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RESUMO

Vigna compreende espécies de grande importancia econémica e social, como
o feijdo-caupi (Vigna unguiculata), que faz parte da base alimentar humana como
fonte proteica. Baseado em estudos de evolugdo cariotipica e de macrossintenia
dentro do género Vigna e entre Vigna e Phaseolus, o presente trabalho mapeou in
situ sequéncias BACs (Cromossomos Atrtificiais de Bactéria) de Phaseolus vulgaris e
de V. unguiculata em cromossomos de Vigna aconitifolia. Adicionalmente, medicbes
do tamanho do genoma e sequéncias de DNA ribossomal 5S e 35S foram utilizadas
para o estudo de evolugéao cariotipica em diferentes espécies de Vigna. As analises
comparativas revelaram uma amplificacdo no numero de sitios de DNAr 35S e uma
correlagdo deste dado com o tamanho do genoma, corroborando a hipétese de que
a fragao repetitiva do genoma interfere no conteudo de DNA. Mapas citogenéticos
comparativos e arvores filogenéticas também foram gerados, auxiliando no
entendimento da estrutura e da organizagdo genémica, bem como em estudos de
evolugdo cariotipica e de gendbmica comparativa dentro dos respectivos géneros.
Tais analises in situ revelaram quebras de sintenia e de colinearidade entre V.
aconitifolia e V. unguiculata e entre P. vulgaris, sugerindo que as alteragoes

cromossémicas observadas devem ter ocorrido na diversificacado do clado Vigna.

Palavras-chave: BAC. DNAr. hibridizagdo in situ. Macrossintenia. mapa

cromossdmico



ABSTRACT

Vigna includes species of great economic and social importance, as the
cowpea (V. unguiculata), which is part of the human feed base as a protein source.
Based to karyotype evolution and macrossintenia studies within the genus Vigna and
between Vigna and Phaseolus, the present work has mapped in situ BAC sequences
(Bacterial Artificial Chromosomes) of Phaseolus vulgaris and V. unguiculata in the V.
aconitifolia chromosomes. Additionally, genome size measurements and 5S and 35S
ribosomal DNA sequences were used to karyotype evolution study in different Vigna
species. Comparative analyzes revealed the 35S rDNA sites amplification and a
correlation of this data with genome size, corroborating the hypothesis that the
repetitive fraction of genome interferes in the DNA content. Comparative cytogenetic
maps and phylogenetic trees were generated, assisting in the understanding to the
structure and genomic organization, as well as karyotype evolution studies and
comparative genomics within the respective genus. These in situ analyzes revealed
sinteny and colinearity breaks between V. aconitifolia and V. unguiculata and among
P. vulgaris, suggesting the observed chromosomal changes must have occurred in

the diversification of the Vigna clade.

Keywords: BAC. rDNA. in situ hybridization. Macrosynteny. chromosomal map
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ARTIGO 1

Fig. 1 — Fluorescent in situ hybridization of 14 genetically assined BACs of
Phaseolus vulgaris (Pv) in Vigna aconitifolia mitotic chromosomes
(Vac) counterstained with DAPI (pseudo-colored in gray). a V.
aconitifolia chromosomes (Vac1, Vac2, Vac3, Vac4 and Vacb)
hybridized with rDNAs 5S and BACs from five P. wulgaris
chromosomes (Pv1, Pv2, Pv3, Pv4 and Pv8). BACs were labeled with
Cy3-dUTP and pseudo-colored in different colors. b BAC 177119
(yellow; Pv8) and 38C24 (pink; Pv1) identified chromosome Vac1. c
BACs M062M10 (yellow; Vu1) and MO2E09 (pink; Vu5) identified
chromosome Vac5. d BACs M074C16 (red; Vu2) and HO26L23 (light
blue; Vu2) mapped in Vac2. e BACs 127F19 (red; Pv2, arrowhead and
in an unidentified second pair) and 95L13 (light blue; Pv3) in Vac3. f
BAC 21N14 (light green; arrowhead; Pv2) hybridized on chromosome
Vac3. g BACs 267H4 (yellow; Pv3) and 95L13 (light blue; Pv3),
mapped in Vac3. h BACs 221J10 (yellow; Pv4) and 190C15 (light blue;
Pv4)in Vac4. Barsinaand hrepresent 5 um..........cccoevvviiiiiicccciieeeeenen.

Fig. 2 — Fluorescent in situ hybridization of 11 genetically assigned BACs of
Phaseolus vulgaris (Pv) and two BACs of Vigna unguiculata (Vu) in
Vigna aconitifolia mitotic chromosomes (Vac) counterstained with DAPI
(pseudo-colored in gray). a V. aconitifolia chromosomes (Vac6, Vac?,
Vac8, Vac9, Vac10 and Vac11) hybridized with rDNAs 35S and BACs
of seven P. vulgaris chromosomes (Pv1, Pv6, Pv7, Pv8 and Pv11) and
three V. unguiculata chromosomes (Vu9, Vu10 and Vu11). BACs were
labeled with Cy3-dUTP and pseudo-colored in different colors. b BAC
18B15 (pink; Pv6) and rDNA 35S (green; Pv6) mapped in Vac6. c BAC
22121 (blue; Pv7) and 86117 (orange) identified in Vac7. d BACs
221F15 (light blue; Pv8) and 169G16 (red; Pv8), located in Vac8. e
BAC HO10M18 (blue, Vu9) identified in Vac9. f BACs H015M15
(red;Vu10) and HO025N06 (yellow; Vu10) located in Vac10. g BACs

95



179N14 (dark blue; Pv11) and H092J22 (pink; Vu11) hybridized in
Vac11.Barsinaand grepresent S Um..........cooiiiiiiiiiiiiiiiiiieienen,
Fig. 3 — Schematic representation of comparative cytogenetic maps of Vigna
aconitifolia (Vac), V. unguiculata (Vu) and Phaseolus vulgaris (Pv) with
BAC-FISH of 31 BAC clones of P. vulgaris and 16 BAC clones of V.
unguiculata in V. aconitifolia chromosomes mapped as a single copy. *
BAC 86117 was not mapped as a single copy in P. vulgaris (Pv), but as
repetitive sites. Here, it was positioned as single site, according to its
genetic position and location in P. lunatus (Almeida and Pedrosa-

Harand 2013). #Indicate BACs of Vigna unguiculata...........................

Fig. 4 — Schematic comparison of the major chromosomal rearrangements
among V. unguiculata (Vasconcelos et al. 2015), V. aconitifolia
(present work), P. vulgaris (Fonséca et al. 2010), P. lunatus (Bonifacio
et al. 2012), and P. microcarpus (Fonséca and Pedrosa-Harand 2013),
using P. vulgaris chromosomes as reference. The phylogenetic
relationships among species are based on ITS, trnK and matK markers
(Delgado-Salinas et al. 2011; Souza et al. in preparation). Blocks
inblack indicate BACs mapped on Pv1; in light blue on Pv2; in pink on
Pv3; in orange on Pv4, and in royal blue on Pv8. Putative
synapomorphic events for each clade are represented above each
branch by the abbreviations: | (inversion), Pa (paracentric), Pe
(pericentric), T (translocation), D (duplication) and numbers indicating
the chromosome pair involved. # indicates BAC clones of V.

UNQUICUIAEA. ...

ARTIGO 2

Figura 1 — Metafases mitéticas de Vigna unguiculata subsp. dekindtiana (A—B),
V. nakashimae (C-D) e V. unguiculata subsp. cylindrica (E-F) apos
coloracdo com CMA (amarelo)/DAPI (cinza) e hibridizado in situ com
sondas de DNAr 35S (verde) e 5S (vermelho). Cabecas de seta
apontam para os sitios de CMA* e DNAr 35S. Barraem F=5pum .......
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Figura 2 — Representacdo esquematica dos cromossomos portadores de sitios
de DNAr 35S e 5S para espécies de Vigna e Phaseolus, mapeados em
uma arvore filogenética baseada na analise de inferéncia bayesiana,
utilizando a combinagdo das regides de ITS, trnK e matK para a
relagéo entre estas leguminosas. Os blocos em verde indicam sitios de
DNAr 35S e os blocos em vermelho indicam sitios de DNAr 5S.
Asteriscos (*) indicam as espécies cujos dados foram compilados da
literatura: V. radiata (Bortoleti et al., 2012); V. subterranea (She et al.,
2015); V. trilobata (http://data.kew.org/cvalues/); V. unguiculata
(Vasconcelos et al., 2015); V. vexillata (Choi et al., 2013); P. coccineus
(Almeida et al.,, 2012); P. leptostachyus (Fonséca et al., 2016); P.
lunatus (Bonifacio et al., 2012); P. macvaughii e P. micranthus
(http://data.kew.org/cvalues/); P. microcarpus (Fonséca & Pedrosa-
Harand, 2013); P. vulgaris (Fonséca et al., 2010); Lablab purpureus
(She & Jiang, 2015). ..o 86

Figura 3 — Reconstrucdo de estados cariotipicos ancestrais (tamanho do
genoma e numero de sitios de DNAr 5S e 358S), utilizando o programa
Mesquite v.2.75 (Maddison & Maddison, 2011). (A) Estado ancestral
para ‘numero de sitios de DNAr 5S’, inferido usando a maxima
verossimilhangca sob o modelo Markov k-state one-parameter (Mk1),
considerando todas as mudangas igualmente provaveis. (B)
Reconstrugdes de caracteres ‘numero de sitios de DNAr 35S’ e
‘tamanho do genoma’ codificados com continuos, a partir do algoritmo

de maxima ParcimONia..........c.eeeeiiiiiiiiiec e 89

Figura S1 — Metafases mitoticas de Vigna aconitifolia (A-B), V. angularis (C-D),
V. mungo (E-F), V. umbellata (G-H) e V. unguiculata subsp.
sesquipedalis (I-J) apds coloragdo com CMA (amarelo)/DAPI (cinza) e
hibridizado in situ com sondas de DNAr 35S (verde) e 5S (vermelho).

Cabecas de seta apontam para os sitios de CMA* e DNAr 35S. Barra
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1 INTRODUGAO

A familia Fabaceae Lindley (= Leguminosae Juss.) compreende trés
subfamilias (Faboideae/Papilionoideae, Mimosoideae e Caesalpinioideae). Dentre
elas, Papilionoideae apresenta géneros de grande importancia econdémica, como
Glycine Willd., Lens Miller, Pisum L., Phaseolus L. e Vigna Savi, destacando-se os
dois ultimos por incluirem todas as espécies de feijdes existentes.

O género Phaseolus possui cerca de 90 espécies, com 2n = 20 ou 22
cromossomos, com o feijdo comum (P. vulgaris L.) seu principal representante.
Filogeneticamente, as espécies do género sao divididas em dois clados principais
denominados A e B, sendo neste ultimo incluidos o feijdo comum e as outras quatro
espécies de interesse econdmico [P. lunatus (fava), P. coccineus (feijao da espanha),
P. polyanthus e P. acutifolius)].

Vigna, por sua vez, compreende cerca de 120 espécies, a maioria com 2n =
22. Oito espécies destacam-se por sua importancia econémica, sendo seis do clado
Ceratotropsis: V. aconitifolia (Jacq.) Maréchal (feijdo-traca), V. angularis (Willd.)
Ohwi & H. Ohashi (feijao adzuki), V. mungo (L.) Hepper (feijao preto da china), V.
radiata (L.) Wilczek (feijao-mungo), V. reflexo-pilosa Hayata (feijao crioulo), V.
umbellata (Thunb.) Ohwi & H. Ohashi (feijdo arroz); e duas do clado Vigna: V.
unguiculata L. (Walp.) (feijdo-caupi) e V. subterranea (L.) Verdc. (feijao bambara).
Dentre essas espécies, o feijao-caupi destaca-se como a principal fonte de alimento
para diversas populacées, principalmente da Africa e América Latina.

Devido a grande importancia econdmica destes géneros, mapas genéticos de
sequenciamento e citogenéticos tém sido gerados a fim de incrementar o
entendimento sobre a organizacédo e a evolugao de seus genomas. Adicionalmente,
estudos citogendmicos comparativos entre espécies de ambos géneros e de
géneros proximos tém sido de grande importancia nas analises de macrossintenia e
colinearidade, que incluem a identificacdo da posicado das sequéncias, detecgao de
alteragbes cromossOmicas estruturais e estudo do nivel de conservagéo da ordem
dos genes nos diferentes grupos taxondmicos.

Uma ferramenta citogenética util para estudos comparativos é a hibridizagcao
in situ fluorescente (FISH) com uso de sondas de DNAr 35S e 5S e de cromossomos

artificiais de bactérias (BAC-FISH), que tem sido utilizada em analises de
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macrossintenia entre espécies relacionadas que ndo possuem genoma
completamente sequenciado e/ou montado, como € o caso de V. aconitifolia. Em
Vigna, por exemplo, as espécies apresentam predominantemente um ou dois pares
proximais de sitios de DNAr 5S e uma maior variabilidade de sitios de DNAr 35S
(18S-5.85-25S), com um a sete pares localizados predominantemente em regides
terminais, mas também proximais e intersticiais. No que diz respeito as analises de
macrossintenia por BAC-FISH em e entre Phaseolus e Vigna, sondas de P. vulgaris
tem permitido a comparagao entre os mapas citogenéticos de P. vulgaris, P. lunatus
L., P. microcarpus Mart e de V. unguiculata, sendo observada uma conservagao
parcial de sintenia entre cromossomos homedlogos e algumas quebras de
colinearidade (alteragbes na posicdo das sequéncias), apesar da distancia
filogenética entre as espécies dos dois géneros. Tais estudos demonstraram que a
diferenciagdo cromossémica entre Phaseolus e Vigna parece estar relacionada a
eventos de baixa complexidade, incluindo inversdes, duplicagdes e translocacdes.
Dessa forma, o presente trabalho utilizou dados de filogenia com marcadores
moleculares (ITS, matK, trnL-trnF), conteudo de DNA, coloracadto CMA/DAPI
associado com a técnica de FISH mediante o uso de sondas de DNAr 35S e 5S,
incluindo dados inéditos para V. aconitifolia, V. angularis, V. nakashimae, V.
unguiculata subsp. cylindrica, subsp. dekindtiana e subsp. sesquipedalis, visando
incrementar o entendimento da evolugao cariotipica do grupo. Adicionalmente, BAC-
FISH com sondas BACs de P. vulgaris e de V. unguiculata foram usadas para a
construgdo de um mapa citogenético de V. aconitifolia e para a realizagdo de
analises cito-comparativas entre espécies dos géneros Vigna e Phaseolus,
fornecendo informacdes sobre a diversidade genética intra- e intergenérica e

colaborando para estudos de de macrossintenia.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 GENERO VIGNA SAVI

Vigna Savi € um género que exibe ampla adaptacdo edafoclimatica, o que
permite seu cultivo durante todo o ano. Suas espécies sdo autbgamas e apresentam
morfologia floral que favorece a cleistogamia e a diferenciagdo entre espécies.
Apresentam corola com cinco pétalas, sendo uma pétala maior chamada de
estandarte ou vexilo, duas laterais (asas) e duas pétalas internas e inferiores que
sdo fundidas em forma de quilha (ou carena), uma estrutura em forma de um bolso
torcido que protege os 6rgaos reprodutivos (Ng e Maréchal, 1985; Tedfilo et al.,
2001).

O género Vigna compreende cerca de 120 espécies aceitas
(http://www.theplantlist.org/), com distribuicdo pantropical, com espécies cultivadas
na Africa, Asia, Américas Central e do Sul e na Australia (Ghafoo et al., 2001).
Apresenta trés centros de domesticagdo com espécies provenientes da Africa, Asia
e América. A idade da diversificacdo existente entre o clado americano e seu irmao
do Velho Mundo é de aproximadamente 6-7 milhdes de anos (Ng e Maréchal,1985;
Delgado-Salinas et al., 2011). A maioria das espécies de Vigna é endémica da Africa
(66), sugerindo que a evolugao e dispersao do género ocorreram a partir deste
continente (Faris, 1965; Freire-Filho, 1988).

De acordo com Maréchal et al. (1978), o género se encontrava dividido em
sete subgéneros: trés africanos Vigna, Haydonia e Plectotropis; dois americanos
Lasiospron, Sigmoidotropis, e dois asiaticos Ceratotropis, € Macrorhynchus. Contudo,
este ultimo foi transferido para o género Wajira Thulin e o Sigmoidotropis Piper foi
elevado ao status de género (Thulin et al., 2004; Timko e Singh, 2008; Delgado-
Salina et al., 2011). Dentre os cinco subgéneros atualmente reconhecidos,
Ceratotropis e Vigna destacam-se por possuirem espécies de importancia
econdmica, cultivadas na Asia e na Africa, respectivamente (Baudoin e Maréchal et
al., 1988; Delgado-Salinas et al., 2011).

O subgénero Ceratotropis tem origem na Asia e contém 21 espécies, sendo
seis delas utilizadas para consumo humano e como forragem, a exemplo das
espécies V. aconitifolia (Jacq.) Maréchal (feijao-traga), V. angularis (Willd.) Ohwi & H.

Ohashi (feijao adzuki) e V. radiata (L.) Wilczek (feijao-da-china). Vigna aconitifolia é
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uma leguminosa resistente a seca, nativa da Iindia e do Paquistdo, que foi
domesticada nas regides aridas e semiaridas das planicies desérticas do oeste da
india. E predominantemente cultivada na india e Tailandia, embora tenha sido
introduzida nos Estados Unidos, Cuba e em outras partes da Asia (Brink e Jansen,
2006; USDA, 2015). Vigna angularis, por sua vez € de clima subtropical e temperado,
amplamente cultivada em paises do Leste Asiatico, como China, Japao, Coreia e
Taiwan, enquanto, V. radiata é cultivada na estacdo quente (entre 27 e 30 °C),
principalmente por pequenos agricultores da Asia, da Africa, da América do Sul e da
Australia, sendo considerada tolerante ao calor e a seca (Department of Agriculture,
Forestry and Fisheries, 2010).

O subgénero Vigna, por sua vez, apresenta 31 espécies endémicas da Africa,
sendo apenas duas delas domesticadas, V. subterranea (L.) Verd. (amendoim
bambara ou feijao bambara) e V. unguiculata (L.) Walp. (feijao-caupi) (Akito 2011;
Dikshit et al., 2012). A primeira provavelmente se originou no nordeste da Nigéria e
no norte dos Camardes, onde ainda pode ser encontrada em crescimento selvagem.
E cultivada em toda a Africa tropical e, em menor proporcao, nas partes tropicais das
Américas, Asia e Australia.

