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Resumo 

O gênero Phaseolus apresenta grande importância econômica no mundo, principalmente por 

ser uma das principais fonte de proteínas para alimentação humana. Estudos cariotípicos no 

gênero têm acompanhado os avanços das técnicas citogenéticas em plantas, desde análises 

convencionais até estudos comparativos de mapas citogenéticos construídos através da 

hibridização in situ fluorescente (FISH). Cromossomos artificiais de bactérias (BACs) foram 

utilizados como sondas em FISH na comparação entre os mapas de P. vulgaris (2n = 22), 

principal representante de gênero, e P. lunatus (2n = 22), uma espécie filogeneticamente 

próxima, revelando uma total conservação de sintenia e apenas três quebras de colinearidade. 

Visando estender os conhecimentos acerca da evolução do gênero, o presente estudo utilizou 

esses mesmos marcadores em FISH para evidenciar os principais eventos cromossômicos 

ocorridos entre P. vulgaris e P. microcarpus (2n = 22), uma espécie selvagem e distante 

filogeneticamente. Análises de bandeamento CMA/DAPI e localização de sítios de DNAr 5S 

e 45S e da sequência telomérica também foram realizadas. O estudo revelou que, apesar da 

distância filogenética entre as duas espécies, houve uma forte conservação de sintenia entre os 

homeólogos e apenas quatro quebras de colinearidade. Apenas eventos de inversão 

cromossômica foram propostos, justificando sua estabilidade numérica. Além disso, foram 

evidenciados padrões distintos de hibridização entre sequências repetitivas para uma mesma 

região cromossômica. Os resultados demonstraram que em Phaseolus a evolução 

cromossômica parece estar relacionada a eventos de rearranjo raros e de pouca complexidade, 

confirmando sua aparente estabilidade cariotípica postulada em estudos convencionais. 

Palavras-chave: Feijão comum, BACs, FISH, sequências repetitivas 
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Abstract 

The genus Phaseolus is economically important worldwide, mainly for being a source of 

proteins for the human diet. Karyological studies in the genus have accompanied the advances 

in the cytogenetic techniques, from classical cytogenetic studies to construction of 

comparative maps using fluorescence in situ hybridization (FISH). Bacterial artificial 

chromosomes (BACs) have been used as probes in FISH experiments to compare the physical 

maps of P. vulgaris (2n = 22), main representative of the genus, and P. lunatus (2n = 22), a 

closely related species. This analysis showed a conservation of synteny between both species 

and only three breakdowns in collinearity. In order to expand the knowledge about the 

evolutionary history of the genus, the same FISH probes were used in the present work to 

detect the main chromosome rearrangements that have occurred between P. vulgaris and P. 

microcarpus (2n = 22), which is a wild, distantly related species. CMA/DAPI banding and the 

localization of the 5S and 45S DNAr sites, as well as the telomeric DNA sequence, were also 

performed. The results demonstrated that, in spite of the phylogenetic distance between both 

species, there was a strong conservation of synteny between homoeologous chromosomes and 

only four breakdowns in collinearity. Chromosome inversions were the only events proposed 

for the genus, justifying its high chromosome number stability. Moreover, different 

hybridization patterns for repetitive DNA sequences were observed for the same chromosome 

region between species. Our results have shown that chromosome evolution in Phaseolus 

seems to be related to rare and less complex chromosome rearrangements, what is in 

accordance to its chromosome stability, postulated by classic cytogenetic analyses. 

Keywords: Commom bean, BACs, FISH, repetitive sequences 
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1. Apresentação

O gênero Phaseolus constitui um dos mais importantes gêneros da família Fabaceae

com cerca de 75 espécies, das quais cinco se destacam pela importância econômica: P.

vulgaris, P. lunatus, P. coccineus, P. acutifolius e P. polyanthus (Broughton et al., 2003).

Entre essas espécies, o feijão comum (P. vulgaris) se destaca como a principal fonte de

alimento para diversas populações, principalmente da África e América Latina (Acosta-

Gallegos et al., 2007). O gênero é exclusivamente americano e sua filogenia indica uma

origem monofilética a partir da qual duas linhas evolutivas foram seguidas, representadas

pelos clados A e B (Delgado-Salinas et al., 2006). Todas as espécies de importância

econômica pertencem ao clado B, talvez por apresentarem características em comum que lhes

proporcionaram uma maior viabilidade na domesticação, como grande tolerância aos

distúrbios ambientais, capacidade de habitar os mais diversos ambientes e florescimento nas

mais diversas estações (Delgado-Salinas et al., 2006).

Devido à importância do gênero, um consórcio internacional envolvendo os mais

variados países foi estabelecido, visando à produção de linhagens melhoradas principalmente

para o feijão comum (Broughton et al., 2003). Como parte desse esforço, um mapa

cromossômico foi recentemente estabelecido para a espécie utilizando sequências genômicas

clonadas em cromossomos artificiais de bactérias (BACs) e selecionadas com marcadores

moleculares de um mapa genético pré-estabelecido. Esses BACs foram utilizados como

sondas em hibridização in situ fluorescente (FISH) permitindo identificar e caracterizar os 22

cromossomos do conjunto diplóide, além de relacionar as distâncias físicas e genéticas entre

seus mapas (Pedrosa et al., 2009; Fonsêca et al., 2010).

O mapa cromossômico do feijão comum disponibilizou uma grande quantidade de

marcadores cromossomo-específicos, posteriormente utilizados no mapeamento comparativo
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com a fava, P. lunatus (2n = 22) (Almeida, 2006; Bonifácio, 2009), espécie bastante

consumida no nordeste brasileiro (Oliveira et al., 2004). Embora seja a mais distante dentre as

cultivadas, ambas as espécies são próximas filogeneticamente (Delgado-Salinas et al., 2006)

(localizadas no clado B) e revelaram uma completa sintenia entre os cromossomos

homeólogos. Apenas três quebras de colinearidade foram observadas entre os dois genomas,

sendo sugeridas ao menos três inversões cromossômicas entre as duas espécies, nos

cromossomos 2, 9 e 10, para explicar tais diferenças (Bonifácio, 2009). Estudos semelhantes

utilizando clones de BACs cópia única já foram realizados em outras espécies vegetais.

Através deles, por exemplo, foi possível revelar os principais eventos ocorridos na evolução

cromossômica de espécies da família Brassicaceae, incluindo a espécie modelo Arabidopsis

thaliana (Lysak et al., 2006; Mandáková e Lysak, 2008). Além disso, sequências repetitivas

utilizadas como marcadores cromossômicos têm permitido estabelecer relações evolutivas

entre espécies relacionadas (Lim et al., 2000).

No caso do feijão comum o mapeamento cromossômico revelou que cerca de 43% do

seu genoma é constituído de sequências repetitivas com distribuição pericentromérica e

subtelomérica (Fonsêca et al., 2010). As sequências repetitivas pericentroméricas parecem

estar conservadas em todos os cromossomos de P. lunatus, com algumas diferenças. Ao

contrário, sinais de hibridização das sequências subteloméricas isoladas de P. vulgaris não

foram observados nessa espécie (Almeida, 2006; Bonifácio, 2009).

O presente estudo teve como objetivo expandir a análise sobre a evolução cariotípica

do gênero Phaseolus. Para isso, BACs provenientes do mapa cromossômico do feijão comum,

assim como sondas para DNAr e telômeros foram utilizados no mapeamento comparativo da

espécie selvagem P. microcarpus, a primeira espécie do clado A analisada através da técnica.

A ocorrência de rearranjos cromossômicos e alterações nos padrões de sequências repetitivas
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foram analisadas em relação à distância filogenética entre o feijão comum e P. microcarpus.

Os resultados obtidos, somados aos dados disponíveis para P. lunatus, propiciaram um

melhor entendimento da evolução cromossômica em Phaseolus.

http://www.getpdf.com


Fonsêca A Evolução cariotípica no gênero Phaseolus L 5

2. Revisão da Literatura

http://www.getpdf.com


Fonsêca A Evolução cariotípica no gênero Phaseolus L 6

2.1. Citogenética em Plantas

2.1.1. Coloração convencional
As técnicas de coloração convencional permitem estabelecer o cariótipo de diversas

espécies vegetais, caracterizando o número e morfologia dos cromossomos, e, em alguns

casos, a presença da constrição secundária (Marchant, 1973; Brighton e Ferguson, 1976;

Jarolimova, 1994; Mercado-Ruaro e Delgado Salinas 1996, 1998). Essas técnicas se

caracterizam por evidenciar uniformemente os cromossomos, sem nenhuma preferência por

tipos de cromatina, composição do DNA ou proteínas (Guerra e Souza, 2002). Colorações

com hematoxilina, orceína ou Feulgen são mais adequadas para observações de cromossomos

grandes por serem mais simples e permitirem uma visualização rápida e direta. Por outro lado,

corantes como Giemsa ou hematoxilina, mais intensos e de melhor contraste devem ser

utilizados para cromossomos pequenos (Guerra e Souza, 2002).

A similaridade cariotípica em vários grupos de espécie, entretanto, impossibilita, na

maioria das vezes, a distinção dos mesmos (Lackey, 1980; Dvorak e Dadakova, 1984). Os

trabalhos destinados apenas à caracterização cromossômica das espécies foram sendo

substituídos muitas vezes por estudos comparativos envolvendo táxons relacionados, nos

quais algumas tendências evolutivas foram sugeridas (Stedje, 1989; Dimitrova e Greilhuber,

2000). Mesmo baseando-se apenas em coloração convencional Stebbins (1971) propôs que os

gêneros apresentam certos padrões cromossômicos evolutivos, embora eles não sejam

universais. Segundo suas teorias, o aumento da especialização em plantas tem sido

acompanhado pela redução do tamanho do genoma e pelo aumento da assimetria cariotípica,

como observado em espécies pioneiras de Asteraceae.
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2.1.2. Coloração diferencial

2.1.2.1. Tratamento a frio

Diversos estudos citogenéticos baseados em diferentes propriedades da cromatina

foram utilizados comparativamente em espécies vegetais. Uma das mais antigas técnicas se

baseia na reatividade diferencial da cromatina quando submetida à baixa temperatura. Quando

utilizada em Paris hainanensis, por exemplo, esta técnica revelou diferenças intra-específicas

nos segmentos cromossômicos associadas a regiões ricas em AT (adenina e timina). Essas

diferenças foram confirmadas após a utilização de diferentes fluorocromos, evidenciando

ainda um claro evento de translocação em uma das populações (Punina et al., 2001).

