim experimental do 

Departamento de Botânica da Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Brasil. 

 

Preparação cromossômica 

Pontas de raízes obtidas da germinação de sementes foram pré-tratadas com 2 

mM de 8-hidroxiquinoleína por 18 h a 12º C, fixadas em etanol/ácido acético 3:1 (v/v) e 

estocadas a -20º C. Em uma lâmina, as pontas de raízes foram digeridas em uma 

solução de 2% (p/v) celulase ‘Onozuka R-10’ (Serva) e 20% (v/v) pectinase (Sigma-

Aldrich) em 0,01 M tampão citrato pH 4,8 por 1,5 h a 37°C. O material digerido foi 

lavado em água destilada, mantido a 4º C por toda a noite, transferido para uma gota de 

ácido acético 45%, coberto com uma lamínula e depois esmagado. A lamínula foi 

removida com resfriamento em nitrogênio líquido. 

 

Sondas de BACs 

Trinta BACs de P. vulgaris foram selecionados utilizando marcadores RFLPs 

pertencentes aos grupos de ligação C/B3 (cromossomo 3), B/B4 (cromossomo 4) e 

A/B7 (cromossomo 7) de P. vulgaris (Vallejos et al. 1992) (Tabela 1 e 2). Além disso, 

foram utilizados, dois fagos (B35 e B62) pertencentes ao cromossomo 4 de P. vulgaris. 

Os DNAs dos BACs e dos fagos foram marcados por nick translation (Roch 

Diagnostics, Life Technologies) com Cy3-dUTP (Amersham Biosciences).  

 

Hibridização fluorescente in situ (FISH) 

 O protocolo de hibridização foi baseado em Pedrosa et al. (2002) com 

modificações. As melhores lâminas foram selecionadas com 2 µg/ml DAPI/glicerol 1:1 

(v/v). Essas foram descoradas em etanol/ácido acético 3:1 (v/v), desidratadas em etanol 
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absoluto por 2-18h e diretamente desnaturadas em 70% de formamida em 2x SSC por 

1,5 min a 75° C e desidratadas em série alcoólica. A mistura de hibridização consistiu 

de 50% (w/v) de formamida, 10% (w/v) de dextran sulfato, 2x SSC, 2-5 ng/µl de sonda, 

de 20x a 100x da fração de Cot-100 de P. vulgaris (dependendo do BAC) e foi 

desnaturada por 10 min a 75º C. A mistura foi adicionada à lâmina, lutada e 

hibridizadas por 18 a 36 horas a 37º C. As lavagens pós-hibridização foram realizadas 

em 2x SSC, 0,1x SSC, 2x SSC. Todas as lavagens foram feitas por 5 min a 42° C. As 

lâminas foram montadas em Vectashield (Vector) contendo 2 µg/ml de DAPI. Após 

serem analisadas, as lâminas que apresentam BACs com sinais únicos, foram 

descoradas em etanol/ácido acético 3:1 (v/v), desidratadas em etanol absoluto por 2-18h 

e reibridizadas com um segundo BAC de cópia simples. 

 

Análise dos dados 

As células foram analisadas em microscópio Leica DMLB e as melhores 

imagens capturadas com câmera de vídeo Cohu CCD, usando o software Leica QFISH. 

As imagens foram processadas usando o software Adobe Photoshop 7.0. Os idiogramas 

foram construídos utilizando os softwares Image Tool e Macromedia Flash MX 2004 e 

os cromossomos nomeados de acordo com os nomes dos grupos de ligação do mapa 

consenso de P. vulgaris (Freyre et al., 1998).  

 
 
Resultados 
 

Trinta BACs, correspondendo a 28 marcadores genéticos, e dois fagos foram 

hibridizados em cromossomos mitóticos de P. lunatus. Embora tenha sido usado de 20x 

a 100x C0t-100 como bloqueio, sete BACs hibridizaram em todos os cromossomos, 

apresentando sinais dispersos ao longo do comprimento dos mesmos (Figura 1 A-B) e 
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dois BACs revelaram sinais na região pericentromérica de todos os cromossomos 

(Figura 1 C e Tabela 1). Vinte e um BACs e os dois fagos apresentaram sinais únicos 

(Figura 1 D-G) e puderam ser mapeados. A posição relativa dos BACs e fagos pode ser 

visualizada na Tabela 2. 