Vigna unguiculata, por sua vez, apresenta grande importancia econémica e &
constituida por 12 subespécies, como V. unguiculata subsp. cylindrica (L.) Verdc. e V.
unguiculata subsp. sesquipedalis (L.) Verdc, que sao cultivadas (Maréchal et al.,
1978; Lush e Evans, 1981; http://www.theplantlist.org/). Embora nativa do sudeste
da Africa, V. unguiculata (feijo-caupi) se propagou pelo mundo e é amplamente
cultivada e consumida em regides da Asia, América do Sul e Central, Caribe,
Estados Unidos, Oriente Médio e sul da Europa (Freire-Filho, 2011). Considera-se
que seu cultivo tenha se iniciado por volta de 2.300 a.C. na antiga provincia de
Transvaal da Africa do Sul (Ng e Maréchal, 1985; Smartt, 1990; Padulosi e Ng, 1997).
Acredita-se que, no continente americano sua introdugao tenha ocorrido a partir da
Europa e do oeste da Africa, estando relacionada com a colonizacdo espanhola e
com o trafico de escravos durante os séculos XVI e XVII (Steele, 1976; Freire-Filho,
1988). No Brasil, V. unguiculata, provavelmente, foi introduzida pelos escravos nos
estados de Pernambuco, Bahia, Rio de Janeiro e S&o Luis, sendo em seguida

levada pelos colonizadores para outros estados (Curtin, 1969).
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2.2 GENERO PHASEOLUS L.

O género Phaseolus L. €& constituido por 96  espécies
(http://lwww.theplantlist.org/), das quais cinco sao cultivadas: P. acutifolius A. Gray, P.
coccineus L., P. lunatus L., P. polyanthus Greeman e P. vulgaris L.. Dentre estas,
destacam-se P. vulgaris (feijao comum) e P. lunatus (fava) devido a sua grande
importancia econémica para o Brasil (Broughton et al., 2003; Delgado-Salinas et al.,
2006).

Phaseolus vulgaris tem sua origem no novo continente e estima-se que as
populagdes selvagens tenham uma distribuicao restrita ao Equador e norte do Peru,
sugerindo que essa regiao seria o provavel centro de origem deste feijoeiro. Apos a
evolugdo e dispersao, P. vulgaris originou dois conjuntos génicos distintos: o Andino,
que compreende a regido central e o sul da América do Sul; e o Mesoamericano, o
qual se estende do México ao norte da América do Sul (Gepts, 1998).

Evidéncias sugerem que a espécie foi domesticada independentemente
nesses dois centros principais (Chacon et al., 2005). Atualmente, ndo existem dados
disponiveis que retratem a introducéo de P. vulgaris no Brasil, apenas ha relatos de
que foi domesticada ha mais de 7000 anos em diversas regides da América Latina
(Rosenswig, 2015).

2.3 RELACOES FILOGENETICAS EM VIGNA E PHASEOLUS

Relacdes filogenéticas baseadas no uso de marcadores moleculares (de DNA
nuclear, de cloroplasto e mitocondrial), citogenéticos, bioquimicos, morfoldgicos e
ecogeograficos podem ser utilizadas em congruéncia para analisar a diversidade
genética, para inferir as relagdes dentro e entre as espécies, e como indicadores
para prever as possibilidades de cruzamento interespecifico (Maxted et al., 2004;
Judd, 2009).

Analises de sequéncias nucleares (ITS) ou plastidiais (atpB-rbcL, trnL-trnF,
matK) foram combinadas para obter uma maior clareza sobre as relagbes
filogenéticas entre as epécies de Vigna (Doi et al., 2002; Goel et al., 2002; Yano et
al., 2004; Tun e Yamaguchi, 2007; Saini et al., 2008; Saini e Jawali 2009; Delgado-
Salinas et al., 2011; Javadi et al., 2011; She et al., 2015). De modo geral, as analises
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filogenéticas mostram que Vigna € um grupo parafilético, constituido por um clado
com um subgénero americano (Lasiospron), um asiatico (Ceratotropis) e trés
africanos (Vigna, Haydonia e Plectrotropis), embora os subgéneros Lasiospron,
Ceratotropis e Vigna sejam considerados monofiléticos (Delgado-Salina et al., 2011).

Lasiospron é o clado mais recente, sendo formado por espécies selvagens de
distribuicao principalmente neotropical, que habitam as florestas umidas tropicais
americanas, como Vigna schottii (Bentham) A. Delgado & Verdc., e V. lasiocarpa
(Benth.) Verdc., além de trés espécies presentes em ilhas atlanticas {Vigna juruana
(Harms) Verdc., V. diffusa (Scott-Elliot) A. Delgado & Verdc. e Vigna longifolia
(Benth.) Verdc. [syn. V. trichocarpa (C.Wright) A.Delgado]} (Delgado-Salina et al.,
2011).

O subgénero Ceratotropsis (asiatico) se subdivide em trés subgrupos
(Angulares, Aconitifoliae e Ceratotropis), os quais abrangem a maioria das espécies
cultivadas, como V. angularis, V. reflexo-pilosa e V. umbellata, que estdo incluidas
dentro do subgrupo Angulares; V. aconitifolia no subgrupo Aconitifoliae; e V. radiata
e V. mungo que estao inseridas no subgrupo Ceratotropis. As espécies poliploides,
encontradas em Ceratotropis, V. glabrescens (Roxb.) Verdc. e V. reflexo-pilosa var.
glabra Maréchal estdo inseridas no mesmo clado em juntamente com V. trinervia
(B.Heyne ex Wight & Arn.) Tateishi & Maxted. Rank, o provavel progenitor de V.
reflexo-pilosa (Doi et al., 2002; Goel et al., 2002; Yano et al., 2004; Tun e Yamaguchi,
2007; Saini et al., 2008; Saini e Jawali 2009; Delgado-Salinas et al., 2011; Javadi et
al., 2011; Kang et al., 2014; Raveendar et al., 2015; She et al., 2015).

O subgénero Vigna (africano), por sua vez, esta dividido em seis secoes:
Catiang, Comosae, Liebrechtsia, Macrodontae, Reticulatae e Vigna. Por exemplo, as
espécies cultivadas V. unguiculata e V. subterranea estdo separadas em diferentes
ramos, correspondentes a segao Catiang e Vigna, respectivamente (Doi et al., 2002;
Goel et al., 2002; Yano et al., 2004; Tun e Yamaguchi, 2007; Saini et al., 2008; Saini
e Jawali 2009; Delgado-Salinas et al., 2011; Javadi et al., 2011; Kang et al., 2014;
Raveendar et al., 2015; She et al., 2015).

A filogenia do género Phaseolus também foi realizada mediante o uso de
marcadores moleculares como as sequéncias nuclear de DNAr ITS/5.8S e o locus
plastidial trnK e é congruente com dados biogeograficos e morfolégicos. O género se
revelou monofilético e dividido em dois clados denominados A e B. O clado A é

constituido pelas espécies distribuidas principalmente nas regides do México e
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Panama e esta representadopelos grupos Pauciflorus, Pedicellatus e Tuerckheimii,
além de outras espécies sem uma posicao filogenética bem definida (P. glabellus
Piper, P. macrolepis Piper, P. microcarpus, e P. oaxacanus Rose) (Delgado-Salinas
et al., 2006).

Por outro lado, o clado B inclui todas as espécies de interesse econémico,
que estdo amplamente distribuidas, desde o sudoeste do Canada até a América do
Sul. E constituido pelos grupos Filiformis, Leptostachyus, Lunatus, Polystachios e
Vulgaris. O grupo Vulgaris compreende quatro das cinco espécies cultivadas do
género (P. vulgaris, P. coccineus, P. polyanthus e P. acutifolius), enquanto que

Lunatus inclui a quinta espécie cutivada, P. lunatus (Delgado-Salinas et al., 2006).

2.4 POOL GENICO

Baseado no sucesso de hibridagcado entre e/ dentre as espécies, ou seja, na
facilidade de troca de genes entre elas, trés pools génicos podem ser considerados:
primario (GP-1), secundario (GP-2) e terciario (GP-3) (Harlan e de Wet 1971, apud
Maxted et al., 2004; Borém e Vieira, 2005). O pool génico primario consiste de
espécies bioldgicas, que quando cruzadas, sdo capazes de produzir hibridos
vigorosos, que exibem pareamento cromossdmico meidtico normal, segregagao de
genes e total fertilidade de sementes. A segregacédo dos genes na F1 € normal e a
troca de genes é geralmente facil (Maxted et al., 2004). Em Vigna, GP-1 € composto
pelas subespécies de V. unguiculata, se¢cao Catiang (subsp. sesquipedalis e subsp.
cylindrica; e pela selvagem subsp. stenophylla, e possivelmente pela espécie V.
Subterranea (secgéo Vigna), as quais tém origem nas regides Norte, Oeste, e Central
da Africa (Hepper, 1963; Smartt, 1979,1981; Mithen, 1987; Tomooka et al., 2002;
Huynh et al., 2013).

O pool génico secundario inclui espécies pertencentes ao mesmo género, as
quais podem ser cruzadas com GP-1, porém com dificuldade e com fertilidade
apenas parcial em Fi. Em Vigna, GP-2 é constituido por outras subespécies
selvagens, que apresentam origem das regides leste, Sul e Sudeste da Africa, como
V. unguiculata subsp. dekindtiana e subsp. pubescens (R, Wilczek) Pasquet, que
apresenta uma F1 parcialmente estéril e ndo se hibridiza facilmente com V.

unguiculata, apresenta esterilidade do podlen, e requer o resgate do embrido



23

(Fatokun e Singh, 1987). Vigna nervosa, embora pertencente a segcéo Catiang do
subgénero Vigna, também foi classificada como GP-2, apesar de ter sofrido abortos
apods cinco dias de polinizagdo, o que parece indicar que essas duas espécies
podem nao hibridizar com sucesso (Mithen, 1987).

Embora V. unguiculata (se¢cao Catiang) seja morfologicamente semelhante as
espécies V. membranacea A. Rich. (se¢des Macrodontae) e V. frutescens A. Rich.
(secao Liebrechtsia), € improvavel que a hibridizacdo com essas espécies seja bem-
sucedida por causa dos numeros cromossémicos diferentes, 2n = 20, em oposicao a
2n = 22 em V. unguiculata (Fatokun e Singh, 1987; Baudoin e Maréchal, 1991;
Huynh et al., 2013).

Por sua vez, o GP-3 inclui cruzamentos entre espécies pouco aparentadas de
outros géneros ou espécies pouco relacionadas do mesmo género. Em geral, a
hibridagcado é muito dificil e a esterilidade e/ou anomalia do hibrido sdo comuns, com
necessidade de resgate de embrides e enxertia, entre outras medidas (Harlan e de
Wet, 1971). O GP-3 se subdivide em GP-3A que compreende as espécies que
formam hibridos viaveis, mas estéreis, e GP-3B envolve as espécies que originam
hibridos invidveis. A maioria das espécies de Vigna esta incluida em GP-3. No
cruzamento de V. marina e V. luteola com V. unguiculata, por exemplo, ndo houve
éxito (Smartt, 1979). Similarmente, a hibridizagao entre V. vexillata e V. radiata com
V. unguiculata ndo foi bem-sucedida, apesar do emprego de técnicas como o
resgate do embrido ter sido satisfatério, os hibridos resultantes mostraram uma alta
taxa de formacado de univalentes, sugerindo uma diferenciacdo genética entre as
duas espécies parentais (Ng e Padulosi, 1988; Barone et al., 1992,
Gomathinayagam et al., 1998).

Por sua vez, os cruzamentos interespecificos de V. oblongifolia e V. luteola; V.
mungo e V. radiata; V. angularis e V. umbellata; V. trilobata com V. radiata e V.
aconitifolia mostraram que o fluxo de genes é possivel entre essas espécies. O
cruzamento de V. trilobata com V. aconitifolia produziu um anfidiploide e os hibridos
de V. radiata com V. trilobata, V. angularis, V. sublobata, V. aconitifolia e V.
umbellata revelaram se pouco férteis (Bharathi et al., 2006). Além disso, uma
metodologia foi desenvolvida para a hibridizagdo de V. radiata (2n = 22) com V.
mungo (2n = 22) e V. glabrescens (2n = 44) a fim de se obter linhagens derivadas
férteis que permitisse a introgressao transversal de genes uteis a partir de GP-3
(Ahn e Hartmann,1978; Smartt, 1981; Smartt, 1984; Chen et al., 1989). Cruzamento
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viavel também foi observado entre V. nakashimae com V. umbellata e V. angularis e
seu éxito deve-se a hibridizagdo sem a necessidade de resgate de embrides, sendo
assim V. nakashimae pode ser usada como uma espécie de ponte para a

introgressao de genes entre essas espécies (Somta et al., 2006).

2.5 IMPORTANCIA SOCIOECONOMICA DOS FEIJOES

O género Vigna tem oito espécies cultivadas: seis de origem asiatica,
subgénero Ceratotropis (V. aconitifolia, V. angularis, V. mungo, V. radiata, V. reflexo-
pilosa e V. umbellata), e duas de origem africana, subgénero Vigna (V. unguiculata e
V. subterranea) (Maréchal et al., 1981; Smartt, 1990).

Das espécies asiaticas de Vigna (Ceratotropis), V. aconitifolia (feijao-traga),
pode ser consumida na forma de sementes inteiras ou divididas, cozidas, fritas ou
fermentadas, secas e/ou trituradas, como vagens verdes ou brotos e ocasionalmente
como forragem (FAO, 2015). E rica em proteinas (23%), pobre em gordura (1,6%) e
apresenta teores de carboidratos (62%) superiores a V. unguiculata (60%) (USDA,
2015a). Na india, V. aconitifolia é cultivada sozinha ou em consércio com outros
cereais, como o0 milheto, ou como cultura de rotagdo com algod&o, ocupando cerca
de 1,5 milhdes de hectares, com produgdo de até 0,4 milhdo t/ha de sementes (FAO,
2015). Vigna angularis, por sua vez, também é utilizada como ingrediente de sopas,
bolos e sobremesas tradicionais asiaticas devido ao seu sabor doce, bem como por
possuir alto teor de proteina e amido. A farinha é usada para xampus e cremes
facias (FAO, 2007; Kang et al., 2015).

Ainda no clado asiatico, V. radiata (feijado-mungo) se destaca como
amplamente cultivada entre os tropicos e € encontrada ao nivel do mar até uma
altitude de 1850 m nos Himalaias. Como caracteristicas de espécies do género
Vigna é tolerante a seca e sensivel a inundacédo e a alta umidade. No entanto, é
pouco tolerante a solos salinos. A producéo de V. radiata é principalmente asiatica
(cerca de 90%), sendo a india o maior produtor e consumidor com mais de 50% da
producao mundial. A China produz grandes quantidades de V. radiata, no entanto
sua producgao diminuiu em 20% ao ano no periodo de 2014/2015 (FAO, 2014; USDA,
2014).
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Duas espécies do subgénero africano (subgénero Vigna) sado cultivadas V.
Subterranea (feijao bambara; se¢édo Vigna) e V. unguiculata (feijao-caupi; segao
Catiang). Também dentro da secéo Catiang, V. unguiculata subsp. cylindrica e subsp.
sesquipedalis sao de grande importancia econdmica (Lush e Evans, 1981; Kays e
Dias, 1994; USDA, 2018).

Vigna subterranea, cultivada principalmente na Africa tropical, é altamente
nutritiva e sua composi¢cao quimica € comparavel a soja, uma vez que sua semente
€ constituida por 49% a 63,5% de carboidratos, 15% a 25% de proteina, 4,5% a
7,4% de lipidios e 5,2% a 6,4% de fibra. As sementes podem ser fervidas, assadas
ou fritas. Também podem ser moidas como farinha e utilizadas no preparo de
mingau, como espessante em sopas e ensopados, transformadas em pao, podem
ser embebidas, processadas na forma de leite e produtos fermentados. Suas folhas
também servem como forragem para porcos e aves. Além disso, no Senegal séo
utilizadas na medicina popular como cicatrizante. Difere das outras espécies do
clado, pois enterra seus frutos no solo, protegendo-os de danos causados pelos
insetos que podem devastar outras culturas, como V. unguiculata, cujos frutos estao
expostos acima do solo (Kew, 2017; Murevanhema e Jideani, 2011).

Dentre as espécies da secdo Catiang, V. unguiculata é a unica que foi
introduzida e cultivada no Brasil, também conhecida como feijao-da-colbénia, feijao-
de-praia e feijao-de-estrada (na regido Norte), feijdo macassar, feijao macassa,
feijao-de-corda, feijdo-de-moita (na maioria dos estados do Nordeste), feijdo catador
e feijdo gurutuba (algumas cidades da Bahia e norte de Minas Gerais), feijao
fradinho (regiao mais ao sul de Sergipe até o Rio de Janeiro) e feijao miudo (no Sul)
(Freire Filho, 2011). E uma espécie herbacea, que apresenta ciclo curto (em torno de
60 a 90 dias), baixa exigéncia hidrica e de fertilidade do solo, bem como é adaptada
as condi¢des de temperaturas elevadas.

V. unguiculata faz parte da base alimentar humana como fonte de proteina
principalmente no nordeste do Brasil e em varios paises da Africa (Freire-Filho et al.,
2011; Embrapa, 2015), apresentando grande importancia sécio-econdmica mundial,
principalmente por ser uma das principais culturas de paises subdesenvolvidos.
Seus graos apresentam todos os aminoacidos essenciais, sendo assim considerado
uma excelente fonte de proteinas (24%), carboidratos (60%), vitaminas e sais
minerais, além de possuir grande quantidade de fibras dietéticas (10,7%) e baixo

teor de gordura (2%) (USDA, 2015a). Pode ser consumida como graos verdes
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(hidratados), graos secos, vagens verdes, brotos, além de algumas iniciativas com o
processamento industrial para produgdo de farinha e produtos pré-cozidos e
congelados. Também pode ser usado como forrageira e adubo verde (Guedes,
2008).

O género Phaseolus, por sua vez, apresenta cinco espécies cultivadas (P.
vulgaris, P. coccineus, P. dumosus, P. acutifolius e P. lunatus). Dentre estas,
destaca-se P. vulgaris (feijjao comum) como alimento de alto valor nutritivo, sendo
uma importante fonte proteica, para as populacdes da Africa e América Latina.
Apresenta um conteudo proteico que varia de 16 a 33% e tem como principal
proteina a faseolina, a qual representa até 50% das proteinas presente na sua
semente (Pereira e Souza, 1992). Assim como, todas as leguminosas essa cultura
tem um papel importante como fixadoras de nitrogénio por meio de associagao
simbidtica com bactérias do solo, do género Rhizobium (Graham e Vance, 2003).

Em 2016/2017, os feijdes (P. vulgaris e V. unguiculata) foram cultivados em
cerca de 11,23 milhdes de hectares no mundo, com producédo de 23,8 milhdes de
toneladas. Destes, cerca de 3,4 milhdes de hectares foram cultivados no Brasil, com
producdo de 3,4 milhdes de toneladas (Conab, 2015 e 2017; SEAB, 2016), Apesar
do aumento na safra, alguns estados relataram perdas na colheita em decorréncia
de condigbes climaticas adversas (escassez de chuvas e geada) e de diversos tipos
de doencgas e pragas.