2.1.2.2. Bandeamento G

Outra técnica utilizada em citogenética é o bandeamento G, a qual evidencia

diferenciações lineares ao longo dos cromossomos incluindo regiões ocupadas pela

heterocromatina constitutiva (Vosa, 1985). Esta técnica tem sido utilizada apenas em

vertebrados superiores, uma vez que as bandas G não são evidenciadas em plantas,

vertebrados inferiores e insetos. Várias teorias tentam explicar a ineficácia desta técnica em

plantas. Segundo Greilhuber (1977), os cromossomos de plantas são mais compactos do que

os de mamíferos durante a mitose impedindo a resolução das bandas na análise microscópica.

Apesar disso, alguns estudos em plantas foram realizados utilizando a técnica. Song e

colaboradores (1994), por exemplo, analisaram o padrão de bandas G em seis espécies da

família Poaceae adaptando o método e garantindo a estabilidade dos resultados. Embora

alguns estudos semelhantes tenham sido propostos, essa técnica parece não ter obtido a

confiança necessária no meio científico.

2.1.2.3. Bandeamento C

Uma das técnicas de bandeamento mais utilizadas em plantas é denominada

bandeamento C, a qual se baseia nos padrões gerados após a remoção diferencial das frações
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da cromatina, evidenciando blocos de heterocromatina constitutiva ao longo de seus braços

(Schwarzacher et al., 1980). A técnica permite a identificação de rearranjos cromossômicos,

cromossomos homeólogos e estabelecimento de relações entre espécies, sendo principalmente

útil em estudos envolvendo cromossomos grandes. Em centeio, por exemplo, os padrões de

bandas C permitiram identificar os seus cromossomos homeólogos no trigo. Além disso, a

similaridade no padrão de bandas dos cromossomos A e B devem indicar similaridades

básicas em estruturas e talvez em função (Gill e Kimber, 1974). Em gimnospermas, as

espécies Cycus revoluta Thumb. (2n = 22), Ginkgo biloba L. (2n = 44) e Pinus densiflora

Sieb. e Zucc (2n = 24), evidenciaram padrões de bandas C bastante distintos umas das outras,

refletindo as suas diferenças estruturais (Tanaka e Hizume, 1980). No gênero Zea a análise

das bandas C de quatro espécies permitiu evidenciar similaridades cariotípicas que refletem as

suas classificações com dados morfológicos. Zea nicaraguensis é muito mais similar a Z.

luxurians, como já era esperado, do que com Z. diploperennis, todas da seção Luxuriantes.

Zea mays ssp., representando a outra seção, Zea, das subspécies cultivadas, foi as mais

divergente quanto ao padrão de bandas (Ellneskog-Staam et al., 2007).

2.1.2.4. Fluorocromos

Mais recentemente, a evidenciação de blocos heterocromáticos por meio de

fluorocromos tem facilitado de forma bastante significativa as análises cariotípicas em

plantas. Os fluorocromos mais utilizados na atualidade são o 4’-6-diamidino-2-fenilindol

(DAPI), que evidencia regiões heterocromáticas ricas em AT (adenina e timina), e a

cromomicina A3 (CMA), que evidencia regiões ricas em GC (guanina e citosina) (Schweizer,

1976).

As análises citogenéticas com fluorocromos têm permitido, entre outras coisas,

identificar os cromossomos homólogos em espécies que apresentam grandes similaridades

cariotípicas. No gênero Pinus, por exemplo, as espécies Pinus densiflora Sieb. et Zucc. e P.
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thunbergii Parl., ambas com 2n = 24 e distribuídas em ambientes montanhosos e costeiros,

respectivamente, podem ser cruzadas facilmente. Ambas as espécies foram submetidas ao

bandeamento combinado utilizando os fluorocromos CMA e DAPI, tornando possível a

identificação de todos os pares cromossômicos de cada complemento. Além disso, apesar de

P. densiflora e P. thunbergii possuírem número e morfologia bastante semelhantes, ao menos

seis cromossomos evidenciaram diferenças no padrão de bandas sugerindo a drástica mudança

na composição de bases nas bandas proximais acompanhada de especiação em Pinus (Hizume

et al., 1989). Um estudo semelhante foi realizado por Guerra (1993), que identificou e

comparou os cromossomos homeólogos de seis espécies do gênero Citrus. A dupla coloração

CMA/DAPI permitiu classificar os cromossomos, morfologicamente indistinguíveis, em seis

tipos quanto ao padrão de bandas CMA+. Além disso, a técnica permitiu revelar ao menos um

par heterozigoto para bandas CMA/DAPI em cada espécie confirmando a origem híbrida das

mesmas devido à grande viabilidade de hibridações interespecíficas e intergenéricas em

Citrus.

Em muitas análises citogenéticas de plantas a combinação de diferentes técnicas foi

utilizada a fim de estabelecer diferenças mais refinadas no que diz respeito às analises

comparativas entre táxons próximos. Sendo assim, técnicas de coloração convencional

associadas ao bandeamento C e com fluorocromos puderam ser utilizadas em análises

comparativas entre grupos, além de permitir inferir relações de parentesco entre os mesmos

(Sheikh e Kondo, 1995; Guerra et al. 2000). Por exemplo, as sete espécies do gênero

Pyrrhocactus (Cactaceae) puderam ser distinguidas citologicamente com a utilização de

coloração convencional associada ao bandeamento CMA/DAPI. Os resultados obtidos nesse

estudo permitiram sugerir que a diversificação do gênero não esteve associada a grandes

rearranjos cromossômicos ou poliploidia, mas ao acúmulo de pequenas mudanças estruturais

(Peñas et al., 2008).
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2.1.3. Citogenética molecular
A partir dos avanços científicos e tecnológicos, novas ferramentas moleculares foram

sendo desenvolvidas e incorporadas aos estudos citogenéticos, revelando de forma muito mais

detalhada as relações entre o genoma e as estruturas cromossômicas das espécies vegetais.

Além disso, diferentes abordagens vêm sendo destinadas ao uso dessas ferramentas,

incluindo, por exemplo, o mapeamento de sequências e suas relações com a cromatina

(Saunders e Houben, 2001; Islam-Faridi et al., 2002; David et al., 2009), além de análises

comparativas entre diferentes táxons (Kato et al., 2004; Lim et al., 2004; Mandakova e Lysak

2008).

2.1.4. Mapas genéticos
Thomas Morgan, trabalhando com genes autosômicos em Drosophila melanogaster,

propôs a idéia de que as variações nas proporções esperadas pela segunda lei de Mendel da

progênie recombinante se deviam ao fato que estes genes se encontravam ligados no mesmo

cromossomo. Com seus estudos em diversos genes ligados, ele observou que as proporções da

progênie recombinante variavam consideravelmente e propôs que essa variação na frequência

de recombinação devia, de alguma forma, refletir a distância entre os genes no cromossomo.

Em 1913, A.H. Sturtevant, um aluno de Morgan, propôs que os genes se localizam em uma

ordem linear no cromossomo, construindo o primeiro mapa genético. Além disso, Sturtervant

sugeriu o uso da porcentagem de recombinantes como indicador quantitativo das distâncias

gênicas num mapa genético (Griffiths et al., 1998).

O estabelecimento dos mapas genéticos, também conhecidos como mapas de ligação,

tem como base as frequências de recombinação entre diferentes marcadores medidas em

centiMorgans (cM), que indicam as distâncias relativas que os separam. Os primeiros mapas

genéticos foram baseados em dados citológicos e morfológicos e eram limitados pela

quantidade reduzida de marcadores disponíveis e pelo tempo necessário para as análises

http://www.getpdf.com


Fonsêca A Evolução cariotípica no gênero Phaseolus L 11

fenotípicas (Rick e Yoder, 1988; Basset, 1991). Como a utilidade dos mapas de ligação está

intimamente associada com a densidade de marcadores mapeados, quanto mais denso for o

mapa, mais informações poderão ser obtidas (Harushima et al., 1998). Embora as análises

com marcadores morfológicos contribuíssem de forma significativa na construção dos mapas

genéticos, esses mapas foram enriquecidos pelo uso de marcadores moleculares. O uso desses

marcadores moleculares, dentre os quais se destacam os RFLPs (Restriction Fragment Length

Polymorphism), SSRs (Simple Sequence Repeats), RAPDs (Random Amplified Polymorphic

DNA) e AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphism), possibilitou a construção de

mapas para ilimitadas espécies de plantas em períodos relativamente curtos, comparados aos

mapas baseados em dados morfológicos. Esses mapas são utilizados em análises filogenéticas

e em melhoramento de plantas através da clonagem de genes, análises de sintenia e estudos

envolvendo seleção assistida por marcadores (Carneiro e Vieira, 2002).

Visando estabelecer um mapa de ligação mais denso para o feijão comum, três

importantes mapas de ligação (Vallejos et al., 1992; Nodari et al., 1993; Adam-Blondon et al.,

1994), constituídos predominantemente de marcadores RFLPs e RAPDs, foram reunidos em

um mapa consenso através do mapeamento de diversos marcadores em uma nova população

de mapeamento agora baseada em linhagens endogâmicas recombinantes (Freyre et al, 1998).

A mais recente extensão do mapa consenso contribuiu com a integração de 282 novos

marcadores, incluindo AFLPs, EST-SSR (marcadores microssatélites desenvolvidos a partir

de Expressed Sequence Tags) e RGA (Resistance Gene Analogs), os quais permitiram situar

novos marcadores em alguns gaps existentes, relacionados a doenças como antracnose e

ferrugem (Hanai et al., 2010).

2.1.5. Mapas genéticos comparados
As análises comparativas entre mapas genéticos foram importantes para o

entendimento evolutivo da estrutura genômica de alguns grupos de plantas. Estudos
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comparativos entre os mapas genéticos das espécies Brassica rapa, B. nigra e B. oleraceae

permitiram evidenciar que os diferentes números cromossômicos (8, 9 e 10) refletem uma

grande quantidade de rearranjos ocorridos durante a evolução. Tanto eventos de fissão como

de fusão foram evidenciados entre os cariótipos observados, confirmando a estabilidade no

tamanho do genoma revelada por Arumuganathan e Earle (1991). Além disso, algumas

sequências únicas e duplicadas em B. nigra não estavam conservadas nas outras duas

espécies, sugerindo que eventos independentes de perda de sequências e duplicação tenham

ocorrido entre as mesmas (Lagercrantz e Lydiate, 1996). Um estudo semelhante envolvendo

os mapas genéticos da berinjela (Solanum melongena) e do tomate (Solanum esculentum)

revelou 28 rearranjos estruturais envolvendo os seus 12 grupos de ligação. Desses 28

rearranjos, 23 são explicados por inversões paracêntricas e cinco por eventos de translocação

(Doganlar et al., 2002).