O cromossomo 3 é de tamanho grande, submetacêntrico e que após a FISH foi 

observada uma banda DAPI+ na região proximal do braço longo. Para este cromossomo, 

nove BACs foram localizados (Figura 2), dos quais três hibridizaram no braço curto e 

seis no braço longo. As distâncias entre eles foram suficientes para posicioná-los 

individualmente no mapa estabelecido (Figura 3). Dois BACs (95L13 e 174E13) foram 

selecionados utilizando o mesmo RFLP e os sinais de hibridização mostraram que esses 

foram localizados na mesma região do cromossomo, confirmando a acurácia do 

mapeamento de BACs por FISH (Tabela 1). Desta forma, apenas um BAC (95L13) foi 

incluído no mapa citogenético. 

O cromossomo 4 é metacêntico de tamanho pequeno. Neste cromossomo, seis 

BACs foram mapeados, três no braço longo e três no braço curto. Além disso, dois 

fagos foram localizados no braço curto deste cromossomo (Figura 2). Os BACs (221J10 

e 78L24) foram selecionados com RFLPs mapeados no mesmo lugar, e como esperado, 

esses BACs hibridizaram na mesma região no cromossomo (Figura 3). Semelhante ao 

cromossomo 3, dois BACs (94F8 e 78L24) selecionados com o mesmo RFLP 

hibridizaram no mesmo lugar, sendo incluído no mapa apenas o BAC 78L24. No braço 

longo, três BACs (190C15, 162K15 e 86K9) foram mapeados. 

O cromossomo 7 é metacêntrico de tamanho médio e 12 BACs foram 

hibridizados in situ, desses, seis apresentaram seqüências de DNA repetitivo (Tabela 1) 

e seis cópia única (Figura 3 e Tabela 2). Os BACs mapeados nos cromossomo 3, 4 e 7 



 65

de  P. lunatus demonstraram que a ordem desses BACs são as mesmas observadas no 

mapa genético de P. vulgaris (Figura 3). 

A morfologia dos três cromossomos permite uma indicação que eles sejam 

distintos, no entanto, para certificar que os BACs hibridizaram em diferentes 

cromossomos, um conjunto de BACs, contendo sondas dos três cromossomos, foram 

hibridizados em uma lâmina e os resultados confirmaram que os BACs estão em 

cromossomos distintos (Figura 1 G). 

 

Discussão 

 

 A localização in situ de BACs de uma biblioteca genômica de P. vulgaris, em 

cromossomos mitóticos de P. lunatus mostrou-se adequada. Análises comparativas 

semelhantes também foram adotadas em outros organismos, como por exemplo, em 

Pennisetum squamulatum e Cenchrus ciliaris (Goel et al., 2006) 

Os BACs utilizados neste trabalho foram mapeados em três cromossomos de P. 

vulgaris (Pedrosa-Harand et al em publicação), e os resultados revelaram que os BACs 

estavam na mesma ordem em P. vulgaris e em P. lunatus, sugerindo que não ocorreram 

grandes rearranjos cromossômicos durante a evolução dessas espécies, conservando a 

macrossintenia. Alto grau de conservação da macrossintenia entre espécies, inclusive 

entre espécie de gêneros distintos, tem sido detectado em muitos organismos, por 

exemplo, em Pinus taeda e Pseudotsuga menziesii (Krutovsky et al., 2004), Medicago 

sativaand e Pisum sativum (Kaló et al., 2004) e Pennisetum squamulatum e Cenchrus 

ciliaris (Goel et al., 2006). Por outro lado, mapeamento comparativo entre as espécies 

do mesmo gênero, Helianthus petiolaris e H. annuus, revelou baixa sintenia, em que 

diversas translocações e inversões ocorreram desde a separação dessas espécies (Burke 
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et al., 2004). Paterson et al. (2000), revisando a evolução comparativa de cromossomos 

de plantas, constataram que o grau de sintenia entre espécies é proporcional a distância 

taxonômica entre elas. 