Dentre as principais doengas que atingem as lavouras de P. vulgaris,
destacam-se o virus do mosaico-dourado, transmitido pela mosca branca, e o mofo
branco, causado pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum. Ja para V. unguiculata, dentre
as principais doencas estao: o virus do mosaico severo do feijao-caupi; o virus do
mosaico dourado do feijdo-caupi; o virus do mosaico transmitido por afidio; o
crestamento, mancha ou cancro bacteriano, causado pela bactéria Xanthomonas
campestris pv. vignicola (Burkholder) Dye, e a ferrugem causada pelo fungo
Uromyces appendiculatus (Pers.) Unger. Dentre as principais pragas estdo a
paquinha, a broca-do-colo ou lagarta-elasmo, a vaquinha, o tripes e o pulgéao
(Embrapa, 2003; Conab, 2015).
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2.6 MAPAS GENETICOS E FiSICOS

O mapeamento genético, também chamado de mapa de ligacao, reflete as
distancias relativas estimadas a partir da frequéncia de recombinacdo entre dois
genes ou marcadores genéticos localizados no mesmo cromossomo. Esta taxa
define uma distancia relativa entre os loci, medida em centiMorgans (cM). Quanto
maior a taxa de recombinagdo genética maior a distancia relativa entre os genes e
vice-versa. Contudo, a posicéo relativa das marcas genéticas ndo indica a distancia
fisica exata entre eles ou a sua posigédo ao longo do cromossomo (Kao et al., 2006)
ou de uma pseudomolécula em um mapa de sequenciamento. As distorgdes
observadas entre os mapas ocorrem devido a presencga de regides cromossémicas
com maior ou menor frequéncia de recombinagao, decorrente de uma distribuicao
ndo aleatoria dos eventos de recombinacdo entre os cromossomos (Sharma et al.,
2013).

Mais recentemente, mapas genéticos de alta densidade estdo sendo
construidos a partir da genotipagem por sequenciamento (GBS), o qual a identifica e
genotipa simultaneamente milhares de polimorfismo do tipo SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms - Polimorfismos de um Unico Nucleotideo), que apresentam
variagdes na sequéncia de DNA no nivel de bases nucleotidicas unicas, os quais
permite identificar as variagbes genéticas de cultivares, constru¢cdo de mapas
genéticos, analise da diversidade genética, detecgdo de associagbes genodtipo x
fendtipo e selegao assistida por marcadores (Elshire et al., 2011; Kumar et al., 2012).

Os mapas fisicos de sequenciamento em pseudomoléculas cromossOmicas,
por sua vez, tém sido construidos com base no sequenciamento de DNA para
diversas espécies. O sequenciamento de DNA iniciou com a técnica de Maxam-
Gilbert em que os fragmentos eram clivados, separados em gel de eletroforese e
marcados radiotivamente, seguido pela metodologia de Sanger, mediante sintese de
DNA de fita simples utilizando DNA polimerase e didesoxinucleotideos (ddNTPs).
Posteriormente, sequenciadores automaticos baseados em Sanger usando
marcadores fluorescentes foram desenvolvidos, seguidos por sequenciamento de
nova geragao (NGS), como o 454; de segunda geragao, como /on Torrent e llumina,
e de terceira geracao, como o Pacific Biosciences e o Oxford Nanopore. Apesar das
grandes diferengas entre eles, os sequenciadores de nova geragcdo apresentam

como caracteristica principal o processamento paralelo massivo de fragmentos de
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DNA, podendo ler até bilhdes de fragmentos simultaneamente (Fietto e Maciel,
2017).

Os mapas fisicos citogenéticos, por sua vez, podem ser construidos de duas
formas principais. A primeira utilizada principalmente para a Triticum aestivum L.
(trigo) na década de 1990 a partir da auséncia de um determinado marcador e de
um fragmento cromossémico em estoques citogenéticos de translocacdes e
delegdes, permitia determinar o cromossomo (brago ou regido cromossémica) onde
se localizava o gene de interesse, usando séries aneuploides previamente
estabelecidas (Endo e Gill, 1996; Endo, 2007). A segunda e mais amplamente
utilizada se refere ao mapeamento de clones de DNA diretamente nos cromossomos
mediante FISH (Fluorescent In Situ Hybridization, Hibridizagao in situ Fluorescente),
onde as distancias podem ser medidas em micrometros (um). Neste segundo caso,
€ possivel realizar a integragdo de mapas genético e citogenético, e mais
recentemente de mapas de sequenciamento e citogenético (Peterson et al., 2000;
Pedrosa et al., 2002; Pedrosa-Harand e Guerra, 2004; Jiang e Gill, 2006; Belarmino
etal., 2012).

Andlises conjuntas de dados gendmicos, e de citogenética molecular
permitem uma maior compreensdo sobre a organizagao e evolugdo dos genomas e
de seus cromossomos (Belarmino et al., 2012). Os mapas genéticos tém sido
comumente integrados aos citogenéticos mediante a técnica de FISH, utilizando
sequéncias genbmicas clonadas em BACs previamente selecionados a partir de
marcadores moleculares localizados em um mapa genético. A BAC-FISH tem
possibilitado a identificacdo de cromossomos individuais e a observagao de
possiveis distorcdes das distancias fisicas encontradas nos mapas genéticos em
diferentes espécies de plantas (Song et al., 2000; Cheng et al., 2001; Iwata-Otsubo
et al., 2016).

Em cevada, a identificacdo por BAC-FISH de 70 sondas de sequéncias unicas
em regides com recombinagao reduzida ou até mesmo suprimida no cromossomo
3H, propiciou a constatagdo de que pequenas distancias genéticas foram traduzidas
em grandes distancias fisicas nos cromossomos (Aliyeva-Schnorr et al., 2015). Por
outro lado, quando foram utilizadas 16 sondas de sequéncias unicas para as regides
distais do mesmo cromossomo, obervou-se o0 contrario, que longas distancias no
mapa genético sado traduzidas em pequenas distdncias no mapa fisico do

cromossomo 3H de cevada, correspondendo a pontos quentes para recombinacao
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(Bustamante et al., 2017). Tais estudos reforcam a importéncia de correlacionar os
mapas genéticos e fisicos.

A integracdo de mapas genéticos e citogenético com dados de
sequenciamento, por sua vez, também tem fornecido um grande niumero de marcas
e de informagdes sobre a organizagéo e evolugado dos genomas, permitindo analises
de homeologias cromossémicas e de conservagao da macrossintenia entre espécies.
Essa estratégia tem sido usada principalmente para a diferenciacdo de
cromossomos morfologicamente similares e para estudos cromossoémico-
comparativos entre espécies com genomas sequenciados e espécies relacionadas
com genomas ndo sequenciados (Belarmino et al., 2012). Em soja, BACs foram
utilizados para a identificagdo de seus 20 pares cromossémicos bem como para um
estudo comparativo entre os cromossomos/ pseudomoléculas cromossémicas de
soja (Glycine max) e os cromossomos de G. soja (Findley et al., 2010).

Em P. vulgaris, por sua vez, a BAC-FISH foi utilizada para a integragao de
seus mapas genético e citogenético na referida espécie bem como para analises
cito-comparativas intra e inter-genéricas (Phaseolus-Vigna), permitindo a
identificacdo de cromossomos, observagédo da macrossintenia e o entendimento da
evolugdo cariotipica do grupo (Pedrosa-Harand et al., 2009; Fonséca et al., 2010;
Bonifacio et al., 2012; Almeida et al., 2013; Fonséca et al., 2013; Vasconcelos et al.,
2015; Fonséca et al., 2016; Ribeiro et al., 2016).

Em Fabaceae, um importante conjunto de recursos genéticos e genémicos foi
desenvolvido para as principais espécies cultivadas, incluindo marcadores
moleculares, bibliotecas BACs BESs e YACs, sequenciamento de genomas
completos (13 espécies) e dados de transcriptoma (Sato et al., 2010; Schmutz et al.,
2010; Young e Bharti, 2012; Yu, 2012; Varshney et al., 2012, 2013, 2017; Kang et al.,
2014, 2015; MGSC Consorcio, 2015; Muhoz-Amatriain et al, 2017,
https://legumeinfo.org/species). Em P. vulgaris L., cerca de 80% (473 Mb do genoma
587 Mb) de seu genoma encontra-se sequenciado e 98% das sequéncias estédo
ancoradas em 11 pseudomoléculas (Schmutz et al., 2014). Adicionalmente, o uso de
sequéncias terminais de BACs (BAC-end sequence) oriundas de uma biblioteca
construida para P. vulgaris, possibilitou observar a composigdo de sequéncias do
genoma da espécie (Schlueter et al., 2008), associar marcadores genéticos (Bng e

Leg marker) (Hougaard et al., 2008) mapeados anteriormente em mapa de ligagao
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(Vallejos et al., 1992) e construir um mapa citogenético para P. vulgaris L. (Pedrosa-
Harand et al., 2009; Fonséca et al., 2010).

2.6.1 MAPAS GENETICOS E DE SEQUENCIAMENTO EM VIGNA

Mapas consensos para V. unguiculata foram desenvolvidos com informacdes
de 17 bibliotecas de EST de V. unguiculata, bem como avalia as suas relagdes de
sintenia com Glycine max (L.) Merr., Medicago truncatula Gaertne, P. vulgaris e
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (http://harvest.ucr.edu). Esta disponivel também um
mapa fisico do feijdo-caupi ancorado ao mapa genético através SNPs
(http://phymap.ucdavis.edu/cowpea). Além disso, duas bibliotecas BAC foram
construidas a partir da linhagem 1T97K-499-35 usando enzimas de restricao Hindlll e
Mbol (36.864 clones, cada uma com tamanho médio de sequéncia inserida no clone
de 150 e 130 kb, respectivamente). Para o mapeamento fisico 59.408 BACs (97,9%
de Hindlll e 63,2% de Mbol) foram utilizados com uma cobertura de 11 vezes o
genoma haploide (Muchero et al., 2009; Lucas et al., 2011). O mapa fisico do caupi
esta disponivel em http://phymap.ucdavis.edu/cowpea e 0 mapa de sequenciamento
em https://legumeinfo.org/genomes/gbrowse/vigun.IT97K-499-35.gnm1.

Trés espécies de Vigna tiveram seus genomas sequenciados e montados em
11 pseudomoléculas cromossémicas, V. radiata (Kang et al., 2014), V. angularis
(http://plantgenomics.snu.ac.kr.; Kang et al, 2015) e V. unguiculata
(https://legumeinfo.org/genomes/gbrowse/vigun.IT97K-499-35.gnm1 - LIS — Legume
Information Systen) com cobertura de 80% (431 Mb), 75% (612 Mb) e 90% (432Mb)
do genoma, respectivamente. Seus pseudocromossomos foram comparados entre si,
com espécies proximas [Phaseolus vulgaris, G. max e M. truncatula] e distantes [A.
thaliana], onde foram observados grandes blocos de sintenia principalmente entre as
espécies proximamente relacionadas (Kang et al., 2014; Kang et al, 2015;

https://legumeinfo.org/genomes/gbrowse/vigun.IT97K-499-35.gnm1).
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2.7 CARACTERIZAGAO CITOGENETICA DO GENERO VIGNA SAVI

A citogenética classica e molecular tem desempenhado um papel importante
no avango do conhecimento da estrutura genémica e cromossOmica de espécies de
leguminosas (lwata et al., 2013). No género Vigna, estudos citogenéticos encontram-
se descritos para a caracterizagdo cromossOmica de espécies, no que se refere a
utilizacado de técnicas de coloragdo convencional (Darlington e Wylie 1955; Sen e
Bhowal 1960; Frahm-Leliveld 1965; Kumar e Subramaniam, 1987; Parida et al., 1990;
Rao e Chandel, 1991; Rao e Raina, 2004; Adetula, 2006), bandeamento C ou com
fluorocromos CMA e DAPI (Lavania e Lavania 1982; Zheng et al., 1991, 1993;
Galasso et al., 1991, 1992, 1993, 1995; Pignone et al., 1995; Bortoleti et al., 2012;
Alam et al., 2013; Shamurailatpam et al., 2015a, b), bem como FISH com sondas de
DNAr (Galasso et al., 1995, 1997; Zheng et al., 1994; Guerra et al., 1996; Bortoleti et
al., 2012; She et al., 2015), DNA satélite (Galasso et al., 1995), telomérico (Galasso
et al., 1995), retroelementos (Galasso et al., 1997) e de Cromossomos Atrtificial de
Bactérias (BACs) (Vasconcelos et al., 2015; lwata-Otsubo et al., 2016).

Os primeiros relatos de contagem cromossémica em Vigna apresentaram
variagdes significativas no numero de cromossomos entre as diferentes espécies
com 2n = 20, 21, 22, 23, 24 e 44 e numeros basicos de x =9, 10, 11 e 12 (Darlington
e Wylie, 1955; Sen e Bhowal, 1960; Frahm-Leliveld, 1965; Kumar e Subramaniam,
1987; Parida et al., 1990; Rao e Raina, 2004; Adetula, 2006). Posteriormente, os
nameros cromossdmicos para algumas espécies foram recontados e atualmente o
género apresenta a maioria das espécies com o numero diploide de 2n = 22

cromossomos e numero basico x = 11, com uma alta homogeneidade

cariomorfolégica (Forni-Martins, 1986; Guerra et al., 1996; Venora et al., 1999;
Shamurailatpam et al., 2015b), com exceg¢ao de V. heterophylla A. Rich. (syn. V.
ambacensis Welw. ex Baker) com 2n = 20 (Galasso et al., 1996).

Até o momento, a poliploidia foi relatada em apenas duas espécies
alopoliploides naturais, V. glabrescens (Roxb.) Verdc. e V. reflexo-pilosa var. glabra
Maréchal, ambas com 2n = 4x = 44 (Kang et al., 2014; Shamurailatpam et al., 2015b).
Os cromossomos de Vigna possuem uma morfologia predominantemente
submetacéntrica e metacéntrica (Venora e Saccardo, 1993; Venora e Padulosi, 1997;
Venora et al., 1999, Adetula, 2006; Bortoleti et al., 2012), apresentando variagdo de

comprimento cromossémico entre espécies do género de 0,58 - 4,4 ym (Tabela 1)
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(Sen e Bhowal, 1960; Joseph e Bouwkamp, 1978; Sen et al., 1989; Zheng et al.,
1991; Venora et al, 1999; Bortoleti et al., 2012; Alam et al., 2013). Mais
recentemente, foi relatado para a cultivar BARI Borboti-1 da espécie V. unguiculata
subsp. sesquipedalis, com um heteromorfismo em relagdo a posi¢cao centromérica
revelando a presenga de um cromossomo telocéntrico (1,4 um) e seu homologo com

morfologia metacéntrica (1,7 um) (Alam et al., 2013).
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Tabela 1 — Numero e tamanho cromossOmico para varias espécies de Vigna e referéncia na qual foi

descrita.
Subgénero Espécie 2n Tamanho (um) Referéncia
Vigna V. adenantha (G.F.Meyer) M.M.&S. 22 1,43-2,76 Venora et al. (1999)
V. heterophylla A. Rich. [Syn. V. 20 1,02-1,89  Venora et al. (1999)
ambacensis Welw. ex Baker]
V. filicaulis Hepper 22 1,25-2,69 Venora et al. (1999)
20 - Sen e Bhowal (1960)
20 - Sen e Bhowal (1960)
V. luteola (Jacq.) Benth. 22 117-2,12 Venor? 1%3;“”"0
V. oblongifolia A. Rich B O ONeE e SEEEED
(1993)
V. racemosa Hutc & Dalziel 22 1,26-2,4 Venora et al. (1999)
\\;.eﬁldnéqwculata subsp. sesquipedalis (L.) 22 16-27 Zheng et al. (1991)
V.unguiculata ssp. dekindtiana var. 22 1.7-2.56 Adetula (2006)
pubescens
Ve wigwiewiei (L) Wl (1. s 22 1,0-37  Alam etal. (2013)
sinensis (L.) Savi]
2,39 - 3,59 Adetula (2006)
0,96 -2,88 Sen e Bhowal (1960)
2,0-4,0 Zheng et al. (1991)
1,05 - 1,96 Zheng et al. (1991)
Venora e Saccardo
1,05 - 1,96 (1993)
1,25-2,1 Venora et al. (1999)
Ceratotropis V. angularis (Willd.) Ohwi & H. Ohashi 22 1,19-2,06  °SePh (‘139'37%‘;"”‘3""0
V. reflexo-pilosa var. glabra Maréchal 44 - Egawa( 1e9'9|'10;n e
V. glabrescens (Roxb.) Verdc. 44 - Chen et al. (1989)
Joseph e Bouwkamp
0,80 -1,39 (1978)
Joseph e Bouwkamp
0,96 - 2,1 (1978)
0,93-2,18 Venora et al. (1999)
V. mungo (L.) Hepper 1,2-25 De e Krishnan (1966)
V. radiata (L.) Wilczek 0,8-1,39  Joseph (ﬁg'i%‘;""kamp
V. trilobata Chiov. 22 0,58-1,18 Joseph(?g'i%‘;""kamp
V. umbellata (Thunb.) Ohwi & H. Ohashi 22 1,12 - 2,46 Joseph(‘jg'i%‘;""kamp
Plectrotropis V. kirkii (Barker) Gilloet 22 1,07-2,22 Venora et al. (1999)
V. reticulata Hooker fil. 22 0,92-1,93 Venora et al. (1999)
])ﬁ. ]rad/cans Baker [Syn. V. wittei Baker 22 0,96 - 2,04 Venora et al. (1999)
V. vexillata (L.) A. Rich ? GEeEy  CNeE e SEeEe.
(1993)
2,78 - 3,64 Venora et al. (1999)
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O padrao de bandas C foi observado em cromossomos mitéticos de 10
espécies: V. radiata, V. mungo (L.) Hepper, V. unguiculata, V. luteola, V. oblongifolia,
V. vexillata (L.) A. Rich., V. racemosa Hutc & Dalziel, V. marina e V. gracilis (Guill.
and Perr.) Hook.f. in Hook., todas com 2n = 22, e V. heterophylla (syn. V.
ambacensis), com 2n = 20 (De e Krishnan 1966; Lavania e Lavania 1982; Zheng et
al., 1991; Galasso et al., 1992; Galasso et al., 1993; Galasso et al., 1995). Em V.
radiata, V. unguiculata subsp. sesquipedalis, V. unguiculata e V. vexillata, as bandas
estdo presentes na regido centromérica, em regides intercalares e terminais,
enquanto que em V. vexillata e V. unguiculata as bandas sao principalmente
terminais e proximais (Galasso et al., 1992; Adetula et al., 2005).

Os fluorocromos cromomicina A3/ 4’,6-diamidino-2-fenilindol (CMA3s/DAPI) sédo
utilizados em analises cariotipicas por apresentarem afinidade por determinado tipo
de bases nitrogenadas, o que permite caracterizar o DNA satélite quanto ao seu
conteudo GC (guanina e citosina) ou AT (adenina e timina). O CMA possui afinidade
por DNA rico em GC e o DAPI em AT (Schweizer, 1976; 1990). A distribuicao de
bandas CMA/DAPI pode variar entre espécies e até mesmo dentro de uma mesma
especie (Bortoleti et al., 2012; Alam et al., 2013).