2.1.6. Mapeamento físico
Outras estratégias de mapeamento permitem a construção de mapas físicos, os quais

consistem na representação em pares de bases ou em micrômetros das distâncias entre duas

sequências de DNA, diferente de mapas de ligação, que refletem distâncias relativas

estimadas a partir da frequência de recombinação entre dois marcadores e medidas em cM

(Pedrosa-Harand e Guerra, 2004). Atualmente existem três formas de se construir um mapa

físico. A primeira se baseia na correlação entre ausência de determinado marcador e ausência

de um fragmento cromossômico em estoques citogenéticos de deleções e translocações. A

segunda, na construção de sequências contíguas (contigs) de BACs (cromossomos artificiais

de bactérias) ou YACs (cromossomos artificiais e levedura) abrangendo parte ou todo o

genoma. E a última é através do mapeamento de clones de DNA diretamente nos

cromossomos através da hibridização in situ fluorescente (FISH) (Jiang e Gill, 2006).
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2.1.7. Bibliotecas genômicas
Bibliotecas genômicas constituídas por clones contendo grandes insertos são

importantes ferramentas utilizadas na construção de mapas físicos. Os clones obtidos por

ligação entre grandes fragmentos de DNA genômico e vetores BACs (cromossomos artificiais

de bactérias) ou YACs (cromossomos artificiais de levedura) são os mais utilizados por terem

a capacidade de armazenar insertos contendo centenas de quilobases (Peterson et al., 2000).

As bibliotecas de BACs, com insertos de aproximadamente 200kb, são muito mais utilizadas

devido ao fato de apresentarem baixos níveis de quimerismo, alta eficiência de clonagem,

além de fácil isolamento e manipulação dos insertos de DNA (Song et al., 2000). Devido às

suas vantagens, inúmeras bibliotecas foram construídas em plantas a partir da utilização desse

tipo de clone, armazenando em média insertos de aproximadamente 100 kb (Men et al., 2001,

Yang et al., 2003; Wu et al., 2004).

2.1.8. FISH
As bibliotecas genômicas podem ser utilizadas como fonte de sequências de DNA na

técnica de hibridização in situ fluorescente (FISH). Nesta técnica as sequências marcadas são

utilizadas como sondas, pareando com sua sequência homóloga presente no cromossomo e

sendo detectada por microscopia, revelando sua localização. Dentre outras moléculas

utilizadas na marcação das sondas, os fluorocromos são os mais utilizados na atualidade.

Apresentam grande sensibilidade, permitem a utilização de múltiplas sondas em cores

diferentes, além de não serem radioativas, como as primeiras moléculas utilizadas (Guerra,

2004).

A técnica de FISH pode ser utilizada em conjunto com diversas outras ferramentas

para caracterizar mais detalhadamente o complemento cromossômico de várias espécies

vegetais. Por exemplo, sondas contendo sequências de DNAr 45S foram utilizadas em FISH

associadas às técnicas de coloração com nitrato de prata e bandeamento CMA/DAPI para
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comparar cariotipicamente as espécies da família Pteridaceae, Acrostichum aureum L. e A.

danaeifolium Langsd. & Fisch (ambas com 2n = 60). Apesar das poucas diferenças

citológicas, os resultados indicaram que a presença de bandas CMA+ e sítios de DNAr 45S

foram bastante úteis para a distinção das duas espécies (Marcon et al., 2003). Um estudo

semelhante ao de Acrostichum foi realizado em seis espécies do gênero Spondias, incluindo o

suposto híbrido umbu-cajá e seus possíveis parentais, Spondias monbim e S. tuberosa.

Embora o umbu-cajá apresente características morfológicas intermediárias entre essas duas

espécies, o estudo citogenético revelou que nenhuma delas constitui o verdadeiro parental,

nem mesmo as outras três espécies analisadas, sugerindo que essas características tenham

surgido independentemente (Almeida et al., 2007). Diversos outros estudos vêm sendo

incrementados com o uso de FISH associada com técnicas convencionais (Carvalho et al.,

2005; Souza et al., 2009). Apesar disso, Hasterok e Maluszynska (2000) estudando a espécie

Brassica napus L. destacaram a dificuldade de se distinguir os diferentes pares

cromossômicos da espécie, indicando a necessidade de introdução de marcadores

cromossomo-específicos para esse tipo de análise.

2.1.9. BAC-FISH
Os clones de BACs são bastante utilizados como sondas cromossomo-específicas em

FISH por serem de fácil visualização devido à intensidade do sinal, mesmo quando

apresentam como inserto sequências cópia-única. Esta técnica promove a identificação dos

cromossomos, não exige qualidade especialmente elevada na preparação de lâminas, pode ser

utilizada em diplóides e poliplóides, além de ser indicada para espécies com números

cromossômicos elevados ou pequenos, desde que o tamanho do genoma não seja muito

grande. Dong e colaboradores (2000) utilizaram uma biblioteca de batata contendo 23.808

clones para a seleção de clones de BACs que foram marcados como sonda e utilizados para a

identificação dos 12 cromossomos do complemento. Essa caracterização disponibilizou dados
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para estudos mais detalhados de cada cromossomo, além de gerar ferramentas para análises

comparativas com outras espécies de Solanaceae, como o tomate, por exemplo. Os 13 pares

cromossômicos de Gossypium arboreum puderam ser identificados em uma só FISH com a

utilização de um coquetel contendo 22 sondas de BACs e de sequências contendo sítios de

DNAr 5S e 45S. Além disso, a localização desses marcadores foi comparada com o mapa

genético construído para a espécie (Wang et al., 2008). A correlação entre os mapas

citogenético (físico) e genético podem mostrar variações nas distâncias e localizações entre

marcadores (Howell et al., 2006). Um exemplo pode ser evidenciado em uma comparação

entre as distâncias física e genética de marcadores mapeados no cromossomo 1 de sorgo. A

proximidade de marcadores genéticos na região mediana do grupo de ligação não corresponde

a distâncias equivalentes no cromossomo, indicando que a recombinação é inibida em

presença da heterocromatina pericentromérica (Islam-Faridi et al., 2002).

As análises utilizando clones de BACs cromossomo-específicos também têm sido

utilizadas em estudos comparativos entre espécies pertencentes a uma mesma família, como

no caso das brássicas (Lysak et al., 2006). Neste estudo, um conjunto de BACs cromossomo-

específicos marcados como sonda foi utilizado no mapeamento comparativo entre as

seguintes espécies da família Brassicaceae: Arabidopsis thaliana (n = 5), A. lyrata (n = 8),

Capsella rubella (n = 8), Neslia paniculata (n = 7), Turritis glabra (n = 7) e Hornungia

alpina (n = 6). A partir do pressuposto número cromossômico ancestral (n = 8), foi possível

elucidar os mecanismos de evolução formadores dos cariótipos de A. thaliana e das espécies

relacionadas. O estudo revelou então que os eventos responsáveis pela diminuição do número

cromossômico de Arabidopsis thaliana foram: a geração de cromossomos acrocêntricos a

partir de inversões pericêntricas, translocação recíproca entre dois cromossomos, e ainda a

eliminação de um microcromossomo proveniente dessa translocação (Lysak et al., 2006).

Além disso, com a utilização da pintura cromossômica para análises de colinearidade, foi
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proposto um modelo para elucidar quais os rearranjos evolvidos na formação de espécies da

família Brassicaeae com n = 7, surgidas a partir de um único ancestral com n = 8. Cinco

cromossomos compartilhados entre o ancestral das Brassicaceae (n = 8) e o ancestral Proto-

Calepineae (n = 7) indicaram a origem comum de ambos os cariótipos. A explicação mais

parcimoniosa sugere que a redução de n = 8 para n = 7 tenha surgido a partir de três eventos

de translocação e dois eventos de inversão, não sendo encontrados eventos de duplicação ou

deleção entres as regiões “pintadas” das diferentes espécies (Mandáková e Lysak, 2008).

2.1.10. Sequências repetitivas
As sequências repetitivas são pouco conservadas e as principais responsáveis pela

variação do tamanho do genoma em plantas (Meyers et al., 2001). Estas são caracterizadas

por apresentarem várias cópias ao longo do genoma, sendo geralmente classificadas em:

sequências repetitivas em tandem (microssatélites, minissatélites e DNA satélite) ou

sequências repetitivas dispersas (elementos transponíveis) (Schweizer et al., 1990). As

sequências em tandem geralmente estão associadas aos sítios de DNAr 45S e às regiões

centroméricas e subteloméricas, enquanto que sequências repetitivas dispersas podem ser

encontradas ao longo de todo o genoma (Jelinek e Schmid, 1982; Guerra, 2004). As taxas de

evolução são mais rápidas nestas sequências em relação às sequências cópia única ou de baixa

repetição, principalmente por não estarem sujeitas a uma forte pressão seletiva (Schmidt e

Heslop-Harrison, 1998).

Apesar de pouco se saber a respeito de suas funções, alguns estudos vêm revelando

que regiões heterocromáticas, ricas em sequências repetidas, parecem inibir eventos de

recombinação (Islam-Faridi et al., 2002), controlar a expressão gênica (Avramova 2002),

participar de eventos como recrutamento de histonas (Cheng et al., 2002) e promover a

formação e manutenção da própria heterocromatina, caso da heterocromatina

pericentromérica (Bender, 2004), entre outros.
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2.1.12. Sequências repetitivas em FISH
As sequências repetitivas podem ser utilizadas como sondas em estudos de

identificação e caracterização cromossômica através dos seus padrões de hibridização

evidenciados pela FISH. Em milho (Zea mays) um estudo cariotípico em 14 linhagens

evidenciou através da FISH os diferentes padrões gerados por fragmentos de microssatélites

utilizados como sondas. Foi possível além de identificar todos os dez pares do complemento

cromossômico, comparar a distribuição dessas sequências nos cromossomos homéologos das

diferentes linhagens. Este tipo de análise permite detectar aberrações cromossômicas,

determinar quais cromossomos específicos estão envolvidos com rearranjos, detectar a

variação de sequências repetitivas no genoma, e diversas outras aplicações relacionadas à

identificação cromossômica (Kato et al., 2004). Outra análise comparativa de sequências

repetitivas foi realizada entre Solanum tuberosum e S. lycopersicon, revelando a grande

conservação do genoma em áreas ricas em genes, enquanto as regiões pericentroméricas se

mostraram bastante divergentes (Zhu et al., 2008). O padrão de distribuição de sequências

pode ser espécie-específico (Ananiev et al., 1998) e até mesmo cromossomo-específico

(Langerova et al., 2004). Estudos desse tipo vêm corroborando a hipótese da evolução

independente de sequências repetitivas em relação às de cópia única.