Pelo fato de grandes clones genômicos possuírem seqüências repetitivas, o uso 

do DNA C0t-100 de P. vulgaris nem sempre foi eficiente para bloquear essas 

seqüências, revelando DNA repetitivo disperso ou em tandem após a FISH. Essa 

situação tem sido encontrada em vários organismos de plantas com a hibridização de 

BACs em cromossomos (Chung-Ju et al., 2006; Islam-Faridi et al., 2001). 

Diversos BACs usados neste trabalho revelaram seqüência de DNA repetitivo 

em P. vulgaris (Pedrosa-Harand et al., em preparação), no entanto, algumas seqüências 

de DNA repetitivo tiveram comportamentos diferentes nas espécies. Por exemplo, os 

BACs 26B20 (cromossomo 4) e o 267K20 (cromossomo 7) apresentaram sinais únicos 

em P. vulgaris, mas sinais múltiplos em P. lunatus, mesmo utilizando uma elevada 

quantidade de DNA C0t-100 como bloqueador. O BAC 86I17, que foi repetitivo em P. 

vulgaris e único em P. lunatus, revelou uma heterocromatina terminal na maioria dos 

cromossomos de P. vulgaris. Esta heterocromatina está aparentemente ausente em P. 

lunatus, uma vez que nessa espécie o mesmo BAC revelou um único sinal no braço 

curto do par cromossômico 7. De fato, Pedrosa-Harand et al. (2006) detectaram um 

elevado número (6 a 18) de sítios de DNAr 45S na região terminal dos cromossomos de 

vários acessos de P. vulgaris, podendo esta seqüência de DNA repetitivo está envolvida 

no processo de amplificação de DNAr 45S. 

Amplificação diferencial de DNA repetitivo foi demonstrada por Zhang et al. 

(2006) em trigo, em que vários BACs revelaram seqüências de DNA repetitivo 

específicas para os genomas que compõem o trigo. Os resultados deste trabalho, 

sugerem que a amplificação diferencial de DNAr repetitivo parece ser o principal 



 67

mecanismo de diferenciação entre P. vulgaris e P. lunatus e que existe uma conservação 

da macrossintenia entre essas espécies. 
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Tabela 1 - Lista dos clones de BACs de P. vulgaris usados na hibridização in situ 
(FISH) em P. lunatus que apresentaram seqüências de DNA repetitivo. 
 

Grupo de 
ligação 

Marcador 
Molecular 

Clones de 
BACs 

Localização das 
seqüências 

B/B4 Bng 55 BAC 92B6 Dispersa 
 Bng 13 BAC 26B20 Dispersa 
 Bng 55 BAC 53G1 Pericentromérica 
A/B7 Bng 28 BAC 12M3 Pericentromérica 
 Bng 47 BAC 267K20 Dispersa 
 Bng 204 BAC 111O19 Dispersa 
 Bng 204 BAC 125P11 Dispersa 
 Bng 23 BAC 20F21 Dispersa 
 Phs BAC 105O5 Dispersa 

 
 

Tabela 2 – Lista dos clones de BACs de e fagos de P. vulgaris hibridizados in situ em 
cromossomos de P. lunatus 
 

    Posição das marcas nos mapas 
Cromossomo Marcador 

Molecular 
Clones de 

grandes insertos
Cot-100 Citogenético 

(Relativo) 
Genético 
(Relativo) 

Genético 
(cM) 