As analises em 10 {V. aconitifolia, V. dalzelliana (Kuntze) Verdc., V.
glabrescens, V. hainiana Babu, Gopin. & S.K.Sharma, V. khandalensis (Santapau)
Raghavan Wadhwa, V. mungo, V. radiata, V. umbellata, V. unguiculata [syn. V.
sinensis (L.) Savi] e V. unguiculata subsp. sesquipedalis Verdc. [syn. V.
sesquipedalis Wight]} das 15 espécies/subespécies de Vigna estudadas revelaram
bandas CMA* encontradas principalmente nas regides terminais e bandas DAPI* nas
regides intersticiais dos cromossomos, enquanto que em V. unguiculata ndo foram
observadas bandas DAPI* (Galasso et al., 1993, 1996; Zheng et al., 1993; Bortoleti
et al, 2012; Shamurailatpam et al, 2015a, 2015b). Contudo, bandas
pericentroméricas em todos os cromossomos e subteloméricas em quatro pares
cromossOmicos foram reveladas por CMA* para V. unguiculata. Essas bandas foram
associadas as regides organizadoras de nucléolo coradas por Nitrato de prata
(AgNOR) e colocalizadas posteriormente com sondas de DNAr (DNA ribossomal)
35S (Galasso et al., 1993; 1995; Bortoleti et al., 2012).

Bandas CMA/DAPI também foram encontradas para em V. unguiculata subsp.
sesquipedalis. Observou-se uma distribuicdo de bandas CMA* distinta para cada

uma das cinco cultivares analisadas, evidenciando uma variacdo cariotipica dentro
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da subespécie. Para essas cultivares, também foram observadas diferengcas nos
tamanhos dos complementos cromossémicos relacionadas a uma reducido da

quantidade de heterocromatina (Alam et al., 2013).

2.7.1 Hibridizagao in situ fluorescente (FISH)

As pesquisas utilizando citogenética molecular no género Vigna permitiram a
localizagdo de sequéncias repetitivas (DNAr e retrotransposons), de sequéncias
unicas (BACs) e de DNA gendmico ao longo dos cromossomos (Galasso et al., 1995,
1997; Zheng et al., 1993, 1994; Guerra et al., 1996; Bortoleti et al., 2012; Choi et al.,
2013; She et al., 2015; Vasconcelos et al., 2015).

Sitios de DNAr 5S e 35S analisados por FISH em cromossomos de 10
espécies/ subespécies de Vigna: V. aconitifolia, V. angularis, V. mungo, V. radiata, V.
Subterranea, V. umbellata, V. unguiculata, V. unguiculata subsp. dekindtiana, subsp.
sesquipedalis, e V. vexillata mostraram uma variagcdo de dois a seis sitios de DNAr
5S e de dois a 14 sitios de DNAr 35S (Zheng et al., 1993, 1994; Galasso et al., 1995,
1997; Guerra et al., 1996; Bortoleti et al.,, 2012; She et al., 2015). A variagdo no
numero de sitios observada para o género Vigna provavelmente se deve a eventos
de rearranjos cromossdmicos por inversdo e transposi¢cdo de loci de DNAr e
geralmente, é relacionada com a evolugdo dos cromossomos durante a especiagao,
indicando assim uma tendéncia evolutiva e fornecendo algumas pistas sobre a
reorganizagcdo gendmica que ocorreu durante a diferenciacdo das espécies do
género (She et al., 2015).

Em V. unguiculata foi observada a presencga de quatro sitios de DNAr 5S em
dois pares cromossémicos: Vu11 (VuLG9), e Vu10 (VuLG10); e 14 sitios de DNAr
35S em seis pares cromossOmicos: Vu1l (VuLG4), Vu6 (VuLG6), Vu2 (VuLG7), Vu9
(VuLG8), Vu11 (VuLG9), e Vu10 (VuLG10), dois desses sitios de DNAr 35S foram
observados de forma adjacente no brago longo do cromossomo Vu10 (VuLG10).
Estes dois ultimos sitios ndo foram observados anteriormente por serem perceptiveis
apenas em baixo grau de condensacao de cromossomos, devido a sua proximidade
com o maior bloco, adjacente (Galasso et al.,1995; Vasconcelos et al., 2015). A
nomenclatura dos cromossomos para a espécie foi recentemente alterada e os

cromossomos foram numerados e orientados de acordo com as pseudomoléculas de
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P. vulgaris permitindo uma melhor correlagao entre o cariétipo de ambas as espécies
(Lonardi et al., 2017;
https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html#!info?alias=Org_Vunguiculata_er ).

FISH utilizando sonda de DNA repetitivo (Dral) do genoma de V. unguiculata
com 488 nucleotideos, rica em AT (74%), hibridizou nas regides centroméricas de
todos seus cromossomos, colocalizando com as bandas C (Galasso et al., 1995).
Esta sequéncia foi espécie-especifica e nao foi detectada por Southern Blot em
outras quatro espécies de Vigna e de cinco Fabaceae (Galasso et al., 1995).

Estudos com sondas de sequéncias de retrotransposons LTR do tipo Ty1-
copia-like e Ty3-gypsy-like, amplificadas a partir dos genomas de V. unguiculata
foram hibridizadas na referida espécie e em espécies préoximas, como G. max, P.
vulgaris, P. lunatus, V. unguiculata e V. radiata. A FISH evidenciou a presencga de
sinais dispersos e pericentroméricos, utilizando ambos retroelementos, com algumas
divergéncias espécies-especificas (Bortoleti, 2010). Tais marcagdes estavam em
alguns casos associadas aos sitios de DNAr 5S e 35S, conforme visto por Galasso
et al. (1997) para Ty1-copia-like em V. unguiculata, mas também mostraram
marcagdes dispersas uniformemente em todos os cromossomos, localizadas
preferencialmente em regides heterocromaticas pericentromeéricas e subterminais.

A fracdo repetitiva foi observada nas regides centroméricas e
pericentroméricas de feijdo-caupi com dois retrotransposons LTR do tipo Gypsy.
Uma repeticdo em tandem de 455 pb foi observada em sete dos seus 11 pares,
hibridizando na regido centromérica e flanqueando regides pericentroméricas. Os
outros quatro centrdmeros apresentaram sinais de FISH muito fracos, que indicam
que a repeticado em tandem de 455 pb ndo € um componente importante dos
centromeros (lwata-Otsubo et al., 2016).

BAC-FISH com sequéncias de copia uUnica possibilitaram a construgcdo do
mapa citogenético paquiténico para os 11 pares cromossémicos de V. unguiculata
(lwata-Otsubo et al., 2016). Adicionalmente, BACs contendo sequéncias de P.
vulgaris, anteriormente mapeadas in situ tanto em cromossomos de P. vulgaris
quanto de outras espécies de Phaseolus (Pedrosa-Harand et al., 2009; Fonséca et
al., 2010; Bonifacio et al., 2012; Fonséca e Pedrosa-Harand 2013; Fonséca et al.,
2016), foram hibridizadas in situ em cromossomos V. unguiculata. Este estudo
possibilitou a distingao citolégica dos 11 pares de cromossomos de V. unguiculata

bem como a analise da macrossintenia entre V. unguiculata e P. vulgaris,



37

identificando rearranjos de baixa complexidade como translocacdes, inversdes e

duplicagdo entre ambos os géneros (Vasconcelos et al., 2015).

2.7.2 Hibridizagao gendémica in situ (GISH)

A técnica de GISH foi aplicada pela primeira vez dentro do género para
confirmar as relagcbes genbmicas entre as espécies de Vigna intimamente
relacionadas (Choi et al., 2013). Os resultados da GISH entre V. unguiculata e V.
unguiculata subsp. sesquipedalis e entre V. angularis e V. umbellata mostraram que
as espécies sao citogeneticamente relacionadas, devido a homogeneizagdo do
genoma observada no hibrido e apoiam a hipétese de que elas divergiram mais
recentemente (Vijaykumar et al., 2011; Choi et al., 2013).

A GISH utilizando o DNA genbmico de V. umbellata foi aplicada aos
cromossomos de V. umbellata, V. angularis, V. aconitifolia, € V. mungo var. mungo.
As espécies V. umbellata e V. angularis apresentaram sinais fortes nas regides
centroméricas. Por outro lado, V. aconitifolia apresentou sinais fracos em todas as
regides pericentroméricas, e em V. mungo var. mungo os sinais foram marcados nas
regides proximais. Adicionalmente, com a técnica de bandeamento por fluorocromos
e analises moleculares utilizando marcadores ITS de DNAr 35S os resultados da
GISH colaboram para as analises filogenéticas das espécies de Vign. Dessa forma,
foi demostrado que V. angularis e V. umbellata s&o parentes mais proximos, e V.
mungo e V. aconitifolia sao espécies intimamente relacionadas; estas espécies
formam um grupo que se separou a partir de um outro grupo que compreende V.

radiata, V. unguiculata subsp. sesquipedalis e V. subterranea (She et al., 2015).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Contribuir para a analise da macrossintenia de espécies dos géneros Vigna e

Phaseolus.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Analisar a distribuigao dos sitios de DNAr 5S e 35S em espécies de Vigna em
um contexto filogenético, a fim de contribuir no entendimento acerca da

evolugédo cariotipica do grupo;

2. Analisar a macrossintenia entre V. aconitifolia, V. unguiculata e P. vulgaris,
mediante FISH de BACs, contendo sequéncias de P. wvulgaris ou de V.

unguiculata, em cromossomos de V. aconitifolia;

3. Inferir a evolugdo cariotipica entre os géneros Vigna e Phaseolus,

identificando possiveis mecanismos de alteragdes cromossémicas.
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Key message

Vigna aconitifolia, Vigna unguiculata, and Phaseolus vulgaris genomes were
compared using BAC-FISH, and a high macrosynteny was observed, with some
chromosomal rearrangements, involving principally inversions, but also translocations

and duplications.
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Abstract

BAC-FISH (Fluorescent In Situ Hybridization of Bacterial Artificial Chromosome)
maps are relevant for the analysis of closely related species genomes, with no
completely sequenced and/or assembled genomes. Therefore, we reported a
comparative Vigna aconitifolia, V. unguiculata, and Phaseolus vulgaris genome
analysis, using BAC-FISH and 35S and 5S rDNA sequences, previously mapped in V.
unguiculata and P. vulgaris chromosomes. Thirty-one clones from Phaseolus vulgaris
BAC library and 14 BAC clones from Vigna unguiculata, corresponding to its 11
linkage groups, were hybridized in situ. Six out of 11 V. aconitifolia chromosomes
showed synteny and collinearity with V. unguiculata chromosomes. On the other
hand, two chromosomes (Vac2 and Vac4) showed pericentric inversions, indicating
collinearity breaks. Synteny break was only observed for the translocation Vac1-Vac5
in relation to Vu1-Vu5. Considering the present work and previous BAC-FISH studies,
using P. vulgaris as reference, four Vigna (1, 3, 5 and 8) and four Phaseolus (1, 2, 3
and 8) chromosomes are involved in the major karyotype divergences between both
genera, including duplication (BAC from Pv3), paracentric and pericentric inversions
(BACs from Pv3, and Pv4, respectively), and translocations (between Pv1 and Pv8;
Pv2 and Pv3). Some macrosynteny breaks were observed between Vigna and
Phaseolus, but not within Phaseolus species, suggesting that these chromosomal
alterations must be occurred in Vigna clade diversification. The present genome
legume comparison is important to elucidate macrosinteny and karyotype
mechanisms involved during the evolution of this important plant group.

Keywords

Asian Vigna, common bean, cowpea, karyotype evolution, legume, synteny
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Introduction

Fabaceae Lindley (= Leguminosae Juss.) family has been divided into three
subfamilies: Caesalpinioideae, Mimosoideae and Papilionoideae (= Faboideae)
(Klitgard and Bruneau 2003; Lewis et al. 2005). The latter one is characterized by the
highest number of species (approximately 14,000 species) grouped in 478 genera
(Klitgard and Lewis 2010), with emphasis on Phaseolus L. and Vigna Savi. Both
genera are grouped in Phaseolinea clade (Cardoso et al., 2013).

Phaseolus genus comprises about 100 species (http://www.theplantlist.org/),
with only five domesticated species of American origin, namely, tepary (P. acutifolius
A.Gray), scarlet runner (P. coccineus L.), lima bean (P. lunatus L.), yearlong [P.
polyanthus Greenm., synonym of Phaseolus coccineus subsp. polyanthus (Greenm.)
Maréchal & al.], and common bean (P. vulgaris L.) (Broughton et al. 2003). The last
one is considered the most important grain legume for direct human consumption
(Gepts et al. 2008). In turn, Vigna genus comprises about 120 species
(http://www.theplantlist.org/), distributed in six subgenera (Maréchal et al. 1978;
Thulin et al. 2004), including several agriculturally important legumes from
Ceratotropis subgenus [Asian group, such as adzuki bean (Vigna angularis (Willd.)
Ohwi & H.Ohashi), black gram (Vigna mungo (L.) Hepper), moth bean (V. aconitifolia
(Jacq.) Maréchal), mungbean (Vigna radiata (L.) R.Wilczek), and rice bean (Vigna
umbellata (Thunb.) Ohwi & H.Ohashi)] (Tomooka et al. 2002; Brink and Jansen 2006)
and from Vigna [African subgenus, such as bambara groundnut (Vigna subterranea
(L.) Verd.), and cowpea (Vigna unguiculata (L.) Walp.] (Maréchal et al. 1978).

Vigna unguiculata has Africa Southeastern region as its probable center of
domestication and figures as the main important Vigna representative species. It is a
drought tolerant legume, widespread in the semi-arid tropics, including parts of Asia,
Africa, Southern Europe, Southern United States, and Central and South America
(Singh 2005). It is grown mainly in subsistence farms, providing food for man and
livestock. It presents great economic and social importance to poor and drought
areas, due to the high protein content of its seeds (Timko and Singh 2008). On the
other hand, V. aconitifolia has India, Pakistan, and Myanmar as its center of origin
and domestication, where it is considered a Ceratotropis prominent (Asian group),
as an important source of protein and other nutrients, either cultivated or harvested
from the wild (Maréchal et al. 1978; Brink and Jansen 2006; Delgado-Salinas et al.
2011).


http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-20284
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On a cytogenetic view, most Vigna species have 2n = 22 chromosomes
(Forni-Martins 1986; Guerra et al. 1996; Venora et al. 1999; Shamurailatpam et al.
2015b), except for Vigna heterophylla A. Rich. (syn. Vigna ambacensis Welw. ex
Baker), with 2n = 20 (Galasso et al. 1996), V. glabrescens (Roxb.) Verdc. and V.
reflex-pilosa var. glabra Maréchal, both with 2n = 4x = 44 (Parida et al. 1999; Kang et
al. 2014; Shamurailatpam et al. 2015a). However, they differ widely on 35 rDNA sites
number, ranging from one pair in V. aconitifolia (She et al. 2015) to seven pairs in V.
unguiculata, located in six chromosome pairs: Vu1 (VuLG4); Vu2 (VuLG7); Vub6
(VuLG6); Vu9 (VuLG8); Vu10 (VuLG10), and Vu11 (VuLG9), with Vu10 (VuLG10)
carrying two adjacent sites in the long arm (Vasconcelos et al. 2015). On the other
hand, 5S rDNA site numbers are more stable, with one or two pair of sites, as
observed for V. aconitifolia (She et al. 2015) and V. unguiculata (Vasconcelos et al.
2015), respectively. In V. unguiculata, 5S rDNA are observed in Vu11 (VuLG9), and
Vu10 (VuLG10) chromosomes (Vasconcelos et al. 2015).

Genetic maps based on different molecular markers have been developed for
P. vulgaris (Vallejos et al. 1992; Nodari et al. 1993; Adam-Blondon et al. 1994; Freyre
et al. 1998) and some Vigna species (Menéndez et al. 1997; Ouédraogo et al. 2002;
Muchero et al. 2009; Lucas et al. 2011; Mufoz-Amatriain et al. 2017). For V.
unguiculata, available at http://harvest.ucr.edu (HarvEST: Cowpea). This database
includes a consensus genetic map containing approximately 40 thousand SNPs
(Simple Nucleotide Polymorphisms), gene content information for more than four
thousand BACs (Bacterial Artificial Chromosomes), and more than 180 thousand
ESTs (Expressed Sequence Tags), from 17 EST libraries (Muhoz-Amatriain et al.
2017). HarvEST: Cowpea also presents synteny relationships with Arabdopsis
thaliana (L.) Heynh., Glycine max (L.) Merr., Medicago truncatula Gaertner and P.
vulgaris. Another  database available  for  cowpea is NordEST
(http://bioinfo03.ibi.unicamp.br/vigna/), which has 12 EST libraries under different
stress conditions, with more than 500 million transcripts generated and analyzed,
including over 450 million RNAseq sequences generated and assembled. This
database has a set of tools that integrate data and allows annotation of several
important genes for the culture genetic improvement (Benko-lIseppon 2013).

Genetic and cytogenetic maps of V. unguiculata were integrated using BAC-
FISH in pachytene chromosomes (lwata-Otsubo et al. 2016) and showed

discrepancy between the maps with respect to the orientation of linkage groups and
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chromosome arms on chromosomes 6, 9 and 10. Thus, references to the long and
short arms of these chromosomes were based on cytological identification. Recently,
sequences of cowpea genome are available in the 60x genome coverage,
assembled as pseudomolecules, with synteny compared to several legume genomes
(https:/llegumeinfo.org/genomes/gbrowse/vigun.IT97K-499-35).

Genome assemblies are also available for V. radiata (L.) R. Wilczek
(mungbean) (Kang et al. 2014) and V. angularis (Willd.) Ohwi & H. Ohashi (adzuki
bean) (Kang et al. 2015) (https://legumeinfo.org/genomes/gbrowse/vigun.IT97K-499-
35), covering 80% (431 Mb) and 75% (612 Mb) of the genomes, respectively (Kang
et al. 2014; 2015). These genomes were compared to each other, to other legumes,
such as G. max, M. truncatula and P. vulgaris, and to more distant species, such as
A. thaliana, with large blocks of synteny observed, mainly between closely related
species (Kang et al. 2014; 2015).

However, for other Vigna species, genetic/genomic comparisons are restricted
to genetic map information, such as observed to Vigna marina (Burm.) Merrill (beach
cowpea; Chankaew et al. 2014); Vigna mungo (L.) Hepper (black gram; Chaitieng et
al. 2006; Gupta et al. 2008), Vigna subterranea (L) Verdc. (bambara groundnut; Ho
et al. 2017); Vigna umbellata (Thunb.) Ohwi & H.Ohashi (rice bean; Isemura et al.
2010); V. unguiculata subsp. sesquipedialis (L.) Verdc. (asparagus bean; Xu et al.
2011); and Vigna vexillata (L.) A. Rich. (tuber cowpea; Marubodee et al. 2015). Thus,
it is desirable to expand the genome comparison data of well-annotated genome
legume species to other Vigna species without assembled genome sequence or
genetic map available, such as V. aconitifolia, for a better understanding of the
chromosome evolution in the group.