2.1.13. Filogenias
As sequências de eventos evolutivos de um grupo de organismos são obtidas através

da reconstrução de suas filogenias (histórias evolutivas). Estas são construídas através de

várias fontes de caracteres biológicos, incluindo caracteres estruturais (anatomia, morfologia

ou atributos externos) e moleculares (constituintes bioquímicos, tais como proteínas,

flavonóides e DNA) (Judd, 2009).

As técnicas moleculares são consideradas atualmente as ferramentas mais poderosas

para estudos de evolução e filogenias; porém, dados morfológicos continuam sendo de grande
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importância para estudos filogenéticos. Os três genomas de plantas são utilizados pelos

sistematas na construção de filogenias: o do cloroplasto, o mitocondrial e o nuclear. A escolha

da sequência utilizada dependerá do nível taxonômico analisado, variando entre sequências de

evolução lenta (como sequências do gene rbcL do cloroplasto), utilizadas para delimitar

grandes táxons, e sequências de rápida evolução (como as sequências espaçadoras dos genes

trnL e trnK), para espécies intimamente relacionadas (Judd, 2009).

O mais recente estudo referente à filogenia de plantas foi realizado pelo Angiosperm

Phylogeny Group (2010) que utilizou dados filogenéticos de diversos grupos de pesquisa para

a construção de uma única filogenia para as Angiospermas. Além disso, diversos outros

estudos filogenéticos já haviam sido realizados em plantas (Vaillancourt e Weeden, 1993;

Gernandt et al., 2005; Al-Shehbaz et al., 2006; Delgado-Salinas et al., 2006), incluindo

análises filogenéticas utilizando conjuntamente diferentes tipos de caracteres e gerando

árvores mais robustas. As análises filogenéticas baseadas em marcadores moleculares

combinadas com análises citogenéticas permitem inferir os eventos ocorridos na evolução

cromossômica em distintos grupos de plantas, podendo inclusive auxiliar na caracterização

das relações entre espécies próximas em um mesmo clado.

Em Araliaceae, 45 acessos representando 16 gêneros e 37 espécies foram analisados

através do uso de marcadores moleculares de diferentes origens (ITS nuclear e sequências

plastidiais trnL-trnF) e através de números cromossômicos. A análise permitiu sugerir o

número básico x = 12 para a família. Além disso, permitiu distinguir os clados nos quais

determinados eventos cromossômicos como a poliploidia teriam ocorrido (Yi et al., 2004).

Dados moleculares associados à filogenia também puderam ser utilizados no

subgênero Allium, no qual as análises de ausência/presença de sequências teloméricas de

vertebrados visualizadas por hibridização em membrana e o tamanho do DNA genômico
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foram bastante úteis na caracterização dos clados 1, 2 e 3, respectivamente, construídos a

partir da sequência ITS nuclear (Sykorova et al., 2006).

Em outros estudos as árvores filogenéticas têm sido construídas baseadas em

caracteres citogenéticos. Em Nicotiana foram utilizados dez tipos de sequências repetitivas

como sondas em FISH para a construção de uma filogenia baseada em padrões de

hibridização. Sete espécies puderam ser classificadas em clados distintos, baseados em ganho,

perda e amplificação de sequências, aumento do tamanho do genoma e ocorrência de

translocações. Essas análises se mostram importantes ferramentas para estudos filogenéticos,

indicando, por exemplo, que os clados irmãos Nicotiana tabacum e N. tomentosiformis, e, N.

kawakamii e N. tomentosa são irmãos e mais derivados em relação à N. glutinosa, a espécie

mais primitiva (Lim et al., 2000).

2.2. O gênero Phaseolus L.

2.2.1. Caracterização e filogenia
O gênero Phaseolus L., de distribuição neotropical, é constituído por

aproximadamente 75 espécies distribuídas desde o sudeste do Canadá até o norte da

Argentina, com centro de diversidade no México, onde podem ser encontradas cerca de 90%

das espécies (Mercado-Ruaro et al. 2009). Cinco espécies se destacam pela sua importância

econômica: P. vulgaris, P. lunatus, P. coccineus, P. accutifolius e P. polyanthus (Gepts,

1996). P. vulgaris, o feijão comum, constitui a principal representante do gênero, sendo a

leguminosa mais consumida diretamente no mundo, principalmente na África e América

Latina (Broughton et al., 2003).

A filogenia mais recente do gênero Phaseolus foi proposta por Delgado-Salinas e

colaboradores (2006) utilizando as sequências de nrDNA ITS/5.8 S e o loci plastidial trnK

como marcadores. O gênero se mostrou monofilético e dividido em dois clados principais
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denominados A e B. O clado A é constituído pelos grupos Pauciflorus, Pedicellatus e

Tuerckheimii, além de outras espécies sem uma posição filogenética bem definida (Phaseolus

glabellus, P. macrolepis, P. microcarpus, e P. oaxacanus). Por outro lado, o clado B, onde

estão todas as espécies de interesse econômico, é constituído pelos grupos Filiformis,

Vulgaris, Lunatus, Leptostachyus e Polystachios. O grupo Vulgaris inclui quatro das cinco

espécies cultivadas do gênero (P. vulgaris, P. coccineus, P. polyanthus e P. acutifolius).

Embora cada grupo apresente algumas características morfológicas peculiares, ao menos dois

grupos, Pedicellatus e Tuerckheimii só podem ser distinguidos com dados moleculares. A

separação filogenética do gênero Phaseolus em dois clados principais é corroborada ainda por

fatores biogeográficos e morfológicos (Delgado-Salinas et al., 2006).

As espécies do clado A estão distribuídas principalmente nas regiões do México e

Panamá, não ocorrendo em ilhas oceânicas, em altitudes de 545 a 690 m e latitudes de 4’26’’

a 5’06’’. Florescem apenas durante as estações chuvosas (exceto P. microcarpus, que floresce

em períodos secos ou úmidos), são sensíveis aos distúrbios do habitat, e geralmente não

toleram um longo período de frio. As espécies do clado B são amplamente distribuídas, indo

desde o sudoeste do Canadá até a América do Sul, com altitudes variando de 654 a 737 m e

latitudes de 6’22’’ a 10’21’. Florescem em períodos de seca ou chuva, em sua maioria não são

sensíveis aos distúrbios ambientais, e algumas toleram longos períodos de frio (Delgado-

Salinas et al., 2006).

2.2.2. Citogenética de Phaseolus
Estudos citogenéticos têm revelado que o gênero Phaseolus apresenta uma alta

estabilidade cariotípica, com 22 cromossomos metacênticos/submetacêntricos na grande

maioria das espécies (Mercado-Ruaro e Delgado-Salinas, 1996 e 1998). As exceções são as

três espécies do grupo Leptostachyus (P. leptostachyus, P. macvaughii, e P. micranthus), que

apresentam 2n = 20 (Delgado-Salinas et al., 2006). A ocorrência de poliplóides no gênero é
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muito rara, sendo restrita a um relato de 2n=44 para P.sp. (Mercado-Ruaro e Delgado-Salinas,

1998).

Muitas vezes o padrão de distribuição de eucromatina e heterocromatina apresentado

pelas técnicas de bandeamento são insuficientes para distinguir de forma segura pequenos

cromossomos mitóticos de plantas (Ohmido et al., 2007). Em decorrência do pequeno genoma

de P. vulgaris, estimado em cerca 637 Mpb ou 0.66 pg/1C (Arumuganathan e Earle, 1991),

com cromossomos variando de 1,5 e 3 µm (Sarbhoy, 1978), as técnicas de bandeamento C

não se mostraram eficazes na diferenciação entre os cromossomos da espécie e entre espécies

próximas, pois foram evidenciadas bandas fortes e semelhantes nas regiões pericentroméricas

da maioria dos cromossomos (Mok e Mok, 1976; Moscone et al., 1999).

2.2.3. Mapeamento comparativo
Um mapa cromossômico foi construído para P. vulgaris através da FISH, utilizando

clones BACs como sondas, selecionados a partir de marcadores previamente mapeados em

um mapa genético pré-estabelecido para a espécie (Pedrosa-Harand et al., 2009; Fonsêca et

al., 2010). Esses mesmos BACs foram utilizados como sondas em FISH nos estudos

comparativos com a espécie P. lunatus, ambas do clado B e filogeneticamente próximas

(Almeida, 2006; Bonifácio, 2009). Os estudos indicaram uma completa sintenia entre os dois

cariótipos, porém com discretas perdas de colinearidade, onde foram sugeridas ao menos três

inversões cromossômicas entre as duas espécies, nos cromossomos 2, 9 e 10. O cromossomo

2 de P. vulgaris apresenta uma morfologia submetacêntrica, enquanto que em P. lunatus a

morfologia metacêntrica do seu homeólogo sugere a ocorrência de uma inversão

cromossômica do tipo pericêntrica em uma das espécies. O BAC 163I7, com sinal único no

braço longo do cromossomo 9 de P. vulgaris está localizado na região intersticial do braço

curto em P. lunatus, sugerindo a ocorrência de uma inversão envolvendo a região

pericentromérica. A terceira inversão, de mesma natureza, pôde ser evidenciada a partir da
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localização do DNAr 5S no braço curto do cromossomo 10 de P. lunatus, oposto ao

observado em P. vulgaris. Esse é o único sítio de DNAr 5S em P. lunatus, enquanto que em

P. vulgaris um sítio adicional é encontrado no braço longo do cromossomo 6. Além disso, dos

três sítios de DNAr 45S presentes em P. vugaris (cromossomos 6, 9 e 10) apenas um sítio foi

encontrado em P. lunatus, conservado no cromossomo 6. Apesar de conservado, esse sítio se

mostrou muito maior em relação ao de P. vulgaris ‘BAT93’, alterando a morfologia

subtelocêntrica do cromossomo 6, para uma morfologia metacêntrica em P. lunatus

(Bonifácio, 2009). A conservação de sintenia observada e a detecção de apenas três rearranjos

cromossômicos no gênero confirmam a estabilidade do gênero proposta em estudos prévios

(Mercado-Ruaro e Delgado-Salinas, 1996 e 1998).