3 Bng 106 BAC 147K17 20x 0,149 ± 0,01 0,28 26,6 
 Bng 12 BAC 142D9 20x 0,172 ± 0,03 0,28 26,6 
 Bng 16 BAC 267H4 20x 0,187 ± 0,02 0,30 28,1 
 Bng 75 BAC 199D13 20x 0,481 ± 0,03 0,36 34,4 
 Bng 114 BAC 116H6 20x 0,562 ± 0,04 0,41 39,0 
 Bng 3 BAC 77J14 50x 0,606 ± 0,03 0,44 42,0 
 Bng 33 BAC 95L13 20x 0,875 ± 0,03 0,78 74,0 
  BAC 174E13 20x 0,878 ± 0,02 0,78 74,0 
 Bng 124 BAC 91K16 20x 0,931 ± 0,03 0,85 80,0 
4 Bng 151 BAC 221J10 20x 0,151 ± 0,02 0,00 0,00 
  Fago B35  0,171 ± 0,02 --- --- 
  Fago B62  0,156 ± 0,02 --- --- 
 Bng 160 BAC 94F8 20x 0,163 ± 0,02 0,00 0,00 
  BAC 78L24 50x 0,168 ± 0,01 0,00 0,00 
 Bng 184 BAC 190C15 50x 0,841 ± 0,01 0,69 72,0 
 Bng 103 BAC 162K15 20x 0,850 ± 0,03 0,70 73,5 
 APA BAC 86K9 20x 0,910 ± 0,03 0,94 97,6 
7 Bng 191 BAC 86I17 10x 0,092 ± 0,01 0,00 0,00 
 Bng 42 BAC 193F10 20x 0,147 ± 0,02 0,20 20,8 
 Bng 60 BAC 144D16 50x 0,182 ± 0,03 0,31 31,8 
 Bng 204 BAC 122D11 100x 0,749 ± 0,02 0,44 45,9 
 Bng 23 BAC 33M20 40x 0,771 ± 0,02 0,57 59,9 
 Bng 47 BAC 22I21 20x 0,877 ± 0,05 0,97 101,6 
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7 – CONCLUSÕES 
 

Primeiro Artigo 

1. Acessos andinos de P. vulgaris mostraram elevado número de sítios de DNAr 

45S, enquanto os acesso de origem Mesoamericana tiveram menor número 

2. O número de sítios de DNAr 5S se manteve constante em acessos Andinos e 

Mesoamericanos de P. vulgaris 

3. A posição terminal dos sítios de DNAr 45S favorece amplificação de sítios 

DNAr 45S em P. vulgaris 

 

Segundo Artigo 

4. A heterocromatina de P. lunatus está preferencialmente na região 

pericentromérica da maioria dos cromossomos 

5. Phaseolus lunatus apresentou uma duplicação do sítio de DNAr 5S, já para o 

DNAr 45S não mostrou variação em acessos Andinos e Mesoamericanos 

6. O cromossomo 6 de P.vulgaris, contendo sítio de DNAr 45S, é o homeólogo ao 

cromossomo de P. lunatus que contém o sítio de DNAr 45S 

7. O cromossomo 10 de P. vulgaris, que possui um sítio de DNAr 5S, é o 

homeólogo ao cromossomo de P. lunatus que apresenta um sítio de DNAr 5S 

 

Terceiro Artigo 

8.  Phaseolus lunatus e P. vulgaris possui uma conservação da macrossintenia 

cromossômica para os cromossomos 3, 4 e 7 

9. O principal mecanismo de evolução entre P. vulgaris e P. lunatus parece ser a 

amplificação diferencial de DNA repetitivo 
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8 – ANEXOS 
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8. The tables must each start on a new page. 