BAC-FISH technique has been very useful for the analysis of genomes of
closely related species, with no completely sequenced and/or assembled genome for
one or both species under study. Macrosynteny studies by BAC-FISH in Phaseolus
have demonstrated that their evolution seems to be mostly related to chromosomal
rearrangements of little complexity in species with 2n = 22 (Fonséca et al. 2010;
Bonifacio et al. 2012; Fonséca and Pedrosa-Harand 2013). Few inversions revealed
breaks in collinearity between P. vulgaris and P. lunatus L. (Bonifacio et al. 2012) and
P. microcarpus Mart (Fonséca and Pedrosa-Harand 2013), except for P.
leptostachyus Benth, one of the three species with 2n = 20. BAC-FISH revealed the

cause of the descending dysploidy, by nested chromosome fusion, as well as several
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additional translocations and inversions not previously reported for the genus
(Fonséca et al. 2016).

On the other hand, in intergeneric comparison between P. vulgaris and V.
unguiculata, by FISH with BACs of P. vulgaris on mitotic chromosomes of V.
unguiculata, a partial conservation of macrosynteny was observed (Vasconcelos et al.
2015). It was possible to identify translocations, inversions and duplications involving
five chromosomes of V. unguiculata. However, the authors could not infer about the
origin of diversification, due to the presence of only one Vigna member in the
cytogenetic comparison.

In order to contribute to cytogenetic research advancement and provide
support for a better understanding of the chromosome evolution mechanisms and
genomic organization among the genera Vigna and Phaseolus, we performed a
comparative analysis of the genomes of V. aconitifolia, V. unguiculata, and P.
vulgaris, using BAC and 35S and 5S rDNA, previously mapped in V. unguiculata and

P. vulgaris chromosomes.

Materials and methods

Plant material

Vigna aconitifolia accession VIG 1609 (Indian), V. unguiculata cv. BR14-
Mulato, P. vulgaris Mesoamerican breeding line BAT93 and P. wvulgaris cv. BRS
Esplendor seeds were provided by IPK (Institut fur Pflanzengenetik und
Kulturpflanzenforschung, Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research,
Gatersleben, Germany), Embrapa Meio-Norte (Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria Meio-Norte, Brazilian Agricultural Research Corporation Mid-North,
Teresina, Brazil), CIAT (Centro Internacional de Agricultura Tropical, International
Center for Tropical Agriculture, Cali, Colombia) and Embrapa Arroz e Feijao
(Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria Arroz e Feijao, Brazilian Agricultural
Research Corporation Rice & Beans, Santo Antonio de Goias, Brazil), respectively.
All seeds were multiplied at IPA (Instituto Agronémico de Pernambuco, Pernambuco

Agronomic Institute, Recife, Brazil).

Chromosome preparation
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After seed germination, root tips were collected and pre-treated with 8-
hydroxyquinoline (8-HQ) 2 mM for 4.5 h at 18 °C. Subsequently, root tips were fixed
in methanol: acetic acid (3: 1, v/v) from 4 to 24 h at room temperature and stored at -
20 °C until moment of use. For enzymatic digestion, meristems were washed and
digested for 4 h at 37 °C in enzymatic solution of 2% (w/v) cellulase ‘Onozuka R-10’
(Serva)l 20% (v/v) pectinase (Sigma). Slides were prepared according to the
procedure described by Carvalho and Saraiva (1993), with some modifications. Best
slides were selected after staining with 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (2

pag/mL): glycerol (1:1, v/v) solution and stored at -20 °C until FISH performance.

Selection of BACs and probe labeling

Thirty-one BAC clones from P. vulgaris (Kami et al. 2006), previously selected
using genetically mapped markers (common bean genomic plasmid Bng clones, from
the Florida University map, Vallejos et al. 1992) and legume markers from the map
described by Hougaard et al. (2008), and the bacteriophage SJ19.12, related to
anthracnose resistance, described by Pedrosa-Harand et al. (2009) and Fonséca et
al. (2010), were used in the V. aconitifolia genome comparative BAC-FISH map
(Table 1).

Additionally, 16 BAC clones from V. unguiculata, which present single-copy
DNA sequences, provided by Prof. Dr. Timothy Close (University of California,
Riverside, United States) were used (Table 1). They were previously mapped in situ
in V. unguiculata chromosomes (lwata-Otsubo et al. 2016) and/or contain SNPs
previously located on the consensus map of V. unguiculata and anchored in silico in
P. vulgaris pseudomolecules (Mufoz-Amatriain et al. 2017). Moreover, for the
identification of the V. aconitifolia chromosomes, the R2 probe, a 6.5 kb fragment
containing the 18S-5.8S-25S rDNA replication unit originating from A. thaliana
(Wanzenbock et al. 1997) and the D2 sequence, a 400 bp fragment containing two
replication units of 5S rDNA, originating from Lotus japonicus (Regel) K. Larsen
(Pedrosa et al. 2002) were used.

Extraction of plasmid DNA and BACs followed the Qiagen Plasmid Mini Kit
protocol (Qiagen Plasmid Mini Kit). All probes were labeled by nick translation, where
the BACs, R2 probe and the D2 sequence were labeled with Cy3-dUTP (Amersham,
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GE), digoxigenin-11-dUTP (Roche Diagnostics) and biotin-16-dUTP (Sigma),

respectively.

Fluorescent In Situ Hybridization (FISH)

FISH technique followed the procedures described by Heslop-Harrison et al.
(1991) and Pedrosa et al. (2001) with modifications. All hybridized probes were first
tested on P. vulgaris or V. unguiculata slides to confirm the presence of a single
signal in chromosomes of origin species, as a positive control. The hybridization
mixture comprised 50% formamide (v/v), 10% dextran sulfate (w/v), 2x saline sodium
citrate (SSC) and 2 - 5 ng/pL of probe, and was denatured for 10 min at 75 °C. The
Cot-100 fraction of P. vulgaris was isolated according to Zwick et al. (1997) and
added to the hybridization mix to block repetitive sequences for BACs that showed
disperse signals (Table 1).

Slides were denatured at 75 °C for 7 min and hybridized with at least 10 pL of
hybridization mixture for two days in a humid chamber at 37 °C. The stringency wash
(77%) was performed in 0.1x SSC at 42 °C. For BACs that did not show any signal,
40% stringency was tested (For details, see Schwarzacher and Heslop-Harrison
2000). Biotin-labeled probes were detected with the avidin-rhodamine antibody
(Vector Laboratories) in 1% (w/v) BSA and the digoxigenin-labeled probes were
detected using sheep antidigoxigenin primary antibody conjugated with fluorochrome
FITC (fluorescein Isothiocyanate; Roche), also diluted in 1% (w/v) BSA. All
preparations were counterstained and mounted with 8 yL of DAPI (1 pg/mL) in
Vectashield (Vector), in the 1:1 ratio. Slide rehybridization was performed for the

detection of different DNA sequences (Heslop-Harrison et al. 1992).

Data analysis

Images of the best mitotic metaphases were acquired using a Leica DMLB
epifluorescence microscope and a Leica DFC 340FX camera with the Leica CW4000
software. Images were pseudocolored and optimized for brightness and contrast with
the Adobe Photoshop CS4 (Adobe Systems Incorporated) software.

For chromosome measurements, as well as position of the hybridization
signals, five mitotic metaphases were selected and MicroMeasure v3.3 software was
used (available at http://rydberg.biology.colostate.edu/MicroMeasure/, Colorado State

University). The positions of BACs were classified in: terminal (= subtelomeric),
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subterminal, interstitial, and proximal. Twenty chromatids, identified with a BAC
chromosome-specific marker, were measured for size, arm ratio and BAC position.
Chromosomes were named according to the initials of V. aconitifolia (Vac), and
numbered and oriented in correspondence to the homeolog chromosomes of V.
unguiculata (Vu) based on https://legumeinfo.org/genomes/gbrowse/vigun.IT97K-
499-35. Subsequently, a comparative ideogram V. aconitifolia / V. unguiculata / P.
vulgaris was generated with the help of the Adobe Flash CS4 Professional program
from the Adobe Master Collection CS4 collection. Ideograms of P. vulgaris and V.
unguiculata were assembled based on Vasconcelos et al. (2015).

A comparison of the major chromosomal changes among Vigna and
Phaseolus species was performed based on the present work and on literature data
(P. vulgaris: Pedrosa-Harand et al. 2009; Fonséca et al. 2010 - P. lunatus: Bonifacio
et al. 2012; Almeida and Pedrosa-Harand 2013 - P. microcarpus: Fonséca and
Pedrosa-Harand 2013 - V. unguiculata: Vasconcelos et al. 2015). Besides, a
comparison of the major chromosomal changes among Vigna and Phaseolus species
is showed at the schematic representation based on the phylogenetic tree for ITS,

trnK and matK sequences (Souza et al. in preparation; Fig. 4).
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Table 1 - List of 31 BAC clones of Phaseolus vulgaris, 16 BAC clones of Vigna unguiculata and
bacteriophage, with respective chromosomes (Pv)/linkage group (LG), location of the probes after
FISH in V. aconitifolia, V. unguiculata and P. vulgaris (use of blocking DNA - Cot-100).

Position/ arm in

Position/ arm in

Position/ arm in

Chromosome/ V.aconitifolia®, V.unguiculata, .
LGe, LGb LG Marker! e (Cot-100 fraction),  (Cot-100 fraction), e RS
(Cot-100 fraction)
Vac Vu
Interstitial/ long Proximal/ short .
Pv1/B1,H Bng 41 221F15 (0x),Vac8 (5%),Vu8 Proximal/ short (20%)
Terminal/ long (0x), Terminal/ long .
Bng 171 38C24 Vact (50), Vit Terminal/ long (0x)
. Terminal/ long .
Bng 173 257112 No signal (0x) (0x), Vut Terminal/ long (0%)
Terminal/ short (0x), Terminal/ short .
Pv2/B2,D Bng 45 225P10 Vac3 (0x), Vu3 Terminal/ long (0x)
Subterminal/ short, Terminal/ short
L188 127F19 Vac3 and terminal/ Interstitial/ long (0%)
(50x), Vu3
short (0x),
Subterminal/ short
Vac3 and . -,
4-Gm 21N14 subterminal/ short No signal (0x) Interstitial/ long (80x)
(0x)
Proximal/ short (0x), Interstitial/ short ”
Pv3/B3,C Bng 16 267H4 Vac3 (50%), Vu3 Interstitial/ short (50%)
174E13 Interstitial/ long (0x%), Interstitial/ long .
Bng 33 /95113 Vac3 (0x), Vi3 Terminal/ long (0x)
Proximal/ long (0x), Proximal/ short s
Bng 106 147K17 Vac3 and long (0%), Vu3 Interstitial/ short (0x)
Terminal/ short (0x), Terminal/ short L
Pv4/ B4,B Bng 151 221J10 Vaca (50%), V4 Interstitial/ short (50%)
Subterminal/ long Terminal/ short -,
Bng 184 190C15 (0x), Vac4 (20), Vud Interstitial/ long (50x)
APA 86K9 No signal (0x) Not analyzed Terminal/long
Pv5/ B5,E Bng 49 36H21 No signal (0x) No signal (0x) Interstitial/ long (70x)
Bng 133 230M2 No signal (0x) No signal (0x) Pericentromeric (0x%)
Bng 152 19302 No signal (0x) No signal (0x) Pericentromeric (0x%)
Pv6/B6,G  Bng95 121F5 '”ters“t'\e}gégng (%), No signal (0x) (0x)  Interstitial/ long (0x)
Terminal/ long (0x), Terminal/ short .
Bng 202 18B15 Vach (0x), Vub Terminal/ long (0x)
Terminal/ short (0x), Terminal/ short -,
Pv7/B7,A Bng 28 22121 Vac? (0x), Vu7 Interstitial/ long (50x)
Terminal/ long (0x), Terminal/ long .
Bng 191 86117 Vac? (0x), V7 Terminal/ short (50x)
Interstitial/ short (0%), Terminal/ long .
Pv8/ B8,F Bng 58 169G16 Vac8 (50), Vu8 Terminal/ long (50%)
Interstitial/ short (0%), Terminal/ long -
Bng 138 177119 Vact (0x), Vu5 Interstitial/ short (0x)
PO/ BO,K Bng 2 224116 No signal (0x) Terminal/ short ¢ 1 inalf long (50%)

(50%), Vu9



Pv10/ B10,1

Bacteriophage

Pv11/B11,J
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Interstitial/ long (20x)
Interstitial/ long (20x)
Interstitial/ long (0x)
Terminal/short (0%)
Pericentromeric (0%)
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Interstitial/ long (60x)
Terminal/ short (0%)
Terminal/ long (0%)
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Terminal/ short (0%)
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Not analyzed
No signal (0x)*
No signal (0x)*
Terminal/ long (0x)
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? Unidentified chromosome.

@ Linkage groups (LG) defined by Freyre et al. (1998) for P. vulgaris.

b Linkage groups defined by Vallejos et al. (1992) for P. vulgaris.

¢ Chromosomes are enumerated according to linkage groups defined by Muchero et al. (2009) for V.
unguiculata.

4 Bng and Leg markers were mapped by Vallejos et al. (1992), Freyre et al. (1998) and Hougaard et al.
(2008) for P. vulgaris or SNP markers were mapped by Muchero et al. (2009) and Lucas et al. (2011).
e Markers hibridized in situ in the presente work for V. aconitifolia.

fMarkers hibridized in situ in Vasconcelos et al. (2015) for V. unguiculata.

9 Markers hibridized in situ by Pedrosa-Harand et al. (2009) and Fonséca et al. (2010) for P. vulgaris.
* Markers hibridized in situ in the present work for V. unguiculata and P. vulgaris.

# Markers hibridized in situ in lwata et al. 2016 and used in the present work.

Results

To perform an intra and intergeneric comparison, 14 BAC clones of V.
unguiculata (Vu), 31 BAC clones from P. vulgaris (Pv), and the bacteriophage
SJ19.12 also from Pv were hybridized in situ on the 11 mitotic chromosomes of V.
aconitifolia (Vac, 2n = 22, meta and submetacentric morphology), with at least two
probes per chromosome. Sequences of 35S and 5S rDNAs were also used to aid the
identification of chromosomes (Fig. 1, 2, 3 and 4). Data of the present work and
previously reported for P. vulgaris (Pedrosa-Harand et al. 2009; Fonséca et al. 2010)
and V. unguiculata (Vasconcelos et al. 2015) were also shown at a comparative
ideogram (Fig. 3).

SJ19.12 bacteriophage, 12 BAC clones of P. vulgaris (257L12, 86K9, 36H21,
230M2, 19302, 224116, 16317, 63H6, 81A17, 119E19, 25D1 and 127J2) and three
BAC clones of V. unguiculata (HO88HO07, H043018 and HO90M18) showed no
signals on V. aconitifolia chromosomes. On the other hand, five BAC clones (123022,
173P6, HO29P08, H074C18 and M045J08) showed disperse pericentromeric signals.
For two of them (H029P08, HO074C18), blocking DNA (100x Cot-100 fraction) were
added, but the dispersed signals persisted.

Fourteen clones of P. wulgaris (221F15, 38C24, 225P10, 267H4,
174E13/95L13, 147K17, 221J10, 190C15, 121F5, 18B15, 22121, 86117, 169G16 and
177119) and eight clones of V. unguiculata (M02EQ09, M062M10, M026L23, H074C16,
HO010M18, H025N06, H0O15M15 and H092J22) showed single signals located on V.
aconitifolia chromosomes. Additionally, three BAC clones of P. vulgaris (179N14,
127F19 and 21N14) showed initially disperse signals, but after the addition of



54

blocking DNA (50x Cot-100 fraction), a single pair (179N14, Pv11) or two pair of
signals (127F19 and 21N14, Pv2) were detected for each BAC, suggesting a
duplication event for the last two markers (Table 1).

BACs 179N14 (Pv11), 127F19 and 21N14 (Pv2) showed initially disperse
hybridization signals (data not shown). After the addition of blocking DNA (50x% Cot-
100 fraction), a single pair (179N14, Pv11) or two pair of signals (127F19 and 21N14,
Pv2) were detected for each BAC, suggesting a duplication event for the last two
markers (Table 1, Fig. 1).

Vigna aconitifolia chromosome 1 (Vac1) showed BAC 177119 (interstitial, short
arm of Pv8) in the interstitial region of the short arm and BAC 38C24 (terminal, long
arm of Pv1) in the terminal region of the long arm (Table 1, Fig. 1b; 3). On the other
hand, Vac5, the smallest chromosome pair, was mapped with BAC M062M10
(interstitial, short arm of Vu1) in the terminal region of short arm, with BAC M02EQ9
(terminal, short arm of Vu5) in the proximal region of the long arm, and with 5S rDNA
probe in the proximal region of the long arm, suggesting a reciprocal translocation
between Vu1 and Vu5 (Fig. 1b, c; 3) and a translocation event between 177119 of
Pv1 and 38C24 of Pv8 chromosomes. For 5S rDNA, only this pair of sites was
observed in V. aconitifolia (Vac5) (Fig. 1a; 3), which was not found in the
homeologous Vu chromosome. On the other hand, no sites were observed in Vac10
and Vac11 as observed for Vu10 and Vu11, as observed in the present work and as
previously reported by Vasconcelos et al. (2015).

In Vac2, clones BAC H074C16 and MO026L23 (interstitial and terminal,
respectively, long arm of Vu2) were located in the proximal of the short arm and
terminal end of the long arm (Table 1, Fig. 1a, c; 3), indicating a pericentric inversion
(Fig. 3).

The largest pair of V. aconitifolia (Vac3) chromosomes presented signals from
six BACs, from two different P. vulgaris chromosomes (Pv2 and Pv3). From Pv2,
BAC 225P10 (subterminal, long arm of Pv2) was observed in the terminal of the short
arm adjacent to BACs 21N14 and 127F19 (both interstitials, long arm of Pv2). In
addition, clones 21N14 and 127F19 hybridized together in a pair of smaller
chromosomes in the short arm region (unidentified chromosome), suggesting a
duplication (Table 1, Fig. 1a, e, f; 3).

On the other hand, from Pv3, BAC 267H4 (interstitial, short arm of Pv3)
hybridized in the proximal region of the short arm (Table 1, Figure 1a, g), and BAC



55

147K17 (interstitial, short arm of Pv3) showed a single copy signal in the proximal
region of the long arm (Fig. 1a; 3). Additionally, BAC 95L13 (corresponding to the
same Bng clone as 174E13, subterminal region of the Pv3 long arm) was hybridized
in the interstitial region of the Vac3 long arm. These BAC-FISH for Vac3 indicates the
occurrence of a translocation involving Pv2 and Pv3 (Fig. 1a, e, g; 3) and a
pericentric inversion involving BACs 147K17 and 267H4 (short arm of Pv3).