Cerca de 34% do genoma de P. vulgaris é formado pela heterocromatina

pericentromérica, constituída de sequências repetitivas presentes em todos os seus

cromossomos (Fonsêca et al., 2010). Esse tipo de sequência também foi encontrado em P.

lunatus com algumas diferenças, destacando o cromossomo 2, que apresentou em P. vulgaris

uma quantidade bastante inferior em relação ao mesmo cromossomo de P. lunatus (Almeida,

2006; Bonifácio, 2009). Os resultados sugerem que a essa região é heterogênea e que estas

sequências podem contar diferentes histórias evolutivas dentro do gênero (Bonifácio, 2009).

P. vulgaris apresenta ainda, cerca de 9% do seu genoma composto por sequências repetitivas

do tipo subtelomérica, distribuídas nas regiões terminais de quase todos os cromossomos do

complemento (Schlueter et al., 2008; David et al., 2009; Pedrosa-Harand et al., 2009; Fonsêca

et al., 2010). Essas mesmas sequências não foram evidenciadas em nenhum dos cromossomos

de P. lunatus indicando que as mesmas não estão conservadas, embora ambas as espécies

estejam próximas filogeneticamente (Almeida, 2006; Bonifácio, 2009).
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Resumo
O gênero Phaseolus L., pertencente à família Fabaceae, é monofilético e apresenta suas ca. de

75 espécies distribuídas em dois clados principais denominados de A e B. Este último inclui

as cinco espécies cultivadas do gênero, destacando-se P. vulgaris, o feijão comum.

Cromossomos artificiais de bactérias (BACs) utilizados na construção do mapa citogenético

do feijão comum (2n = 22) foram utilizados como sondas em hibridização in situ fluorescente

(FISH) num estudo comparativo em P. microcarpus, (2n = 22), uma espécie selvagem

localizada no clado A. Foram analisados ainda o padrão de bandas CMA/DAPI e a

localização dos sítios de DNAr 45S e 5S e DNA telomérico. O cromossomo 6 apresentou o

único sítio de DNAr 45S, conservado em seu homeólogo. Dos dois sítios de DNAr 5S

evidenciados em ambas as espécies apenas o do cromossomo 10 se encontra conservado.

Apesar da distância filogenética entre as espécies, todos os BACs cópia-única evidenciaram

conservação de sintenia. Entretanto, foram observadas quatro quebras de colinearidade

causadas provavelmente por eventos de inversão, um paracêntrico e três pericêntricos.

Variações na fração repetitiva do genoma também foram evidenciadas. Assim como nos

estudos com P. lunatus, clado B, essas raras inversões parecem ser os principais eventos

evolutivos ocorridos ao longo da história do gênero.

Introdução
O gênero Phaseolus L. pertence à família Fabaceae, a terceira maior das

Angiospermas, e está atrás apenas da família Poaceae em importância econômica (Judd,

2009). Compreende aproximadamente 75 espécies distribuídas por toda a América, seu centro

de origem (Broughton et al., 2003). Delgado-Salinas et al. (2006), analisando as sequências de

nrDNA ITS/5.8 S e o loci plastidial trnK, propuseram uma filogenia molecular na qual o

gênero aparece como monofilético, com as espécies distribuídas em dois clados principais
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denominados de A e B. Este último inclui o feijão comum (P. vulgaris) e as outras quatro

espécies de interesse econômico (P. lunatus, P. coccineus, P. polyanthus e P. acutifolius). A

separação filogenética do gênero Phaseolus em dois clados é corroborada também por dados

biogeográficos e morfológicos. Espécies do clado A são mais restritas ao sul dos EUA,

México (em sua maioria) e Panamá, enquanto as espécies do clado B são mais amplamente

distribuídas, indo desde o Canadá até a América do Sul (Delgado-Salinas et al., 2006).

Os primeiros estudos cariotípicos utilizando técnicas convencionais revelaram que a

grande maioria das espécies do gênero apresenta 22 cromossomos pequenos, meta ou

submetacêntricos (Mercado-Ruaro e Delgado-Salinas, 1996 e 1998). Em geral, esse tipo de

estudo era bastante limitado e restrito à descrição numérica e morfológica dos cromossomos

(Marchant, 1973; Brown e Gilmartin, 1989). Técnicas de bandeamento que contribuíram para

a identificação cromossômica em diversas espécies vegetais (Schweizer, 1976; Schwarzacher

et al., 1980) não se mostraram muito eficazes para cromossomos pequenos como os de

Phaseolus, por evidenciarem padrões de bandas similares entre os cromossomos do

complemento (Zheng et al., 1991). Com a introdução da hibridização in situ fluorescente,

sondas para DNAr 5s e 45S foram utilizadas na comparação dos possíveis homeológos entre

quatro espécies do gênero Phaseolus (Moscone et al., 1999). Esses e os demais cromossomos,

entretanto, não puderam ser comparados em detalhe.

Os estudos citogenéticos comparativos mais detalhados em plantas foram realizados

na espécie modelo Arabidopsis thaliana (n = 5) e espécies relacionadas, os quais

evidenciaram, através da pintura cromossômica utilizando BACs (cromossomos artificiais de

bactérias), a ocorrência de diversos rearranjos cromossômicos, como translocações e

inversões, ocorridas na família Brassicaceae (x = 8) (Lysak et al., 2006; Mandáková e Lysak,

2008). Recentemente, BACs foram mapeados no feijão comum através da FISH, sendo o mais
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completo mapa cromossômico já construído para a espécie (Pedrosa-Harand et al., 2009;

Fonsêca et al., 2010). Além disso, estes BACs foram utilizados em estudos comparativos com

a espécie P. lunatus, também do clado B (Almeida, 2006; Bonifácio, 2009), indicando uma

forte sintenia entre os dois cariótipos. Porém, a não conservação da ordem desses marcadores

em alguns cromossomos refletiram em discretas perdas de colinearidade. Os estudos

sugeriram a ocorrência de ao menos três inversões cromossômicas entre as duas espécies ao

longo da evolução, nos cromossomos 2, 9 e 10 (Bonifácio, 2009).

O presente estudo teve como objetivo contribuir para o entendimento dos eventos

envolvidos na evolução cromossômica no gênero Phaseolus através da extensão do

mapeamento comparativo de sequências do feijão comum para P. microcarpus (2n = 22), uma

espécie selvagem localizada no clado A. Os cromossomos homeólogos foram comparados

ainda em relação a seus padrões de distribuição de sequências repetitivas, através do

bandeamento CMA/DAPI e da localização de BACs pericentroméricos e subteloméricos,

além de sítios de DNAr 5S e 45S. Esses dados são discutidos num contexto filogenético.

Materiais e Métodos

Material vegetal e preparações citogenéticas

As sementes de P. microcarpus (BRA179698) foram obtidas do banco de

germoplasma mantido pela EMBRAPA Arroz e Feijão (Sto. Antônio de Goiás, Goiás) e

multiplicadas no Jardim Experimental do Laboratório de Citogenética Vegetal do

Departamento de Botânica da UFPE.

Pontas de raízes obtidas das sementes germinadas em placas de Petri a temperatura

ambiente foram pré-tratadas em 2 mM 8-hidroxiquinoleína por 18 horas a 10oC e fixadas em

etanol/ácido acético 3:1 (v/v), sendo mantidas posteriormente a -20oC. As pontas das raízes

foram lavadas em água destilada antes de serem digeridas em 2 % (w/v) celulase ‘Onozuka R-
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10’ (Serva) e 20% (v/v) pectinase (Sigma-Aldrich), em tampão ácido cítrico-citrato de sódio a

37oC por 1,5 hora. O material foi fragmentado em uma gota de ácido acético 45 % e

esmagado entre lâmina e lamínula. As lâminas foram secas por no mínimo 30 min e

analisadas com 1 µg/ml 4’-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) em 1:1 tampão (v/v) McIlvaine

pH 7.0 e glicerol. As melhores lâminas foram descoradas a temperatura ambiente em

etanol/ácido acético 3:1 por 30 min, transferidas para etanol absoluto por 60 min, secas e

estocadas a -20ºC até o uso.

Coloração CMA/DAPI

Para o bandeamento com CMA e DAPI, as lâminas foram envelhecidas por três dias,

coradas com cromomicina A3 (CMA) 0,1 mg/ml por 60 min, contracoradas com DAPI 1

µg/ml por 30 min, montadas em tampão McIlvaine pH 7.0 com 2.5 mM MgCl2 – glicerol 1:1

(v/v) e estocadas por mais três dias no escuro à temperatura ambiente. As melhores metáfases

foram capturadas como descrito a seguir. As lâminas foram descoradas novamente e

estocadas a -20 ºC para posterior hibridização in situ.

Sondas

Os sítios de DNAr 5S e 45S foram localizados com as sondas D2, um fragmento de

500 pb contendo o DNAr 5S de Lotus japonicus (Pedrosa et al., 2002), e R2, um fragmento de

6,5 kb da unidade de repetição 18S-5,8S-25S de A. thaliana (Wanzenböck et al., 1997). A

sonda telomérica utilizada, pLT11, representa um inserto com 400pb da sequência pAtT4 de

Arabidopsis (Richards e Ausubel, 1988) subclonado no vetor pUC19. pLT11 foi cedido por L.

Turner e N. Ellis (John Innes Centre, Norwich, UK).

Os BACs mapeados pertencem a uma biblioteca genômica de P. vulgaris ‘BAT93’

(Kami et al., 2006) e foram previamente selecionados e utilizados no mapeamento

citogenético da espécie através da FISH. Ao menos dois BACs localizados em braços
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distintos de cada cromossomo de P. vulgaris (Pedrosa-Harand et al., 2009; Fonsêca et al.,

2010) foram selecionados para o mapeamento. O bacteriófago B61, relacionado a um

complexo de genes de resistência (Geffroy et al. 2008, 2009) foi selecionado como descrito

em Ferrier-Cana et al. (2003). Para a marcação das sondas, o DNA dos BACs e dos

plasmídios foi isolado através da técnica de mini-prep utilizando o Qiagen Mini Plasmid Kit

(QIAGEN), enquanto o DNA Nucleobond AX columns (Macherey-Nagel) foi utilizado para o

isolamento do bacteriófago, ambos seguindo as recomendações do fabricante. As sondas

foram marcadas com Cy3-dUTP (GE) ou digoxigenina-11-dUTP (Roche) através de nick

translation (Roche ou Invitrogen).

Hibridização in situ fluorescente (FISH)

Para o procedimento de hibridização in situ foi utilizado o protocolo de Fonsêca et al.