Give each a concise title.  
Double space all parts.  
Number each consecutively using Arabic numerals. Do not number consecutive tables 1A, 1B, etc., although 
interior parts of a table can be labeled A, B, etc., if necessary for easy reference in the text (but avoid this 
whenever possible).  
Define the boxhead and the bottom of the table with horizontal rules. Use shorter horizontal rules within the 
boxhead to indicate unambiguously which subheadings are subordinate to a higher-level heading. Use no vertical 
or diagonal rules. Use no horizontal rules between the boxhead and the closing rule. Give each column a title in 
the boxhead. Except in unusual circumstances, each boxhead entry should refer to material beneath it and not to 
material to the right.  
A table legend, if any, should precede footnotes. This legend should be separate from the table title.  
Indicate footnotes, typed directly below the table, with lowercase, superscript italic letters. Use *, **, and *** to 
indicate conventional levels of statistical significance, explained below the table.  
Do not include shading, color type, line drawings, graphics, or other illustrations within tables. Instead, prepare a 
separate, numbered figure to accompany the table.  
Table files must be Word documents and not in Picture Format. 

9. The figure legends must each begin with a brief title leading into text. All conventional symbols used to indicate 
figure data points are available for typesetting; unconventional symbols should not be used. 

10. The figures must be numbered consecutively using Arabic numerals. Provide reproduction-quality figures as well 
as figures on disk. 

Size and proportion each to be reproduced or reduced to 3.25 or 7 inches wide.  
Lightly write the name of the first author and the figure number on a back corner of each.  
Indicate "up" with an arrow on the back of each.  
Do not number consecutive figures 1A, 1B, etc. Parts of a figure can be labeled A, B, etc., if necessary for easy 
reference in the text.  
If a figure is submitted in unattached parts, include a sketch of how these should be arranged in the printed 
version.  
Indicate important aspects of photographs with arrows or numbers.  
Halftones should be high-contrast, glossy prints with sharp detail, because some loss of detail and contrast is 
inevitable in the printing process. Good contrast is particularly important for chromatographs, such as gel 
separations.  
Make the size and proportion of each group of figures suitable for reproduction at, or reduction to, 3¼ or 7 inches 
wide.  
Drawings, graphs, mating-type charts, complex chemical formulas, and other sketches should be treated as 
numbered figures.  



Histograms should not be used to present data that can be captured easily in text or small tables, as they take up 
much more space  
When using symbols that are normally italicized, such as genotypes, use italic rather than underlined Roman 
characters.  
Italicize all mathematical variables.  
Do not use boldface labels.  
Be sure to distinguish between similar characters, such as the letter l and the number 1 or the letter O and the 
number 0.  
Be sure that the axes of graphs are exactly perpendicular and that all lines are of equal density.  
The size of numbers and letters in a figure should be suitable for reduction to no greater than 10 points and no 
less than 6 points. Use similar size lettering throughout a figure and in similar figures.  
Some figures, like genetic maps based on DNA polymorphisms, summarize large data sets of interest to other 
investigators. The data sets supporting such figures should be placed on the journal’s web site 
(http://www.genetics.org) so that future researchers can build upon these studies. 

11. Sequences may appear in text or in figures. 

For regions that have never been sequenced, DNA must be sequenced on both strands.  
New nucleotide data must be submitted and deposited in the DDBJ/EMBL/GenBank databases and an accession 
number obtained before the paper can be accepted for publication. Submission into any one of the three 
collaborating databanks ensures data entry in all. Sequence data may be submitted on the World Wide Web: 

DDBJ via SAKURA at http://sakura.ddbj.nig.ac.jp/ 

EMBL via WEBIN at http://www.ebi.ac.uk/embl/Submission/webin.html 

GenBank via BankIt at http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BankIt/ 

Or via Sequin at http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Sequin/ 

DNA, RNA, or protein sequences corresponding to equal or greater than 50 nucleotides must be entered into an 
appropriate data bank and the accession number must be provided before an article will be published. If a proof is 
found to lack an accession number, the article will be held back from publication until the number is provided.  
Long sequences, such as those requiring more than about two pages to reproduce, will not be published unless 
the reviewers and the Associate Editor agree that publication is necessary. An author wishing to include a long 
sequence not recommended for publication must agree to pay increased (unsubsidized) page charges for the extra 
pages.  
Complete mtDNA sequences will no longer be published in GENETICS. Relevant comparisons will be published 
if an accession number for the sequence in question is supplied.  
Authors must indicate that an unpublished sequence will be made available on disk or as hard copy to anyone 
requesting it. 