For Vac4, BAC 221J10 (interstitial, short arm of Pv4) was located in the

terminal region of the short arm and BAC 190C15 (subterminal, long arm of Pv4) was

located in the long arm, subterminal region (Table 1, Fig. 1a, h; 3).

P2 Pv2 Pv2 Pv3d Pv3 Pv3

221J10
190C15

Fig. 1 — Fluorescent in situ hybridization of 14 genetically assined BACs of Phaseolus vulgaris (Pv) in
Vigna aconitifolia mitotic chromosomes (Vac) counterstained with DAPI (pseudo-colored in gray). a V.
aconitifolia chromosomes (Vac1, Vac2, Vac3, Vac4 and Vac5) hybridized with rDNAs 5S and BACs
from five P. vulgaris chromosomes (Pv1, Pv2, Pv3, Pv4 and Pv8). BACs were labeled with Cy3-dUTP
and pseudo-colored in different colors. b BAC 177119 (yellow; Pv8) and 38C24 (pink; Pv1) identified
chromosome Vac1. ¢ BACs M062M10 (yellow; Vu1) and MO2EQ9 (pink; Vu5) identified chromosome
Vac5. d BACs M074C16 (red; Vu2) and HO026L23 (light blue; Vu2) mapped in Vac2. e BACs 127F19
(red; Pv2, arrowhead and in an unidentified second pair) and 95L13 (light blue; Pv3) in Vac3. f BAC
21N14 (light green; arrowhead; Pv2) hybridized on chromosome Vac3. g BACs 267H4 (yellow; Pv3)
and 95L13 (light blue; Pv3), mapped in Vac3. h BACs 221J10 (yellow; Pv4) and 190C15 (light blue;
Pv4) in Vac4. Bars in a and h represent 5 ym.
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In Vac6, which carried 35S rDNA site in the short arm terminal region, clones
121F5 and 18B15 (interstitial and subterminal region of the long arm of Pv6,
respectively) were mapped in the interstitial and terminal regions of the long arm,
respectively (Table 1, Fig. 2a, b; 3). Regarding the 35 rDNA, V. aconitifolia has one
this pair of sites (Vac6) (Fig. 2, b; 3), corroborating previous data (She et al. 2015;
Souza et al. in preparation), and which was syntenic to Vu6 (VuLG6) and Pv6
(Vasconcelos et al. 2015; Fonséca et al. 2010). However, other six pairs of 35S rDNA
sites found for five V. unguiculata chromosomes [Vu1 (VuLG4), Vu2 (VuLG7), Vu9
(VuLG8), Vu10 (VuLG10) and Vu11 (VuLG9)] in the present work and according to
Vasconcelos et al. (2015) were not observed in the corresponding V. aconitifolia
chromosomes (Fig. 3).

Two BACs were located in Vac7: BAC 22121 (interstitial, long arm of Pv7),
mapped in the terminal end of the short arm, and BAC 86117 (subterminal, short arm
of Pv7, with repetitive in several Pv chromosomes), located in the terminal region of
the long arm of this chromosome (Table 1, Fig. 2a, c; 3).

Vac8 was mapped with BACs 169G16 (terminal, long arm of Pv8) in the
interstitial region of the short arm, and 221F15 (proximal, short arm of Pv1) in the
interstitial region of the long arm, evidencing that the translocation between Pv1 and
Pv8 was reciprocal (Table 1, Fig. 2a, d; 3).

Vac9 chromosome was hybridized with BAC clone HO10M18 (terminal, long
arm of Vu9) at the long arm terminal region (Table 1, Fig. 2a, e; 3).

Vac10 chromosome was identified by the BAC HO25NO06 (interstitial, short arm
of Vu10) site located in the proximal region of the long arm and BAC H015M15
(subterminal, short arm of Vu10) in the terminal region of the long arm (Table 1, Fig.
2a, f; 3).

For Vac11, BAC 179N14 (subterminal, short arm of Pv11) was mapped in the
terminal region of the long arm, and H092J22 (interstitial and terminal short arm,
respectively, Vu11) was mapped in the interstitial region of short arm (Table 1, Fig.
2a, g; 3).
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rDNA  Pv6 Pv6 Pvl  PVT Vu10 vu10 Vu Pv11
35S 121F5 18B15 | 22121 86117 |169G16 221F15 |HO10M18 |HO15M15 HO025N06 |H092J22 179N14

£
. -

a

Fig. 2 — Fluorescent in situ hybridization of 11 genetically assigned BACs of Phaseolus vulgaris (Pv)
and two BACs of Vigna unguiculata (Vu) in Vigna aconitifolia mitotic chromosomes (Vac)
counterstained with DAPI (pseudo-colored in gray). a V. aconitifolia chromosomes (Vac6, Vac7, Vac8,
Vac9, Vac10 and Vac11) hybridized with rDNAs 35S and BACs of seven P. vulgaris chromosomes
(Pv1, Pv6, Pv7, Pv8 and Pv11) and three V. unguiculata chromosomes (Vu9, Vu10 and Vu11). BACs
were labeled with Cy3-dUTP and pseudo-colored in different colors. b BAC 18B15 (pink; Pv6) and
rDNA 35S (green; Pv6) mapped in Vac6. ¢ BAC 22121 (blue; Pv7) and 86117 (orange) identified in
Vac7. d BACs 221F15 (light blue; Pv8) and 169G16 (red; Pv8), located in Vac8. e BAC H0O10M18
(blue, Vu9) identified in Vac9. f BACs HO15M15 (red;Vu10) and HO25N06 (yellow; Vu10) located in
Vac10. g BACs 179N14 (dark blue; Pv11) and H092J22 (pink; Vu11) hybridized in Vac11. Bars in a
and g represent 5 um.

DNAr 358
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Fig. 3 — Schematic representation of comparative cytogenetic maps of Vigna aconitifolia (Vac), V.
unguiculata (Vu) and Phaseolus vulgaris (Pv) with BAC-FISH of 31 BAC clones of P. vulgaris and 16
BAC clones of V. unguiculata in V. aconitifolia chromosomes mapped as a single copy. * BAC 86117
was not mapped as a single copy in P. vulgaris (Pv), but as repetitive sites. Here, it was positioned as

single site, according to its genetic position and location in P. lunatus (Almeida and Pedrosa-Harand
2013). #Indicate BACs of Vigna unguiculata.



59

Discussion

We described the first V. aconitifolia BAC-FISH map, constructed with 48
markers, including BACs from P. vulgaris and V. unguiculata, and the bacteriophage
SJ19.12 from Pv and rDNA probes. It was possible to map the 11 chromosome pairs
of V. aconitifolia with at least two markers per chromosome, except for Vac9, with
one site. Markers were associated to V. unguiculata and P. vulgaris BAC-FISH
chromosomes, and to previously reported data for V. unguiculata (Vasconcelos et al.
2015), P. vulgaris (Pedrosa-Harand et al. 2009; Fonséca et al. 2010), P. lunatus
(Bonifacio et al. 2012; Almeida and Pedrosa-Harand 2013), and P. microcarpus
(Fonséca and Pedrosa-Harand 2013) (see Fig. 4, a schematic representation based
on the phylogenetic tree for ITS, trnK and matK sequences described by Delgado-
Salinas et al. 2011; Souza et al. in preparation). Additionally, data were compared to
genomic data from V. unguiculata related to V. angularis, V. radiata and P. vulgaris
genomes were used in a wide comparison
(https:/llegumeinfo.org/genomes/gbrowse/vigun.IT97K-499-35).

Seven of 11 V. aconitifolia chromosomes (Vac3, Vac6, Vac7, Vac8, Vac9,
Vac10 and Vac11) showed synteny and collinearity with V. unguiculata
chromosomes. However, it can be highlighted that BAC 147K17 (mapped in Vac3)
did not show the duplication previously described for V. unguiculata (Vu3, VuLG3
short arm, Vasconcelos et al. 2015), and Vac6 and Vac8 showed a visible different in
size arms. Differences found for Vac6 and Vac10 are probably related to differences
in of 35S rDNA block size or to its absence, respectively, while for Vac8, maybe a
BAC-FISH non-detectable chromosome rearrangement or variations on repetitive
fractions are involved. In Nicotiana species, for instance, distinct karyotypes in
morphology and size were explained based on sequence dispersal, and locus gain,
amplification and loss of repetitive sequences and translocation events (Lim et al.
2000). Additionally, two V. aconitifolia chromosomes (Vac2 and Vac4) showed
pericentric inversions, indicating collinearity breaks. However, synteny break was
only observed for the translocation Vac1-Vac5 in relation to Vu1-Vu5.

Genetic linkage groups or sequenced pseudochromosomes of Asian Vigna
species (subgenus Ceratotropis) from the same V. aconitifolia clade (V. radiata and V.

mungo) or from sister clade (V. angularis and V. umbellata) were previously
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compared by several authors. These studies showed high collinearity for the studied
markers, with some inversions and deletions, and few translocations (Chaitieng et al.
2006; Gupta et al. 2008; Isemura et al. 2010). Only one translocation was detected
between V. mungo and V. angularis linkage groups (Chaitieng et al. 2006).

On the other hand, for V. angularis and V. radiata comparison, using V.
angularis as reference, five chromosomes of V. angularis (Va) are composed by
syntenic major blocks with two V. radiata chromosomes, while Va2 is syntenic with
major blocks from three V. radiata chromosomes, indicating several translocation
events between the two species (https://legumeinfo.org/genomes/gbrowse/Va3.0).
Comparing V. aconitifolia data (present work), V. radiata and V. angularis genomes,
based on V. unguiculata and V. angularis genome data
(https://legumeinfo.org/genomes/gbrowse/), four chromosomes or
pseudochromosomes  (Vac6/Vr10/Va3; Vac7/Vr8/Va6;  Vac8/Vr6/Va and
Vac10/Vri/Va8) are highly syntenic among Asian species, while the remaining
chromosomes are involved in translocation events among the three species.

Vigna subterranea (African species, subgenus Vigna), also showed conserved
syntenic blocks (corresponding to its linkage groups) with V. angularis and V. radiata
genomes (both Asian group, subgenus Ceratotropis), but with several breaks of
synteny (Ho et al. 2017). Similarly, V. vexillata (subgenus Plectrotropis) showed
several translocations compared to both V. unguiculata and V. radiata chromosomes
(Marubodee et al. 2015).

A Vigna and Phaseolus karyotype comparison of the major chromosomal
changes is performed below and represented in the Fig. 4, using the present data
and previously reported for V. unguiculata (Vasconcelos et al. 2015;
https://legumeinfo.org/genomes/gbrowse/vigun.IT97K-499-35), P. microcarpus
(Fonséca and Pedrosa-Harand 2013), P. lunatus (Bonifacio et al. 2012), and P.
vulgaris (Pedrosa-Harand et al. 2009; Fonséca et al. 2010; Mufoz-Amatriain et al,
2017). According to Munoz-Amatriain et al. (2017), six V. unguiculata linkage groups
[Vud(VuLG11); Vub(VuLG6); Vu7(VuLG2); Vu9(VuLG8); Vu10(VuLG10), and
Vu11(VuLG9)] based on SNP map were largely collinear with six P. vulgaris
pseudomolecules (Pv4, Pv6, Pv7, Pv9, Pv10 and Pv11, respectively), except for the
pericentric inversion observed for Vu4 (VuLG11) as indicated by Vasconcelos et al.
(2015). However, this inversion seems to be occurred into Vigna genus and Vigna

subgenus, since it was not observed for Vac4 nor for other Phaseolus species.
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Fig. 4 — Schematic comparison of the major chromosomal rearrangements among V. unguiculata
(Vasconcelos et al. 2015), V. aconitifolia (present work), P. vulgaris (Fonséca et al. 2010), P. lunatus
(Bonifacio et al. 2012), and P. microcarpus (Fonséca and Pedrosa-Harand 2013), using P. vulgaris
chromosomes as reference. The phylogenetic relationships among species are based on ITS, K
and matK markers (Delgado-Salinas et al. 2011; Souza et al. in preparation). Blocks inblack indicate
BACs mapped on Pv1; in light blue on Pv2; in pink on Pv3; in orange on Pv4, and in royal blue on Pv8.
Putative synapomorphic events for each clade are represented above each branch by the
abbreviations: | (inversion), Pa (paracentric), Pe (pericentric), T (translocation), D (duplication) and
numbers indicating the chromosome pair involved. # indicates BAC clones of V. unguiculata.

Considering these BAC-FISH studies, using P. vulgaris as a reference, four
Vigna (1, 3, 5 and 8) and four Phaseolus (1, 2, 3 and 8) chromosomes are involved in

the major karyotype divergences between both genera. Chromosome 1 and Chr8 are
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syntenic among Phaseolus species. However, between genera, Chr1 and Chr8 are
involved in at least two translocation events. In V. aconitifolia, they are involved in a
reciprocal translocation Vac1-Vac8, while in V. unguiculata, they are involved in a
more complex translocation with Vu1(VuLG4) - Vu5(VuLG1) - Vu8(VuLG5)
(Vasconcelos et al. 2015). Considering P. vulgaris as reference, it seems that first a
translocation involving Chr1 and Chr8 occurred, generating Chr1 and Chr8 Vigna
chromosomes, and afterwards, a second translocation event seems to be happened
involving Vu5 and Vu1 in V. unguiculata species.

Chromosome 2 and Chr3 in Phaseolus species are also syntenic, with
pericentric inversion for P. lunatus in Plu2, and for P. microcarpus in Pm3 (BACs
267H4 and 147K17), in addition to a duplication for BAC 147K17 (Pm3) in Pm6.
However, between genera and into Vigna, Chr2 and Chr3 are involved in several
chromosome rearrangements. The chromosome region carrying BACs 267H4 and
147K17 (Chr3), for instance, seems to be a hot spot for alterations also between
genera, highlighting a paracentric inversion for both markers and a duplication for
147K17 in Vu3, besides a pericentric inversion between both markers without
duplication in Vac3. These chromosome rearrangements found for Vigna species can
be occurred independently or first a pericentric inversion occurred in the ancestor of
both species, followed by a duplication of BAC 147K17 in V. unguiculata species in
Vu3 short arm. Additionally, Chr2 and Chr3 of Phaseolus are involved in at least one
translocation event related to Vac3 and Vu3 - Vac2 and Vu2 chromosomes.

Considering Phaseolus clade, excepted for P. leptostachyus, one of the three
Phaseolus species with 2n = 20 (Leptostachyus clade; Fonséca et al. 2016), three
cytogenetically analyzed species (P. vulgaris, P. microcarpus and P. lunatus) showed
more conserved sequences among each other, with only inversions for five
chromosomes (Fonséca et al. 2010; Bonifacio et al. 2012; Fonséca and Pedrosa-
Harand. 2013, Fig. 4), when compared with Vigna karyotypes as describe above.
Synteny breaks between Vigna and Phaseolus (divergence ca. 9.1 million years ago
- MYA) and within Vigna (divergence ca. 4.5 MYA), but not within Phaseolus (oldest
point age ca. 5.1 MYA) species suggest that the referred translocations must be
occurred in Vigna clade diversification (see Delgado-Salinas et al. 2011 for
divergence age). Karyotype variability found inside Vigna can be related to an
expression of genome instability induced by environmental stress factors, as

suggested for Deschampsia antarctica Desv. (Poaceae) collected on four islands of
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the Maritime Antarctic (Amosova et al. 2015). In case of V. aconitifolia and V.
unguiculata, stress factors can be related to its growing condition, mostly at hot
and/or semi-arid regions (Singh 2005; Brink and Jansen 2006).

In the genome comparison of Vigna with Glycine or with Cajanus, both
belonging to the Millettioids clade together with Phaseolus (Cardoso et al. 2013),
macrosynteny blocks are well-conserved, although they are highly dispersed among
different chromosomes, suggesting several rearrangements of high complexity in
their genomes (Kang et al. 2014), including nested chromosome fusions and synteny
break points related to centromeric and/or telomeric recombination (Lucas et al.
2011). Each V. unguiculata and P. vulgaris chromosomes is formed by major blocks
from at least four Glycine max (2n =  40) chromosomes
(https://legumeinfo.org/genomes/gbrowse/vigun.IT97K-499-35). The higher
complexity of rearrangements in comparison to G. max is also related to its
polyploidy history, confirmed by mapping of each locus from both species to more
than one homeologous loci in G. max, in nearly every case (McClean et al. 2010;
Lucas et al. 2011).

On the other hand, there is greater divergence between Vigna and Cajanus
(modal age of 31 million years ago -MYA) than Vigna and Glycine (modal age of 28
MYA) (Kang et al. 2014). Approximately, 85% of V. unguiculata (Lucas et al. 2011)
and 79% of V. radiata genes had synteny with G. max, while approximately 64.5%
were syntenic with Cajanus cajan (L.) Millsp. genes (Kang et al. 2014), in accordance

with phylogenetic distances.

Conclusion

We presented the first physical map for V. aconitifolia (nho sequenced genome)
and allowed its comparison with other Vigna and Phaseolus species maps.
Macrosynteny analyses demonstrated highly syntenic relationship between V.
aconitifolia, V. unguiculata and P. vulgaris, with two collinearity breaks (pericentric
inversions) and one reciprocal translocation. Between V. aconitifolia and P. vulgaris,
at least three translocation events can be detected. This new V. aconitifolia map
complements Vigna genome analyses, being important to elucidate karyotype

mechanisms involved during the evolution of this important plant group.
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RESUMO

O presente trabalho apresenta uma integragdo de dados citogenéticos e
filogenéticos para espécies do género Vigna, buscando interpretar dados cariotipicos
(bandas CMA/DAPI, sitios DNAr 5S e 35S e tamanho do genoma) em um contexto
filogenético, incluindo resultados inéditos para V. aconitifolia, V. angularis, V.
nakashimae, V. unguiculata subsp. cylindrica, V. unguiculata subsp. dekindtiana e V.
unguiculata subsp. sesquipedalis. O tamanho do genoma foi relativamente
conservado dentro do género, variando de 1C = 0,43 pg em V. oblongifolia, a 1C =
0,70 pg em V. unguiculata, ambas do subgénero Vigna. Diferengas no numero e
posicao (terminal a proximal) de sitios de DNAr 35S foi observada, variando de um
(V. aconitifolia, subgénero Ceratotropis) a sete pares (V. unguiculata, subgénero
Vigna). Por outro lado, o numero de sitios de DNAr 5S se mostrou mais estavel (um
ou dois pares), com excecao de V. radiata (Ceratotropis), que apresentou um
terceiro par. A analise de reconstrucao de caracteres ancestrais revelou uma
amplificagdo no numero de sitios de DNAr 5S no clado Vigna+Plectrotropis. Além
disso, foi observada uma correlagao positiva entre numero de sitios de DNAr 35S e
tamanho do genoma, o que apoia a hipotese de que a fragao repetitiva do genoma
impacta nas variagdes no conteudo de DNA. A evolugao cariotipica do género Vigna
e sua relacdo com cultivo intenso em areas quentes e semiaridas, especialmente
para a espécie africana V. unguiculata, sdo discutidas em um contexto filogenético e
temporal.