(2010). As preparações foram secas a 60 ºC por 30 min, pré-tratadas com RNAse 100 µg/ml

(Invitrogem) em 2 Í SSC por 1 h a 37 ºC, pepsina 10 µg/ml (Boehringer Mannheim), em

HCl 0,01 N, por 20 min a 37 ºC e fixadas em formaldeído 3,7 % (Merck), em PBS, por 10

min a temperatura ambiente. Três lavagens com 2 Í SSC, 5 min cada, foram feitas entre os

tratamentos. As lâminas foram em seguida desidratadas em séries alcoólicas e secas ao ar

livre, por no mínimo 1h, a temperatura ambiente. A desnaturação do cromossomo e da sonda,

as lavagens pós-hibridização e as detecções foram feitas de acordo com Heslop-Harrison et al.

(1991), com pequenas modificações.

As misturas de hibridização consistiram de: formamida 50 % (v/v), sulfato de dextran

10 % (w/v), 2Í SSC e 2-5 ng/µl de sonda. A fração C0t-100 de P. vulgaris, isolada de acordo

com Zwick et al. (1997), foi adicionada em excesso de 20 a 300 vezes na mistura de

hibridização, para o bloqueio de sequências repetitivas, quando necessário. As preparações

foram desnaturadas por 5 min a 75 ºC, seladas com esmalte e hibridizadas por até três dias a

37 ºC. Após a incubação, as lamínulas foram removidas e as lavagens pós-hibridização foram
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realizadas por 5 min cada a 42 ºC: duas vezes em 2Í SSC e 0.1Í SSC, seguidas de duas

lavagens adicionais em 2Í SSC, sendo a segunda em temperatura ambiente. As sondas

marcadas com digoxigenina foram detectadas com 0,4 µl anti-digoxigenina produzida em

ovelha e conjugada com FITC (anticorpo primário, Roche) e 0,7 µl de anti-ovelha ou anti-

cabra produzidas em burro e conjugadas com FITC (anticorpo secundário, Serotec) em 3 %

BSA em PBS para um volume final de 20 µl cada. As preparações cromossômicas foram pré-

tratadas com 100 µl de 3 % BSA em PBS a 37 ºC por 1 h, incubadas a 37 ºC por 1 h com

anticorpo primário e depois com anticorpo secundário, com três lavagens em 1 Í PBS/

Tween 20 0.1 % por 5 min depois de cada detecção.

As preparações foram contra-coradas e montadas com 2 µg/ml de DAPI em

Vectashield (Vector). As re-hibridizações das lâminas, para a localização de diferentes

sequências de DNA em uma mesma célula, foi realizada de acordo com Heslop-Harrison et

al. (1992), por até quatro vezes. Quando uma hibridização prévia com sonda repetitiva foi

realizada, a re-hibridização das lâminas foi seguida da desnaturação do DNA cromossômico

com 100 µl de formamida 50% em 2Í SSC a 75 ºC por 5 min, da desidratação em série

alcoólica gelada e da secagem das mesmas ao ar por pelo menos 1 h.

Análise de dados

As imagens foram capturadas por microscopia de epifluorescência Leica DMLB

equipada com câmera Cohu utilizando o software Leica QFISH. Para o processamento final,

as imagens foram sobrepostas e coloridas artificialmente através do software Adobe

Photoshop versão 10.0 e ajustadas apenas em brilho e contraste. O idiograma baseado em

Fonsêca et al. (2010) para o feijão comum foi comparado à representação esquemática

proposta para a espécie P. microcarpus. A numeração de cada cromossomo seguiu a

nomenclatura estabelecida para o feijão comum (Pedrosa-Harand et al., 2008).
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Resultados
Phaseolus microcarpus apresentou um cariótipo simétrico constituído por 22

cromossomos aparentemente metacêntricos (Fig. 1 e 2). De um total de 322 indivíduos

analisados, foram evidenciados cinco indivíduos tetraplóides (aprox. 1,5%), todos com 2n =

44 (dados não mostrados). A dupla coloração com fluorocromos CMA/DAPI revelou bandas

CMA+ fracas situadas na região pericentromérica de vários pares cromossômicos, além de

uma banda forte na extremidade descondensada do único par distinguido através dessa técnica

(Fig. 1A). Por meio da FISH com sequências de DNAr 5S e 45S foi possível evidenciar três

pares cromossômicos. O primeiro par apresentou um grande sítio de DNAr 45S em sua

extremidade, co-localizado com a banda CMA+ terminal (Fig. 1B). Os outros dois pares

apresentaram sítios de DNAr 5S com sinais de diferentes intensidades (fraco e muito forte)

situados na região proximal de um de seus braços (Fig. 1B). Dentre seis indivíduos analisados

quanto à presença de DNAr 5S, dois apresentaram no par cromossômico portador do sítio

mais forte um sinal duplicado no braço oposto, porém de menor intensidade (Fig. 3).

A sequência telomérica de Arabidopsis (TTTAGGG) foi visualizada na extremidade

de todos os braços cromossômicos. Além disso, sequências teloméricas intersticiais (ITS)

foram observadas no cromossomo 3 (Fig. 1C). A identificação deste cromossomo como sendo

o par 3 só foi possível após a re-hibridização com o BAC marcador 174E13, sendo este

observado entre o ITS e a sequência telomérica terminal do mesmo braço (Fig. 1D).

Vinte e quatro dos 30 BACs utilizados evidenciaram sinais únicos e puderam ser

mapeados (Tabela 1). Pelo menos um BAC cópia única para cada braço dos 11 pares

cromossômicos de P. vulgaris foram utilizados na tentativa de identificar a presença de

possíveis rearranjos (Fig. 2 A-J, 3 e 4). As únicas exceções ocorreram para os cromossomos 6,

acrocêntrico, e 5, no qual o BAC 36H21, o único mapeado neste cromossomo em P. vulgaris,

apresentou um padrão repetitivo pericentromérico em todos os cromossomos do
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complemento, mesmo após a utilização do DNA bloqueador C0t-100. Dentre os demais

cromossomos, apenas o par 3 apresentou sinais em um único braço, pois os quatro BACs

mapeados, originalmente dois de cada braço, marcaram todos o mesmo braço cromossômico.

Para o restante dos cromossomos, ao menos um BAC foi hibridizado para cada braço. Os

cromossomos portadores dos sítios de DNAr 5S foram identificados como sendo os pares 4

(sinal fraco) e 10 (sinal forte), ambos nas regiões proximais dos braços longos (Fig. 3). O

cromossomo 6 foi identificado como o portador do sítio de DNAr 45S (Fig. 2E e 3). Exceto

pela localização de sítios de DNAr 5S em diferentes cromossomos, os resultados indicaram a

ocorrência de uma forte sintenia entre os genomas das duas espécies (Fig. 4).

Os BACs 103P12, 143N10 e 81A17 (Fig. 1E), que apresentaram sinais com padrão

repetitivo do tipo pericentromérico em todos os cromossomos de P. vulgaris, também

apresentaram o mesmo padrão quando hibridizados em P. microcarpus. Esses BACs

evidenciaram sinais com diferentes intensidades, porém muito mais fortes que os observados

para as bandas CMA+ nessa mesma região (Fig. 1A e E). Além dos três BACs citados, os

BACs 260H1 e 12M3, que também apresentaram padrão pericentromérico em P. vulgaris,

não apresentaram qualquer sinal em P. microcarpus (dados não mostrados). Além disso, o

BAC 147K17, mapeado no cromossomo 3 de P. vulgaris, evidenciou, além do sítio no

cromossomo 3, a presença de um sinal duplicado mais fraco no mesmo braço do sítio de

DNAr 45S do cromossomo 6 (Fig. 1F).

Os BACs 17P14, 86I17 e 63H6, selecionados para os cromossomos 2, 7, e 10,

respectivamente, apresentaram em P. vulgaris padrões de hibridização típicos de sequências

repetitivas, situadas nas regiões subteloméricas de quase todos os seus cromossomos. Já em P.

microcarpus, estes BACs apresentaram sinais únicos nos braços curtos dos três cromossomos

para os quais haviam sido selecionados inicialmente (Figs. 2, 3 e 4).
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Quatro quebras de colinearidade ocasionadas provavelmente por eventos de inversões

cromossômicas foram evidenciadas na comparação dos dois genomas (Fig. 4). A primeira é

sugerida pela diferença de morfologia observada para o cromossomo 2 de P. microcarpus

(metacêntrico) em relação a P. vulgaris (submetacêntrico). Como os três BACs mapeados

nesse cromossomo não tiveram suas posições alteradas, é provável que tenha havido uma

inversão envolvendo a região pericentromérica em um dos homeólogos (Figs. 2B, 3 e 4). Os

BACs 147K17 e 267H4, mapeados no braço curto do cromossomo 3 de P. vulgaris, foram

observados na região proximal do braço oposto em P. microcarpus, junto aos BACs 174E13 e

91K16, indicando a ocorrência de uma segunda inversão pericêntrica (Figs. 2C, 3 e 4). A

terceira inversão foi detectada pela marcação do BAC 163I7, mapeado na região intersticial

do braço longo do cromossomo 9 de P. vulgaris, na região proximal do braço curto do mesmo

cromossomo de P. microcarpus (Figs. 2H, 3 e 4). A quarta inversão cromossômica, esta de

natureza paracêntrica, foi evidenciada no braço longo do cromossomo 6 a partir do

mapeamento dos BACs 18B15 e 121F5 nas regiões intersticial e terminal, respectivamente

(Fig. 3), contrárias às posições encontradas anteriormente em P. vulgaris (Fig. 4). Uma

representação esquemática dos cromossomos envolvidos com rearranjos entre três espécies do

gênero foi associada à filogenia para uma abordagem evolutiva (Fig. 5).

Discussão
No presente estudo foi analisada comparativamente a distribuição de 33 sequências ao

longo dos 11 pares de cromossomos homeólogos de P. vulgaris e P. microcarpus. Em

conjunto com dados disponíveis para P. lunatus (Almeida, 2006; Bonifácio, 2009), esses

resultados permitiram estimar a natureza dos principais eventos de evolução cromossômica e

de sequências no gênero. Por exemplo, um único sítio de DNAr 45S está presente em P.

microcarpus e em P. lunatus e este se encontra conservado em P. vulgaris, no cromossomo 6.

Embora esse sítio esteja conservado nas três espécies, nenhum dos outros dois sítios
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adicionais, nos cromossomos 9 e 10 de P. vulgaris (cultivar BAT93), foram evidenciados em

P. lunaus ou P. microcarpus. Curiosamente, grandes variações na distribuição dos sítios de

DNAr 45S foram encontradas entre cultivares de P. vulgaris (Pedrosa-Harand et al., 2006).