Submission of Other Articles 

Resubmission of Rejected Manuscripts is permitted a single time, unless repeat submission is encouraged by the 
Associate Editor. When submitting a previously rejected paper to a new Associate Editor, authors must fully disclose 
the paper's history with the journal. Authors are expected to use the reviewer's comments to revise rejected papers 
before submitting them anew. 

Perspectives contributions are encouraged, but since these articles are scheduled many months in advance and must 
meet stringent copy deadlines, a Perspectives editor should be consulted well ahead of time. Perspectives articles may 
not be uploaded electronically. Authors receive free offprints and page charges are waived. The editors are  

James F. Crow, Genetics Department  
William F. Dove, McArdle Laboratory  
University of Wisconsin  
Madison, Wisconsin 53706 



Genetics Education articles provide a scholarly forum for persons who have created new teaching instruments in their 
roles as educators. Authors are invited to submit articles that focus on effective ways for students at all levels to learn 
principles of genetics and to appreciate the implications of research in genetics. Genetics Education articles should be 
uploaded electronically. The editor is 

 
Patricia J. Pukkila  
Department of Biology  
University of North Carolina  
Chapel Hill, North Carolina 27599-3280 

Notes are intended for the presentation of brief observations that do not warrant full-length articles. Submit Notes as 
you would a full-length article (including electronically); they will receive the same review. They are not considered 
preliminary communications but should complete the study. 

Each Note must have an abstract of 50 or fewer words.  
Do not use section headings in the body of the Note; report introduction, results, and discussion in a single 
section. Level 3 headings are permissible.  
The text should be kept to a minimum and if possible should not exceed 1000 words; the number of figures and 
tables should also be kept to a minimum.  
Materials and methods should be described in the figure legends or table footnotes.  
Place acknowledgments at the end without a heading.  
The Literature Cited section is identical to that of full-length articles. 

Letters to the Editor dealing with research and theory in basic genetics or with social issues of particular interest to 
geneticists are welcomed. Letters to the Editor should be uploaded electronically. Constructive comments on the 
subjects of articles from recent issues of GENETICS are appropriate. Figures, complex tables, and complex 
mathematical formulas should be avoided. The Editorial Board will choose to publish those letters it considers most 
pertinent to the interests of the readers. 

EDITORIAL REVIEW AND ACCEPTANCE 

Articles will be examined by one or more reviewers selected for their competence in the subject matter of the article. 
Acceptance will be based on scientific merit, clarity of expression, objectivity of writing, and suitability for 
GENETICS. An article may be accepted in its original form or subject to revision by the author. The reviewers’ 
comments will be provided to the author. Reviewers will not be identified except at their own request. 

Manuscripts will not be returned to authors unless requested by the corresponding author at the time of submission. 

Each published article will show the date that the original manuscript was received and the date that the final version 
was accepted at the GENETICS Editorial Office. 

Upon acceptance, authors are required to upload accepted manuscript and figure source files to the Genetics 
online manucsript processing system, BenchPress. Until these files are received, your paper is not considered in 
production. Detailed instructions are found in the acceptance letter emailed by the associate editor handling your 
manuscript. 

When uploading accepted manuscripts, Microsoft Word, TEX, and LaTex files are acceptable. RTF format and 
PDF are not acceptable.  

. 

Electronic images must be provided, separate from the text. Art files must conform to the following minimum 
resolution specifications: • grayscale and color images: 300 dpi • combination grayscale and color images: 500–
900 dpi • line art (Bitmap) images: 900–1200 dpi.  