PALAVRAS-CHAVES ADICIONAIS: analise comparativa — citogenética — conteudo
de DNA — evoluc¢ao cariotipica — FISH — hibridizagao in situ fluorescente — sintenia
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INTRODUGAO

Dentro da familia Fabaceae Lindley, a subfamilia Papilionoideae inclui leguminosas
de importancia na agricultura mundial, destacando-se Phaseolus vulgaris L. (feijao
comum) e Vigna ungiculata (L.) Walp. (feijdo-caupi), ambas pertencentes ao clado
Phaseolinae (Cardoso et al, 2013). As espécies pertencentes aos géneros
Phaseolus L. e Vigna Savi se caracterizam por apresentar em geral genomas
pequenos com tamanhos similares (ca. 600 Mb) e nimero cromossdémico, em sua
maioria, 2n = 2x = 22 (lwata et al., 2013).

O género Vigna possui cerca de 120 espécies (http://www.theplantlist.org/),
subdivididas em cinco subgéneros: trés africanos (Vigna, Haydonia e Plectrotropis),
0 americano (Lasiospron) e o asiatico Ceratotropis (Delgado-Salinas et al., 2011). Os
subgéneros Ceratotropis e Vigna destacam-se por possuirem espécies de
importancia econémica, como V. radiata L. (feijdo-da-china) e V. unguiculata (L.)
Walp. (feijao-caupi), de origem asiatica e africana, respectivamente (Baudoin &
Maréchal et al., 1988; Delgado-Salinas et al., 2011). Adicionalmente, sao
reconhecidas 12 subespécies para V. unguiculata [http://www.theplantlist.org/: subsp.
aduensis Pasquet; subsp. alba (G.Don) Pasquet; subsp. baoulensis (A.Chev.)
Pasquet; subsp. burundiensis Pasquet; subsp. cylindrica (L.) Verdc.; subsp.
dekindtiana (Harms) Verdc.; subsp. letouzeyi Pasquet; subsp. pawekiae Pasquet;
subsp. pubescens (R.Wilczek) Pasquet; subsp. sesquipedalis (L.) Verdc.; subsp.
stenophylla (Harv.) Maréchal & al.; subsp. tenuis (E.Mey.) Maréchal & al.], sendo
duas delas cultivadas (subsp. cylindrica e subsp. sesquipedalis).

Devido a importancia econbmica desses legumes, pesquisas tém sido
realizadas a fim de se obter um maior entendimento sobre a organizagao e evolugao
de seus genomas (Young & Bharti, 2012; Iwata et al., 2013). Do ponto de vista
citogenético, sondas de DNAr vém sendo consideradas excelentes marcadores
cromossOmicos, amplamente utilizados na descricdo de cariotipos, na realizagao de
andlises comparativas e em estudos de evolugdo cariotipica entre taxons
filogeneticamente relacionados (Roa & Guerra, 2012; Van-Lume et al. 2017). Em
Fabaceae, grandes variagdes no numero e na localizagdo de sitios de DNAr foram
observadas, como em Arachis L. (Seijo et al., 2004), Glycine Willd. (Krishnan et al.,
2001), Caesalpinia L. (Van-Lume et al. 2017), Lathyrus L. (Ali et al., 2000), Lens Mill.
(Galasso, 2003), Medicago L. (Falistocco, 2000), Phaseolus L. (Pedrosa et al., 2006;
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Almeida & Pedrosa-Harand, 2011), Pisum L. (Fuchs et al., 1998), Trifolium L. (Ansari
et al., 1999) e Vicia L. (Raina et al., 2001). Também foi verificada uma tendéncia
para a localizagcao, variando de proximal a intersticial para sitios de DNAr 35S, e
proximal para DNAr 5S, quando analisadas aproximadamente 100 espécies da
familia Fabaceae. Contudo, alguns géneros apresentaram variagdo, como
Phaseolus, por exemplo, cuja localizagdo dos sitios de DNAr 35S foi
predominantemente terminal (Roa & Guerra, 2012; 2015).

Em Vigna, sitios de DNAr 5S e 35S foram analisados por FISH em
cromossomos de 10 taxa apresentaram uma variagao de um a trés pares de sitios
de DNAr 5S e de um a sete pares de DNAr 35S (Zheng et al., 1993, 1994; Galasso
et al., 1995, 1997; Guerra et al., 1996; Bortoleti et al., 2012; She et al., 2015).. Por
outro lado, conteudo de DNA esta disponivel para 16 espécies, variando nas
espeécies diploides de 1C = 0,43 pg, em V. oblongifolia (syn. V. lancifolia A. Rich.,
Parida et al., 1990, com valores 1C recalibrados por Bennett & Leitch, 1995) a 0,60
pg em V. unguiculata subsp. cylindrica (Parida et al., 1990, recalibrados por Bennett
& Leitch, 1995).

Dados de sequenciamento montados em pseudomoléculas cromossémicas e
suas relacdes de sintenia com espécies proximas estao atualmente disponiveis para
trés espécies de Vigna: V. angularis, V. radiata e V. unguiculata (Kang et al., 2014;
Kang et al., 2015; https://legumeinfo.org/genomes/). A integracdo de mapa genético
e citogenético foi realizada para V. unguiculata mediante BAC-FISH em
cromossomos paquiténicos, mostrando discrepancia entre mapas relacionada a
orientagdo dos bragos para os cromossomos 6, 9 e 10 (lwata-Otsubo et al., 2016).
Por outro lado, relagdes de sintenia entre entre V. aconitifolia, V. unguiculata e P.
vulgaris foram mostradas por FISH com BACs de P. vulgaris e/lou de V. unguiculata
em cromossomos mitoticos revelando uma conservagcdo parcial da sintenia,
evidenciando translocagdes, inversdes e duplicagdo entre os genomas de ambos os
géneros (Vasconcelos et al., 2015; Oliveira, em preparacao).

Dados citogenéticos e de sequenciamento associados a informagdes de
conteudo de DNA e filogenéticas tém sido essenciais para a compreensdo da
organizagdo dos genomas de plantas na comparagdo de espécies proximamente
relacionadas (Totta et al., 2016; Moraes et al., 2017). Dessa forma, o presente
trabalho reune dados de CMA/DAPI, DNAr 5S e 35S e de conteudo de DNA para o

género Vigna. Dados cito-moleculares e de tamanho do genoma da literatura foram
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compilados, além disso, dados inéditos foram gerados para V. aconitifolia, V.
angularis, V. nakashimae, V. unguiculata subsp. cylindrica, V. unguiculata subsp.
dekindtiana e V. unguiculata subsp. sesquipedalis. Adicionalmente, uma
contextualizagao filogenética, associada aos dados de macrossintenia disponiveis
para o género, é apresentada, a fim de incrementar o entendimento a respeito da

evolugédo cariotipica do grupo.

MATERIAIS E METODOS

ANALISE CARIOTIPICA

Oito espécies/ subespécies de Vigna foram analisadas no presente trabalho quanto
a coloracdo CMA/ DAPI e a distribuicdo dos sitios de DNAr 5S e 35S.
Adicionalmente, dados da literatura foram revisitados para 22 espécies/ subespécies
do referido género: 12 pertencentes ao subgénero Vigna, nove pertencentes a
Ceratotropis e uma pertencente a Plectrotropis, totalizando 24 espécies/
subespécies (considerando apenas as especies aceitas em
http://www.theplantlist.org). As espécies e as procedéncias de suas respectivas
sementes estdo apresentadas na Tabela 1.

Para as preparacbes de cromossomos mitéticos metafasicos, pontas de
raizes de sementes recém germinadas foram pré-tradadas com 8-hidroxiquinoleina 2
mM a 18 °C por 4 h, fixadas em metanol absoluto: acido acético glacial (3:1, v/v) por
6 h em temperatura ambiente, e estocadas a — 20 °C. Em seguida, as raizes foram
lavadas trés vezes em agua destilada e digeridas em uma soluc&o de celulase 2%
(p/v, Obozuka R-10, Serva) e pectinase 20% (v/v, Sigma-Aldrich) por 4 h a 37 °C.

A preparagao das laminas seguiu Carvalho & Saraiva (1993), com pequenas
modificagdes, as laminas foram secas com uma bomba de ar e colocadas em estufa
a 37 °C durante 10 a 20 min. Para selecdo, as laminas foram coradas com solugao
de 4',6-diamidino-2-phenylindole  (DAPI) (2  pg/mL"):glicerol  (1:1, V/v).
Posteriormente, as laminas foram descoradas em etanol:acido acético glacial (3:1,
v/v) por 30 min e transferidas para etanol absoluto por 1 h, ambos em temperatura
ambiente. Apos secagem ao ar, as melhores Idminas foram estocadas a -20 °C até
realizagao dos experimentos.

Para a coloracdo CMA/DAPI, as laminas foram envelhecidas por trés dias a

temperatura ambiente e, em seguida, coradas com cromomicina A3 (CMA) (0,5 mg
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mL", 1 h) e DAPI (2 uyg mL', 30 min), montadas em tamp&o Mcllvaine’s (pH
7,0/glicerol (1:1, v/v) e estocados por outros trés dias (Schweizer & Ambros, 1994).
Apoés a captura de imagem das células, as laminas foram descoradas como descrito
acima e estocadas a - 20 °C até realizagao da FISH.

Para realizagédo da hibridizagéo in situ fluorescente (FISH), foram utilizadas as
seguintes sondas: DNAr 35S proveniente de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh (R2, um
fragmento de 6,5 kb, da unidade de repeticdo 185-5,85-25S) (Wanzenbdck et al.,
1997) e DNAr 5S proveniente de Lotus japonicus (Regel) K. Larsen (D2, um
fragmento de 400-bp contendo duas repeticdes de DNAr 5S) (Pedrosa et al., 2002).
Plasmideos foram isolados usando o kit Plasmid Mini Kit (Qiagen) e as sondas
marcadas por nick translation com digoxigenina-11-dUTP (Roche Diagnostics) e
biotina-11-dUTP (Roche Diagnostics) para DNAr 35S e 58S, respectivamente.

O pré-tratamento da FISH foi realizado de acordo com Pedrosa et al. (2001),
A desnaturagcdo das sondas e dos cromossomos, bem como os banhos pos-
hibridizagdo foram baseados emHeslop-Harrison et al. (1991). A mistura de
hibridizagao consistiu de 20-50 ng/uL sonda, formamida a 50% (v/v) 20x SSC (citrato
de sodio salino), dextran sulfato (p/v) a 5-10 ng mL™" e foi desnaturada a 75 °C por
10 min. Em seguida, as laminas foram hibridizadas a 37 °C por 48 h e realizado uma
série de banhos de estringéncia a 77%, com duas lavagens de 0,1x SSC a 42 °C por
5 min.

Sondas marcadas com digoxigenina e com biotina foram detectadas usando o
conjugado anti-digoxigenina rodamina (Roche) e alexa fluor conjugado com
estreptavidina (Invitrogen), respectivamente, em 1 % (p/v) BSA.

Imagens de células foram capturadas usando um microscopio de
epifluorescéncia Leica DMLB e uma camera DFC 340FX com o programa Leica
CW4000. Imagens foram pseudocoloridas e otimizadas para brilho e contraste com o
programa Adobe Photoshop CS4 (Adobe Systems Incorporated). A construgdo dos
idiogramas das oito espécies/subspécies de Vigna cuja analise foi realizada no
presente trabalho seguiu Pedrosa-Harand et al. (2009), utilizando o programa
MicroMeasure versdo 3.3 para medigdo e Adobe Flash CS3 para montagem do
idiograma. Para as espécies de Vigna, de Phaseolus e Lablab purpureus L., cujos
cariotipos foram compilados, esquemas dos cromossomos foram elaborados com
base em dados de FISH de DNAr da literatura (Fonséca et al., 2010; Almeida et al.,
2012; Bonifacio et al., 2012; Bortoleti et al., 2012; Almeida & Pedrosa-Harand, 2013;



75

Fonséca & Pedrosa-Harand, 2013; Choi et al., 2013; She et al., 2015; She & Jiang,
2015; Vasconcelos et al.,, 2015; Fonséca et al., 2016). Adicionalmente, os
cromossomos de V. vexillata e P. coccineus L. foram representados como
cromossomos metacéntricos de mesmo tamanho, uma vez que nao foram

publicados idiogramas para estas espécies.



Tabela 1 — Numeros de cromossomos, bandas de CMA*/ DAPI*, sitios de DNAr 35S e 5S e valor 1C (pg) em espécies de Vigna.
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N° de sitios 1€ (pg)/ p dénci
Subgénero Espécie 2n > (P9 rocedencia Referéncia
cmA‘DAP;r  DNAr DNAr Técnica
358 5S
Vigna 20 8/0 - - - Tvnu19 Galasso et al. (1996)
V. amb is Welw. ex Bak
Sy, V. hotorophylla A Rish] 20 8/0 . . . Tvnu755 Galasso et al. (1996)
- - - - 0,48/ Fe-R" 406329 Parida et al. (1990)
@l a‘;' dglgaei'r")sHook . 22 6/0 - - - Tvnu1120 Galasso et al. (1996)
(Santapau\)/'sk::g;j;’ésr:.s g Wadny 22  2a8/2a8 - - - INBPGR Shamurailatpam et al. (2015b)
8/0 - - - Tvnu 172 Galasso et al. (1993)
22

[s\;hlu\t/e%i; g;";c?l_-))BKeu”:[‘z-e] 8/0 - - - 2IITA - Nigéria Pignone et al. (1995)

- - - 0,55/ Fe-R"? 284106 Parida et al. (1990)
V. marina (Burm.f.) Merr. 22 6/0 - - - Tvnu1441 Galasso et al. (1996)
6/0 - - - Tvnu 135 Galasso et al. (1993)
V. oblongifolia A. Rich 22 4/0 - - - IITA - Nigéria Pignone et al. (1995)

[Syn. V. lancifolia A. Rich.] - - - 0,50/ Fe-R12 300178 Parida et al. (1990)

- - - 0,43/ Fe-R" 292872 Parida et al. (1990)
V. racemosa Hutc & Dalziel 22 18/0 - - - Tvnu181 Galasso et al. (1996)

V. subterranea (L.) Verdc. 22 - 6 2 - “NPGS - Uganda She et al. (2015)

Vigna 8/0 - - - Tvx 3236 Galasso et al. (1993)
[g'y ;’”\gué‘l”f";tgls('zl_) ;/vsa;&.] 22 - 6 - - 3NIAR 200001- India Zheng et al. (1994)
8/0 10 4 - 2 acessos Galasso et al. (1995)
8/0 - - - IITA - Nigéria Pignone et al. (1995)




N° de sitios

A - 1C (pg)/ P P
Subgénero Espécie 2n CMATOAPT DNAT  DNAT Técnica Procedéncia Referéncia
358 58
- 10 - - IPA 206 - Embrapa’ Guerra et al. (1996)
8,10/ 0 %4 - 9 acessos Galasso et al. (1998)
10/0 10 4 - BR14-Mulato - Embrapa Bortoleti et al. (2012)
. V. unguiculata (L.) Walp. ) ) ) . .
Vigna [Syn.V. sinensis (L.) Savi 22 8 4 RDA - Coreia Choi et al. (2013)
- 14 4 - BR14-Mulato - Embrapa Vasconcelos et al. (2015)
- 12 4 - IT97K-499-35 - Africa Iwata-Otsubo et al. (2016)
- - - 0,55/ Fe™ - Bennett & Smith (1976)
- - - 0,70/ CF1'© BR14-Mulato - Embrapa Presente trabalho
10 5 o
V. unguiculata subsp. cylindrica - 10/0 12 4 0,69/ CF IPK - Korea Presente trabalho
(L.) Verde, - - - 0,60/ Fe-R2 291385 Parida et al. (1990)
V. unguiculata subsp. dekindtiana - 6/0 6 4 - 2 acessos Galasso et al. (1998)
(Harms.) Verdc. 6/0 12 4 0,69/ CF0 IPK - Korea Presente trabalho
- 6 - - Comercial - NIAR Zheng et al. (1994)
2a8/0 - - - 5 acessos Alam et al. (2013)
V. “”QU’CU’at?LS)U\?Zfd Csesqu"Peda”s 22 - 6 4 - SRDA - Coreia Choi et al. (2013)
) 10 4 ) China National Infrastructure of She et al. (2015)
Plant Germplasm Resources
6/0 10 4 0,69/ CF10 IPK - China Presente trabalho
V. aconitifolia (Jacqg.) Maréchal 22 2a7/2a8 - - - NBPGR Shamurailatpam et al. (2015a)
3a7/3a8 - - - 10 acessos Shamurailatpam et al. (2015b)
- 2 2 - NPGS - Afeganistéo She et al. (2015)

2/0 2 2 0,49/ CF1° IPK - India Presente trabalho



http://data.kew.org/cvalues/cvalOrigReference.html

78

N° de sitios
A - 1C (pg)/ A A
Subgénero Espécie 2n R Procedéncia Referéncia
. . DNAr DNAr Técnica
CMA*/DAPI 355 55
Ceratotropis - 6 4 - RDA - Coreia Choi et al. (2013)
China National Infrastructure of
V. angularis 20 . 6 2 . Plant Germplasm Resources e Gl (BU9)
(Willd.) Ohwi & H. Ohashi 4/0 6 4 0,60/ CF10 IPK - Coreia Presente trabalho
- - - 0,55/ Fe-R"? 157649 Parida et al. (1990)
V. dalzelliana (Kuntze) Verdc. 22 2a6/3ab - - - NBPGR Shamurailatpam et al. (2015a)
2a9/2a7 - - - NBPGR Shamurailatpam et al. (2015a)
V. glabrescens (Roxb.) Verdc. 44
- - - 1,0/ Fe-R"? 207665 Parida et al. (1990)
Babu Go‘giga{g’%”; Sharma 22  3ab5/3a6 - - - NBPGR Shamurailatpam et al. (2015a)
3a9/2a7 - - - NBPGR Shamurailatpam et al. (2015a)
- 4 2 - NPGS - india She et al. (2015)
V. mungo (L.) Hepper 22
4/ 0 4 2 0,61/ CF10 IPK - Afeganistéo Presente trabalho
- - - 0,55/ Fe-R'? T9 Ignacimuthu & Babu (1988)
V. nakashimas (Ofwi) Ohwi & H. 55 8/0 10 2 0,65/ CF0 IPK Presente trabalho
- 4 4 - SNIFA - Paquistao Khattak et al. (2007)
V. radiata (L.) Wilczek
[Syn. V. sublobata (Roxb.) Babu & 22 4/ 6 4 6 - cv. Berken - Kew?® Bortoleti et al. (2012)
S.K.Sharmal]
- 4 4 - RDA - Coreia Choi et al. (2013)
V. radiata (L.) Wilczek
Ceratotropis ~ [Syn. V. sublobata (Roxb.) Babu & 4a7/3a7 - - - NBPGR Shamurailatpam et al. (2015a)
S.K.Sharmal]
) 4 4 ) China National Infrastructure of She et al. (2015)
Plant Germplasm Resources
- - - 0,55/ Fe'" - Bennett et al. (1982)