Os dados obtidos até o presente sugerem que o sítio de DNAr 45S no cromossomo 6

provavelmente estava presente no ancestral do gênero e não foi perdido durante sua evolução.

O surgimento de sítios adicionais em outros cromossomos parece ser devido a eventos

restritos ao grupo Vulgaris, no qual está presente a espécie P. coccineus, do clado irmão ao de

P. vulgaris, também com três sítios de DNAr 45S (Moscone et al., 1999). Por outro lado, P.

accutifolius, localizado no outro clado deste mesmo grupo, evidenciou apenas um sítio

(Moscone et al., 1999), provavelmente o conservado no cromossomo 6. Eventos de

transposição, amplificação de pequenos sítios e deleção de sequências ao longo da evolução

podem estar envolvidos com essas variações nesse pequeno grupo de espécies do gênero.

Esses eventos parecem ter ocorrido várias vezes durante a radiação das espécies de Triticeae,

por exemplo, sem modificar à colinearidade de outros marcadores (Dubcovsky e Dvorak,

1995).

Apesar de serem cariotipicamente semelhantes, P. microcarpus evidenciou um padrão

de bandas CMA+ distinto de P. vulgaris e P. lunatus. A quase ausência de bandas CMA+ nas

regiões pericentroméricas de P. microcarpus, em contraposição às bandas evidentes

compartilhadas entre as outras duas espécies, indicam que diferentes tipos de sequências

repetitivas estão presentes nessas regiões. Esse fato foi reforçado pela aparente falta de

hibridização dos BACs 12M3 e 260H1, com padrões pericentroméricos em P. vulgaris e P.

lunatus, em P. microcarpus. Embora as sequências repetitivas presentes nesses BACs estejam

ausentes ou em baixa quantidade em P. microcarpus, BACs como o 36H21, 103P12, 143N10

e 81A17 indicam que suas regiões pericentroméricas são constituídas de sequências

repetitivas, porém de natureza parcialmente distinta. Outro fato interessante é evidenciado
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pelos BACs 17P14, 86I17 e 63H6, os quais mostraram um padrão de distribuição repetitivo

nas regiões subteloméricas de quase todos os cromossomos de P. vulgaris (Pedrosa-Harand et

al., 2009; Fonsêca et al., 2010). Esses apresentaram, além das sequências cópias-únicas

selecionadas pelos marcadores do mapa genético de P. vulgaris, uma família de sequência

satélite de 528pb (sequência consenso), denominada khipu (David et al., 2009; KGB dos

Santos, comunicação pessoal). Sondas de khipu foram utilizadas em experimentos de

Southern blot, sendo detectadas apenas nas dez espécies de Phaseolus analisadas, incluindo P.

microcarpus e P. lunatus, esta última evidenciando um dos mais baixos números de cópias

(David et al., 2009). Como os BACs 17P14, 86I17 e 63H6 também não mostram padrão

subtelomérico nem em P. microcarpus nem em P. lunatus, a quantidade dessas sequências em

ambas as espécies parece ser insuficiente para evidenciar sinais após a FISH. Esses BACs

apresentaram como consequência sinais cromossomo-específicos em P. microcarpus e P.

lunatus nas posições sugeridas pelos marcadores nos grupos de ligação de P. vulgaris dos

quais foram selecionados. Esses resultados confirmam a utilidade da BAC-FISH com sonda

heteróloga para o mapeamento de BACs que contêm sequências repetitivas e não podem ser

mapeados na própria espécie. A estratégia oposta, com a utilização de BACs sem sequências

repetidas de sorgo, foi utilizada para o mapeamento citogenético em milho, difícil de ser

mapeado com BACs próprios devido a grande quantidade de sequências repetidas dispersas

em seu genoma (Koumbaris e Bass 2003).

A sequência telomérica de Arabidopsis (TTTAGGG), frequentemente encontrada nas

extremidades cromossômicas da maioria das plantas, foi utilizada como sonda em FISH na

espécie P. vulgaris, indicando a presença de sinais nas extremidades de todos os braços

cromossômicos do complemento (A. Pedrosa-Harand, dados não publicados). Vários estudos

têm relacionado a presença de sequências teloméricas intersticiais (ITS) com eventos de

recombinação e fragilidade cromossômicas em animais (Day et al., 1998; Ruiz-Herrera et al.,
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2002; Camats et al., 2006). Embora essas associações não tenham sido frequentemente

demonstradas em plantas, a presença de ITS também parece estar relacionada com rearranjos

cromossômicos (Fuchs et al., 1995). No genoma de Brassica nigra, por exemplo, a

localização de ITS está quase exclusivamente associada aos pontos de quebras entre blocos

conservados (Lagercrantz, 1998). Sendo assim, a primeira evidência de rearranjo

cromossômico entre P. vulgaris e P. microcarpus foi obtida pela presença de ITS próximo aos

BACs 174E13 e 91K16 no cromossomo 3 dessa espécie. Esses foram localizados no braço

longo, como em P. vulgaris. Porém, a ordem dos BACs 147K17 e 267H4 e suas localizações

na região proximal deste mesmo braço sugerem que todo o braço curto e parte do braço longo

deste cromossomo esteja envolvida com um evento de inversão pericêntrica. A presença de

ITS pode estar relacionada com esses tipos de eventos (Fuchs et al., 1995), e parece ser

justificada pela conservação das antigas sequências teloméricas presentes no braço curto

ancestral. Como a telomerase tem a função de cicatrizar os pontos de quebras com a adição de

novas sequências teloméricas (Shippen e Macknight, 1998), isso parece explicar a formação

do novo telômero na extremidade do braço curto após a inversão.

Embora os dois sítios de DNAr 5S estejam conservados entre diferentes acessos de P.

vulgaris nos cromossomos 6 e 10 (Pedrosa-Harand et al., 2006), essa conservação parece não

se estender para outras espécies do gênero. P. lunatus apresenta apenas um único sítio dessa

sequência, localizado no cromossomo 10 no braço oposto ao encontrado em P. vulgaris

(Almeida, 2006, Bonifácio, 2009). Em P. microcarpus esse sítio se encontra conservado na

mesma posição e no mesmo cromossomo em relação a P. vulgaris, porém com sinal muito

mais forte. Em alguns indivíduos foram observados sinais duplicados mais fracos no braço

curto deste mesmo cromossomo. Além disso, um sinal adicional, mais fraco, no braço longo

do cromossomo 4 foi encontrado na espécie. Uma duplicação do sítio de DNAr 5S semelhante

à encontrada em alguns indivíduos de P. microcarpus foi observada em quatro acessos de P.
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lunatus, o qual apresentou um sinal adicional na região proximal do braço longo (Almeida,

2006). Os sítios adicionais de DNAr 5S podem ter sido gerados a partir da transferência

dessas sequências junto a elementos transponíveis, como observado na espécie Aegilops

speltoides (Raskina et al., 2004), embora outras hipóteses não possam ser descartadas. Sinais

duplicados também foram identificados através de BACs hibridizados em P. vulgaris e P.

microcarpus. A presença de sinal adicional mais fraco do BAC 147K17 no cromossomo 6 de

P. microcarpus sugere que parte das sequências presentes no BAC pode ter sido duplicada e

transposta para esse cromossomo, permitindo sua visualização através da sonda desse BAC.

Já o sinal extra do BAC 255F18 no cromossomo 7, observado em P. vulgaris, não foi

observado em P. microcarpus,

A construção de mapas de ligação bastante densos, utilizados nas primeiras análises

comparativas de sintenia e colinearidade, necessitava de técnicas bastante laboriosas que eram

restritas a espécies de importância econômica (Tanksley et al., 1992; Ahn e Tanksley, 1993).

A utilização de sondas de BACs contendo sequências cópia-única em FISH demonstrou que a

facilidade e a eficácia da técnica viabilizam os estudos em espécies selvagens, como P.

microcapus, revelando mais detalhadamente as relações intragenéricas. Uma forte sintenia foi

observada entre os genomas de P. microcarpus e P. vulgaris, refletindo a estabilidade

cariotípica aparente do gênero. Apesar da distância filogenética entre P. microcarpus (clado

A) e P. vulgaris (clado B), apenas quatro quebras de colinearidade foram observadas nesse

estudo. Possivelmente, três eventos de inversão pericêntrica (cromossomos 2, 3 e 9) e um

evento de inversão paracêntrica (cromossomo 6) podem ter sidos as causas dessas alterações.

Uma explicação alternativa é a transposição de BACs como a causa das alterações

observadas. De fato, os BACs utilizados, com tamanho médio de 125 kb, podem ter sido

deletados e reinseridos em outra região cromossômica sem alterar a colinearidade das

sequências restantes. Um fato semelhante ocorreu no cromossomo 6 de Oryza punctata, no

http://www.getpdf.com


Fonsêca A Evolução cariotípica no gênero Phaseolus L 49

qual uma região de cerca de 400 kb foi localizada a cerca de 15 Mb da sua posição original no

seu homeólogo de O. sativa, em decorrência de uma transposição (Kim et al., 2007).

Entretanto, duas transposições teriam que ter ocorrido nos cromossomos 3 e 6, além de serem

complementadas pela alteração das posições centroméricas nos cromossomos 2 e 9, o que

seria pouco provável. Os estudos comparativos entre P. lunatus e P. vulgaris, ambas do clado

B, indicou que as inversões nos cromossomos 2 e 9 foram os principais eventos de evolução

cromossômica estrutural ocorridos entre essas espécies (Bonifácio, 2009). A comparação

entre P. microcarpus e P. vulgaris indica uma maior quantidade de alterações cariotípicas

entre essas espécies, quando comparadas às alterações observadas entre espécies do clado B.

Diferentes composições das sequências repetitivas pericentroméricas, além das inversões

cromossômicas adicionais nos pares 3 e 6 justificam essa afirmação. Assim, as distâncias

filogenéticas parecem refletir o grau de divergências evolutivas em nível cromossômico no

gênero, embora o grupo Vulgaris pareça acumular um número maior de alterações que os

demais (ver Fig. 5).