Suggestions for Preventing the Return of a Manuscript



While manuscripts with perfect format are unprecedented and many errors can easily be corrected by the Copyeditor, 
the following suggestions are likely to prevent a manuscript from being returned to the author for correction after it has 
passed scientific review but before it can be sent to the printer: 

Use double spacing everywhere to provide space for the copyeditor to write typesetting instructions. This is 
particularly important in the Literature Cited section and the tables. "One-and-a half" spacing is inadequate.  
Type long tables on several pages. Use wide paper or several standard-size sheets joined together for wide tables. 
Distinguish between phenotype and genotype for the reader not well versed in the subject. Italicize genotypes in 
the text, tables, legend, and figures. Because figures are reproduced photographically, genotypes in figures must 
be presented in italics. The genotype consists of gene names and allele designations; chromosome numbers or 
names need not be in italic type. Strain names should be presented in roman unless the strain designation is the 
same as the genotype.  

Providing Unique Research Materials 

Because the discoveries of science require continual verification, and progress in science depends so strongly upon 
prior investigations, it is crucial that key research materials developed by one scientist be made readily available to 
others. By publishing in GENETICS, authors describing unique research materials agree to provide them at reasonable 
cost to colleagues who request them. Examples of unique research materials are strains, gene clones, antibodies 
(including cell lines producing monoclonal antibodies), and computer programs. A colleague is any active investigator, 
whether or not in training. The donor may require the recipient to agree neither to use such materials for commercial 
purposes nor to transfer them to a third party without the consent of the donor. 

Supplemental Data 

Authors are invited to deposit large data sets and other supplements to published articles on our website at 
http://www.genetics.org/supplemental. The supplement will be cited in the published article. Access to supplements is 
provided to all readers, not just subscribers. For more information, please contact the Editorial Office. 

Proofs 

The corresponding author will receive page proofs, the offprint order form, and proofreading instructions 
electronically as a PDF, via email.  
Proofs must be printed (single, not double, sided), corrected, and mailed to the printer within 2 days after receipt 
using a trackable express service.  
The article number must accompany all correspondence and appear on page 1 of the proof.  
The article may be delayed to a later issue if the corrected proofs are not returned promptly.  
The entire article should be proofread carefully, with extra attention to equations and symbols.  
All corrections must be sent together, simultaneously; additional corrections may cause extra charges and delay 
in publication.  
The original manuscript or figures can be returned to the author after publication, but such a request must be 
made before the manuscript has appeared in print.  
"Notes added in proof" require editorial approval. A copy should be sent to the Editor at the same time that 
proofs are returned to the printer to avoid postponing the article to a later issue. 

Charges to the Author 

Page charges are $65 per printed page. While no article will be refused because of an author's inability to pay 
page charges, authors citing grant support are assumed to have the resources. Authors who lack the requisite 
funds should explain their situation when submitting a manuscript.  
Members of the Genetics Society of America will pay $100 for each color figure in an article, while nonmembers 
will be charged $400 for the first color figure and $250 for each subsequent color figure in an article.  
Authors are expected to pay all the extra costs of printing and handling an article that are made necessary by 
author alterations—changes in galley proof not due to printer’s error—or by changes made necessary because the 
printer could not interpret the author’s intention owing to poorly prepared copy, incorrect file formatting, extra 
rounds of corrections, or inadequately organized tables. Such charges will not be waived.  
Offprint order blanks will be sent to the author with the proofs. A price schedule is included on the order blank; it 



is also available from the GENETICS Editorial Office  
All charges will be billed on one invoice soon after the article has been printed. 

Correspondence Regarding Manuscripts 

Manuscripts must be uploaded electronically at http://submit.genetics.org or submitted to the Editorial Office: 

 
Tracey DePellegrin Connelly  
Managing Editor  
Email: td2p@andrew.cmu.edu  
Genetics Editorial Office  
Mellon Institute, Box I  
4400 Fifth Avenue  
Pittsburgh, PA 15213-2683  
Telephone: (412) 268-1812  
Fax: (412) 268-1813  
E-mail: genetics-gsa@andrew.cmu.edu  

Correspondence regarding manuscripts may be sent directly to an appropriate member of the Editorial Board
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