Os dados relativos à evolução cromossômica do gênero Phaseolus sugerem que a

conservação de sintenia e o pequeno número de rearranjos cromossômicos estejam

relacionados com sua estabilidade numérica, uma vez que esses rearranjos ocorreram por

meio de inversões. Estudos relacionados parecem indicar que espécies de um mesmo gênero

apresentam uma relativa estabilidade quanto à ocorrência de rearranjos cromossômicos, e que

esses são mais comumente representados por inversões cromossômicas. Por exemplo, apenas

uma inversão cromossômica no par 8 foi observada na comparação entre os mapas físicos dos

12 cromossomos da espécie cultivada, Oryza sativa e da selvagem, O. punctata (Kim et al.,

2007). Outro estudo intragenérico, envolvendo o mapa genético altamente denso de tomate e

o mapa de batata, ambas com 2n = 24, sugeriu que cinco eventos de inversão, nos

cromossomos 5, 9, 10 e 11, foram os responsáveis pela quebra de colinearidade dos dois
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genomas (Tanksley et al., 1992). Além disso, uma forte sintenia foi observada na comparação

entre os mapas genéticos de Medicago truncatula e M. sativa, onde nenhum rearranjo

cromossômico foi observado (Choi et al., 2004). Sendo assim, o grande número de rearranjos

cromossômicos intragenéricos da família Brassicaceae envolvendo inversões, fusões e

translocações ocorridas entre Arabidopsis thaliana (2n = 10) e A. lyrata (2n = 8) (Lysak et al.,

2006), e entre Brassica nigra (2n = 16), B. oleracea (2n = 18) e B. rapa (2n = 20)

(Lagercrantz e Lidiate, 1996), parecem ser uma exceção em Brassicaceae. Alternativamente

esse grande número de rearranjos pode ser característico de grupos que apresentam alterações

cromossômicas numéricas. A expansão dos estudos comparativos para outras espécies

possibilitará uma visão mais abrangente sobre o papel das alterações cromossômicas na

evolução dos gêneros vegetais.
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Tabela 1. Lista de clones utilizados como sondas para análises comparativas através de FISH

entre P. vulgaris (P.v.) e P. microcarpus (P.m.) e sua distribuição e localização em ambas as

espécies.

Cromossomo Clones
hibridizados

Distribuição Localização

Braço Posição

P. v. P. m. P. v. P. m. P. v. P. m.

1 221F15 Únicoa Únicob Curto Curto Proximal Proximal

38C24 Único Único Longo Longo Terminal Terminal

2 17P14 Repetitivo Único - Curto Subtelomérico Intersticial

127F19 Único Único Longo Longo Intersticial Intersticial

225P10 Único Único Longo Longo Terminal Terminal

3 147K17C Único Únicoc Curto Longo Intersticial Intersticial

267H4 Únicoa Únicoa Curto Longo Intersticial Intersticial

174E13 Único Único Longo Longo Terminal Terminal

91K16 Único Único Longo Longo Terminal Terminal

4 221J10 Únicoa Únicob Curto Curto Intersticial Intersticial

B61 Único Único Curto Curto Intersticial Intersticial

DNAr 5S 0 Repetitivo 0 Longo 0 Proximal

190C15 Únicoa Únicob Longo Longo Intersticial Intersticial

5 36H21 Único Repetitivob Longo - Intersticial Pericentromérico

103P12 Repetitivo Repetitivo - - Pericentromérico Pericentromérico

6 DNAr 45S Repetitivo Repetitivo Curto Curto Terminal Terminal

147K17 0 Único 0 Curto 0 Proximal

121F5 Único Único Longo Longo Intersticial Terminal

18B15 Único Único Longo Longo Terminal Intersticial

143N10 Repetitivo Repetitivo - - Pericentromérico Pericentromérico

260H1 Repetitivo 0 - 0 Pericentromérico 0

7 86I17 Repetitivo Único - Curto Subtelomérico Intersticial

22I21 Únicoa Únicob Longo Longo Intersticial Intersticial

12M3 Repetitivo 0 - 0 Pericentromérico 0
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8 177I19 Único Único Curto Curto Intersticial Intersticial

169G16 Únicoa Únicob Longo Longo Terminal Terminal

9 163I7 Únicoa Únicob Longo Curto Intersticial Proximal

224I16 Únicoa Únicob Longo Longo Terminal Terminal

10 63H6 Repetitivo Único - Curto Subtelomérico Terminal

DNAr 5S Repetitivo Repetitivo Longo Longo Intersticial Proximal

173P6 Únicoa Únicob Longo Longo Intersticial Terminal

81A17 Repetitivo Repetitivo - - Pericentromérico Pericentromérico

11 179N14 Único Único Curto Curto Terminal Terminal

255F18 Único Único Curto Curto Intersticial Intersticial

25D1 Únicoa Únicob Longo Longo Intersticial Intersticial

a com uso de C0t-100; disperso quando sem bloqueio.

b com uso de C0t-100; padrão sem bloqueio desconhecido.

c BAC do cromossomo 3 com sinal extra, mais fraco, no cromossomo 6.

- Sinais repetitivos não específicos para um dos braços.

0 Sinal não evidenciado após hibridização.
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Legendas
Figura 1. Sequências repetitivas visualizadas em cromossomos metafásicos mitóticos de P.

microcarpus. A, padrão de bandas CMA+. Bandas mais fortes na extremidade de um par

cromossômico, indicado pelas cabeças de seta, e bandas fracas nas regiões pericentroméricas

de alguns cromossomos, indicado pelas setas. B, mesma célula hibridizada in situ com sondas

de DNAr 5S (laranja), e 45S (verde). C, Sequência telomérica de Arabidopsis (TTTAGGG)

(laranja). As setas indicam a presença de sequências teloméricas intersticiais (ITS) em um par

cromossômico. D, mesma célula hibridizada in situ com o BAC 174E13 (vermelho),

localizado no mesmo braço do sítio de ITS, no cromossomo 3. E, BAC 81A17 (vermelho)

apresentando padrão pericentromérico em todos os cromossomos do complemento. F, BAC

147K17 (rosa), selecionado para o cromossomo 3, evidenciou um sítio duplicado mais fraco,

indicado por um par de setas, no mesmo braço da única constrição secundária evidenciada em

P. microcapus. Inserções em B e E apresentam os mesmos cromossomos indicados na

metáfase completa, porém em maior ampliação e contraste. Os cromossomos foram contra-

corados com DAPI e visualizados em cinza, exceto em C. Barra em F, corresponde a 5 µm.

Figura 2. Hibridização in situ em cromossomos metafásicos mitóticos de P. microcarpus com

clones selecionados a partir do mapa cromossômico de P. vulgaris. Os clones 221F15 (A,

cromossomo 1), 225P10 (B, 2), 174E13 (C, 3), B61 (D, 4), 18B15 (E, 6), 86I17 (F, 7),

177I19 (G, 8), 224I16 (H, 9), 173P6 (I, 10) e 179N14 (J, 11) estão representados em amarelo.

Já os clones 38C24 (A), 17P14 (B), 267H4 (C), 190C15 (D), 221I21 (F), 169G16 (G), 163I7

(H), 63H6 (I) e 255F18 (J) estão representados em vermelho. Em E, sítio de DNAr 45S

(verde) no cromossomo 6. Os cromossomos foram contra-corados com DAPI e visualizados

em cinza. Barra em J, corresponde a 5 µm.
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Figura 3. Localização física dos clones de BACs previamente mapeados em P. vulgaris na

espécie P. microcarpus, contra-corados com DAPI. Clones únicos (vermelho, rosa, amarelo e

azul) estão ordenados de acordo com as suas distribuições ao longo dos braços (do curto para

o longo). Sítios de DNAr 5S e 45S são representados em laranja e verde, respectivamente. As

principais sobreposições são representadas nas últimas colunas, onde cada BAC é mostrado

na mesma cor que nas colunas anteriores. Apenas para o cromossomo 10, a penúltima coluna

evidencia a presença do sinal duplicado de DNAr 5S no braço curto, detectado em alguns

indivíduos. Barra no topo corresponde a 5 µm.

Figura 4. Representação esquemática do complemento cromossômico de P. microcarpus em

comparação com o idiograma de P. vulgaris (modificado de Fonsêca et al., 2010), mostrando

apenas os clones hibridizados nas duas espécies. Blocos em vermelho indicam os BACs

envolvidos nos rearranjos e as setas as mudanças de posição dos mesmos. O quadrado em

preto indica a conservação do BAC 147K17 no cromossomo 3, não sendo evidenciado o

segundo sinal, no cromossomo 6, como em P. microcarpus. O quadrado em vermelho indica a

conservação do BAC 255F18 no braço curto do cromossomo 11, não sendo evidenciado o

segundo sinal, no cromossomo 7, como em P. vulgaris. Círculos em marrom indicam a

localização das sequências teloméricas.

Figura 5. Análise esquemática comparativa dos cinco cromossomos de P. microcarpus (clado

A) e P. lunatus (clado B, modificado de Bonifácio, 2009) envolvidos em eventos de rearranjo

em relação à P. vulgaris (clado B, modificado de Fonsêca et al., 2010) considerando-se a

filogenia proposta para o gênero (modificado de Delgado-Salinas et al., 2006). Blocos em

vermelho indicam os BACs envolvidos em rearranjos e as setas, mudanças de posição dos

mesmos ou dos centrômeros em relação à P. vulgaris. Letras de a-j sugerem possíveis eventos
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sinapomórficos (indicados pelos colchetes) para cada clado representado, exceto para b e c,

que dependem de um grupo externo para seu posicionamento entre os clados A e B.
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Figura 1.
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Figura 2.
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Figura 3.
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Figura 4.
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Figura 5.
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5.Conclusões
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• A técnica de BAC-FISH confirmou a sua eficiência em estudos de evolução

cariotípica a nível genérico, uma vez que BACs cópia única de P. vulgaris puderam

ser mapeados em P. microcarpus, espécie filogeneticamente distante no gênero.

• Diferenças na composição de sequências repetitivas pericentroméricas foram

evidenciadas após a utilização das técnicas de bandeamento e FISH de BACs,

indicando que esse tipo de sequência parece evoluir de forma independente em relação

a outras sequências repetitivas e às sequências cópia única no gênero.

• Variações no número de sítios de DNAr 45S em Phaseolus parecem ser restritas ao

clado que engloba o grupo Vulgaris e seu grupo irmão. Eventos de transposição,

amplificação de pequenos sítios e deleção de sequências devem ter ocorrido a partir de

um único sítio no cromossomo 6 ancestral.

• Sequências duplicadas em diferentes regiões cromossômicas de P. microcarpus, como

sítios de DNAr 5S e BACs, podem ter surgido a partir de eventos de duplicação e

transposição.

• A quantidade de alterações cariotípicas refletiu a distância filogenética entre as

espécies analisadas.

• As inversões são aparentemente o mecanismo responsável pelas poucas quebras de

colinearidade em Phaseolus, sendo o mecanismo mais importante na evolução

cariotípica estrutural do gênero.
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