0,58/ CF1°

cv. Berken - Kew

Presente trabalho
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N° de sitios
A 2 1C (pg)/ Ayt Ayt
Subgénero Espécie 2n ot Procedéncia Referéncia
. . DNAr DNAr Técnica
CMA*/DAPI 35S 55
V. radiata (L.) Wilczek
Ceratotropis ~ [Syn. V. sublobata (Roxb.) Babu & - - - 0,48/ Fe-R"? PS16 Ignacimuthu & Babu (1988)
S.K.Sharmal]
V. trilobata (L.) Verdc. 22 - - - 0,53/ Fe-R" HFRS Parida et al. (1990)
- 2 2 - RDA - Coreia Choi et al. (2013)
3a7/3a7 - - - NBPGR Shamurailatpam et al. (2015a)
V. umbellata (Thunb.) 2a7/2a7 - - - 10 acessos Shamurailatpam et al. (2015b)
’ . o 22 . .
Ohwi & H. Ohashi } 8 2 ) China National Infrastructure of She et al. (2015)
Plant Germplasm Resources
2/0 6 2 0,58/ CF1° IPK - Coreia Presente trabalho
- - - 0,58/ Fe-R? 200841 Parida et al. (1990)
Plectrotropis V. vexillata (L.) A. Rich. 22 8/0 - - - Tvnu 72 Galasso et al. (1993)
8/0 - - - IITA - Nigéria Pignone et al. (1995)
- 6 4 - RDA - Coreia Choi et al. (2013)
- - - 0,58/ Fe-R"? 406383 Parida et al. (1990)

" National Bureau of Plant Genetic Resources (NBPGR)

2 International Institute for Tropical Agriculture (IITA)

3 National Institute of Agrobiological Resources (NIAR)

4National Plant Germplasm System (NPGS)

5 Leibniz-Institut far Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung (IPK)

6 Rural Development Administration (RDA)

"Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa)

8 Nuclear Institute for Food and Agriculture (NIFA)

9 Royal Botanic Gardens (Kew)
0 CF: Citometria de Fluxo

" Fe: Microdensitometria com coloragdo de Feulgen

2 Fe-R: Feulgen Recalibrado. Os valores C originais obtidos por microdensitometria com coloragdo de Feulgen foram calibrados usando Allium cepa (2C = 33.5 pg) como
padrdo. Por esta razdo foram recalibrados posteriormente por Bennett & Leitch (1995).
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ESTIMATIVA DO TAMANHO DO GENOMA

Dados de conteudo de DNA foram obtidos por citometria de fluxo para 10 espécies/
subespécies no presente trabalho, com dados inéditos para V. unguiculata subsp.
dekindtiana, V. unguiculata subsp. sesquipedalis e V. nakashimae. Adicionalmente,
dados da literatura para tamanhos de genoma foram utilizados para uma analise
comparativa, totalizando 16 espécies/ subespécies (considerando apenas conteudos
de DNA publicados em periodicos indexados para espécies aceitas em
http://www.theplantlist.org). Informagdes sobre as espécies, conteudos de DNA,
procedéncia das sementes utilizadas no presente trabalho estdo disponiveis na
Tabela 1 (ver também http://data.kew.org/cvalues/).

As medicbes de tamanho do genoma foram realizadas de acordo com o
descrito por Dolezel & Goédhde (1995). O tecido foliar de cada amostra foi
fragmentado juntamente com padréao de calibragdo (Zea mays L.; 2C = 5,33 pg) em
1 mL do tampé&o de isolamento (GPB — General Purpose Buffer, Loureiro et al.,
2007). Posteriormente, a amostra foi filtrada com uma membrana de nylon de 30 ym
e 0s nucleos foram corados com 60 yL de iodeto de propideo (1 mg mL™"). As
analises foram realizadas em ftriplicata e em dias diferentes no CyFlow Partec,
totalizando o minimo de 5.000 nucleos analisados por espécie/subspécies.
Adicionalmente, o programa FlowMax v.2.7 foi utilizado para gerar os histogramas
de fluxo de particulas, para que em seguida o valor 2C de cada espécie fosse
calculado de acordo com a média das razbes entre os valores de intensidade de
fluorescéncia dos picos das amostras e o padrao de referéncia. Posteriormente, o
teste de Pearson foi realizado para a correlagdo do numero de sitios de DNAr 35S
com o tamanho do genoma (valor 1C), usando o programa BioEstat 5.0. Vale
ressaltar que os valores C descritos no presente trabalho como procedentes de
Parida et al. (1990) e de Ignacimuthu & Babu (1988) foram obtidos originalmente por
microdensitometria com coloracédo de Feulgen calibrados usando Allium cepa (2C =

33.5 pg) como padréao, porém recalibrados por Bennett & Leitch (1995).

ANALISES FILOGENETICAS
O DNA gendmico foi extraido a partir de folhas jovens das espécies V. unguiculata
subsp. cylindrica, subsp. dekindtiana, subsp. sesquipedalis e V. nakashimae, de
acordo com o protocolo CTAB descrito por Weising et al. (2005). Para as demais 34

espécies/ subespécies de Vigna, bem como para as espécies de Phaseolus (grupos
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externos) utilizadas na construcdo da arvore filogenética, foram utilizados dados
disponiveis no NCBI (http//www.ncbi.nlm.nih.gov), baseada em Delgado-Salinas et al.
(2011) (Tabela 2). Duas matrizes de dados independentes foram construidas,
incluindo: (a) espécies de Vigna disponiveis baseadas em Delgado-Salinas et al.
(2011); (b) uma subamostragem, com apenas as espécies com dados citogenéticos
disponiveis.

Regides plastidiais (trnL-trnF e matK) e uma nuclear (ITS) foram amplificadas
por PCR, segundo Taberlet et al. (1991), Sang et al. (1997) e White et al. (1990),
respectivamente. Os produtos da PCR foram sequenciados na Plataforma de
Sequenciamento LABCEN, Centro de Biociéncias da Universidade Federal de
Pernambuco, utilizando o sequenciador ABI PRISM 3500 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). Cada conjunto de sequéncias foi alinhado separadamente utilizando o
software Geneious 7.1.9 (Kearse et al., 2012) e esses conjuntos foram concatenados
em uma unica matriz (4.712 pb). A anadlise filogenética Bayesiana foi entdo realizada
nesta matriz combinada. Para estimar o modelo evolutivo apropriado para todas as
sequéncias, o Akaike Information Criterion (AIC) foi usado, como implementado no
programa jModelTest 0.1.1 (Posada, 2008). O melhor modelo estimado para 0 nosso
conjunto de dados foi GTR. A analise Bayesiana foi realizada no MrBayes v3.1.2
(Ronquist & Huelsenbeck, 2003) a partir de um plugin implementado no Geneious. A
analise foi conduzida para duas corridas independentes com 1.000.000 de geragdes
cada e amostragem a cada mil arvores. Os primeiros 10% das arvores amostradas
foram descartados como burn-in. As arvores subsequentes foram mantidas para o
calculo de probabilidade a posteriori (pp) e a arvore final foi construida pelo método
de 50% Maijority-Rule Consensus Tree. As arvores foram visualizadas e editadas no

programa Figtree v1.3.1 (Rambaut, 2007).
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Tabela 2 — Numeros de acesso do NCBI para as espécies analisadas filogeneticamente.

Acesso no NCBI

Espécie
TrnL-TrnF MatK ITS
Vigna aconitifolia JX233509.1 JN008217.1  JX233501.1
V. angularis JX233507.1 EU307332.1 JX233499.1
V. mungo JX233508.1 AY582994.1 JX233500.1
V. nakashimae - JN008224.1  JF430408.1
V. radiate EU717346.1 DQ445950.1 JX233505.1
V. subterranean * * JX233498.1
V. umbellaa JX233510.1 AF142701.1 JX233502.1
V. unguiculata subsp. Cylindrical - - GQ275365.1
V. unguiculata subsp. dekindtiana - - -
V. unguiculata subsp. sesquipedalis JX233511.1 - JF430410.1
V. unguiculata EU717348.1 AY589510.1 AY748439.1
V. vexillata * JN008212.1 GQ275368.1
Phaseolus coccineus JQ041849.1 AF142702.1 AF115160.1
P. leptostachyus EU909073.1 DQ445983.1 AF115202.1
P. lunatus JX170688.1 DQ445985.1 JQ609509.1
P. macvaughii * DQ450868.1 AF115200.1
P. micranthus * DQ445992.1 AF115205.1
P. microcarpus * DQ445993.1 KF943752.1
P. vulgaris AY077929.1 DQ450862.1 JX233504.1
Dipogon lignosus (outgroup) * AY582988.1 AY583515.1
Lablab purpureus (outgroup) EU717339.1 EU717408.1 GU217604.1

*Espécies que nao possuem dados no NCBI para estas regides.
- Cédigos a serem gerados, nossos dados de sequenciamento.

METODOS FILOGENETICOS COMPARATIVOS

A reconstrucdo de estados cariotipicos ancestrais (tamanho do genoma e
numero de sitios de DNAr 5S e 35S) foram realizadas no programa Mesquite v.2.75
(Maddison & Maddison, 2011). Para isso foi utilizada a funcdo ‘Trace Character
History’ a partir da 50% majority-rule consensus tree resultante das analises de
inferéncia bayesiana (gerada a partir do alinhamento B). O estado ancestral para
‘numero de sitios de DNAr 5S’ foi inferido usando a maxima verossimilhanga sob o
modelo Markov k-state one-parameter (Mk1), no qual todas as mudancgas sao

igualmente provaveis. Os caracteres ‘numero de sitios de DNAr 35S’ e ‘tamanho do
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genoma’ foram codificados como continuos e a suas reconstru¢des feita a partir do
algoritmo de maxima parcimbnia. Para avaliar se existe correlagdo entre tamanho do
genoma e numero de sitios de DNAr, utilizamos dois métodos comparativos
diferentes: 1) teste de correlagcado de Pearson e 2) analise de ‘plot tree’ que traca a
arvore em um espaco bidimensional cujos eixos representam o estado dos taxons
em dois caracteres continuos, entdo isso permite mapear a arvore no espagco do
caracter, o que pode sugerir padrdes ou correlagdes (Maddison & Maddison 2011).
O gréfico de plot tree foi gerado no programa Mesquite e nos nds internos da arvore
foram plotados os estados ancestrais reconstruidos para ‘numero de sitios de DNAr
35S’

RESULTADOS

DISTRIBUIGAO DE BANDAS CMA/DAPI E DOS SiTIOS DE DNAr

As 22 espécies/ subespécies de Vigna analisadas citogeneticamente (Tabela 1)
apresentaram 2n = 22 cromossomos pequenos, com morfologia predominantemente,
metacéntrica satelitado (ms°), metacéntrica (= m) e submetacéntrica (= sm), com
excecao das espécies V. ambacensis (Galasso et al., 1996) e V. glabrescens
(Shamurailatpam et al.,, 2015a), que apresentaram 2n = 20 e 2n = 44,
respectivamente. A dupla coloracdo com os fluorocromos CMA/ DAPI revelou
bandas CMA® (ricas em pares de bases GC) colocalizadas com DNAr 35S, sendo
descrita pela primeira vez para V. angularis, V. unguiculata subsp. cylindrica e V.
nakashimae (Figura 1). Dentro do subgénero Vigna, o numero de bandas CMA*
variou de duas a 18 enquanto que no subgénero Ceratotropis esta variagao foi de
duas a nove (Tabela 1).

A Unica espécie do subgénero Plectrotropis analisada, V. vexillata, apresentou
oito bandas CMA* (Tabela 1). Adicionalmente, as espécies V. angularis, V. umbellata,
V. unguiculata subsp. cylindrica, subsp. sesquipedalis (presente trabalho) e V.
unguiculata (Bortoleti et al., 2012) apresentaram marcacbées CMA® em regides
pericentromeéricas (Figuras 1 e S1; Tabela 1). Por outro lado, bandas DAPI* (ricas em
AT) encontram-se descritas na literatura para sete das nove espécies analisadas
para o subgénero Ceratotropis. No subgénero Vigna, por sua vez, apenas V.

khandalensis apresentou bandas DAPI* (Shamurailatpam et al., 2015b), enquanto V.
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vexillata,a unica espécie do subgénero Plectrotropis analisada, ndo apresentou
bandas DAPI* (Galasso et al., 1993; Pignone et al., 1995).

Figura 1 - Metafases mitéticas de Vigna unguiculata subsp. dekindtiana (A-B), V. nakashimae (C-D)
e V. unguiculata subsp. cylindrica (E-F) apés coloragdo com CMA (amarelo)/DAPI (cinza) e
hibridizado in situ com sondas de DNAr 35S (verde) e 5S (vermelho). Cabecas de seta apontam para
os sitios de CMA* e DNAr 35S. Barraem F =5 uym.
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Considerando os dados de FISH disponiveis para 12 espécies/ subespécies,
pbde-se observar uma grande variagdo no numero de sitios de DNAr 35S entre os
subgéneros e as espécies de Vigna, variando de um par de sitios em V. aconitifolia
(subgénero Ceratotropis) a sete pares de sitios em V. unguiculata (subgénero Vigna).
Por outro lado, o numero de sitios de DNAr 5S foi mais estavel dentro do género
com a maioria das espécies apresentando um ou dois pares de sitios (Figuras 1, S1;
Tabela 1). Dados inéditos de FISH de DNAr foram apresentados para V. unguiculata
subsp. cylindrica e V. nakashimae.

No subgénero Vigna, o numero de sitios de DNAr 35S variou de trés pares de
sitios (em dois pares cromossdmicos) em V. subterranea a sete pares de sitios (em
seis pares cromossémicos) em V. unguiculata. As demais subespécies de V.
unguiculata apresentaram trés ou seis pares de sitios de DNAr 35S. Todos os sitios
de DNAr 35S apresentaram uma localizacdo predominantemente terminal, e com
menor frequéncia proximal ou intersticial. Esta ultima localizagdo ocorreu apenas
para os casos com dois sitios no mesmo cromossomo (V. unguiculata e V.
unguiculata subsp. dekindtiana). Adicionalmente, houve uma maior estabilidade no
numero de sitios de DNAr 5S dentro do subgénero, com um par em V. subterranea
ou dois pares de sitios nas subespécies de V. unguiculata, sempre em posi¢ao
proximal ou intercalar. Além disso, um ou dois pares de cromossomos das
subespécies de V. unguiculata foram portadores de ambos os sitios de DNAr 35S e
5S simultaneamente, localizados em bragos opostos ou de forma adjacente para o
segundo par (Figuras 1, S1; Tabela 1). No subgénero Plectrotropis, a unica espeécie
com dados de FISH disponiveis (V. vexillata) apresentou trés pares de sitios de
DNAr 35S e dois pares de DNAr 5S, sendo um dos cromossomos portador de

ambos os sitios de DNAr em bragos opostos (Figura 2; Tabela 1).
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Para o subgénero Ceratotropis, o numero de sitios de DNAr 35S variou de um
em V. aconitifolia (menor numero relatado para o género) a cinco pares em V.
nakashimae, com localizagao terminal preferencial, observando-se, contudo também
sitios proximais e intercalar, sendo este ultimo apenas em V. nakashimae. Com
relacdo aos sitios de DNAr 5S, também foi verificada uma certa estabilidade em
namero e posigao. A maioria das espécies analisadas (quatro de um total de seis
espécies) apresentou apenas um par de sitios de DNAr 5S (Figura 2; Tabela 1). As
excecgdes foram V. angularis com dois pares de sitios de DNAr 5S e V. radiata com
trés pares (em dois pares de cromossomos). Todos os sitios de DNAr 5S em
Ceratotropis foram localizados na regidao proximal, com exceg¢ao do terceiro de V.

radiata em posigao intercalar.

TAMANHO DO GENOMA

Dados de tamanho de genoma para 16 espécies diploides de Vigna, com variagao
de 1C = 0,43 em V. oblongifolia (syn. V. lancifolia A. Rich., subgénero Vigna, Parida
etal., 1990) a 0,70 pg em V. unguiculata (subgénero Vigna, presente_trabalho) foram
obtidos (Tabela 1). Resultados inéditos de conteudo de DNA foram obtidos no
presente trabalho para V. unguiculata subsp. dekindtiana (1C = 0,69 pg), subsp.
sesquipedalis (1C = 0,69 pg) e V. nakashimae (1C = 0,65 pg), além de confirmagao

de medigao para outras seis espécies/subespécies (Tabela 1).

FILOGENIA DE VIGNA E RECONSTRUGAO DE CARACTERES

A Figura 2 apresenta idiogramas das espécies de Vigna plotados sobre a
filogenia molecular mais completa do género (baseada em dados disponiveis no
NCBI e em Delgado-Salinas et al. (2011), incluindo dados inéditos para trés
subespécies de V. unguiculata: subsp. cylindrica, subsp. dekindtiana e subsp.
sesquipedalis). Adicionalmente, foi gerada uma subarvore, incluindo apenas as
espécies com informacao disponivel de numero de sitios de DNAr e de tamanho do
genoma (Figura 3), abrangendo 11 espécies/ subespécies de Vigna e como grupos
externos seis espécies do género irmao Phaseolus (Delgado-Salinas et al., 2011). A
descricdo das sequéncias analisadas filogeneticamente, incluindo os cdédigos de

acesso do GenBank encontram-se na Tabela 2.
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As relagdes filogenéticas relatadas na Figura 2 foram concordantes com a
topologia apresentada por Delgado-Salinas et al. (2011). O género Vigna foi dividido
em dois grandes clados. Um foi dividido em dois clados irmaos, dos quais o primeiro
agrupou espeécies do subgénero americano Lasiospron e espécies de Vigna
(incluindo V. subterranea) (pp = 1), e o segundo agrupou espécies dos trés
subgéneros africanos, Haydonia, Plectrotropis (representado aqui por V. vexillata) e
Vigna (pp = 1). As subespécies de V. unguiculata foram agrupadas em uma
politomia (Figura 2, ver Tabela 2) e V. vexillata foi posicionada no clado irmao desse
agrupamento (pp = 1). O segundo grande clado incluiu as espécies do subgénero
asiatico Ceratotropis (pp = 1), as quais foram agrupadas em dois clados irmaos. O
primeiro agrupou V. aconitifolia, V. mungo e V. radiata (pp = 1), enquanto o segundo

foi composto por V. angularis, V. nakashimae e V. umbellata (pp = 1).
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Tabela 3 - Caracteristicas das sequéncias TrmL-TrnF, MatK e ITS nas espécies analisadas
filogeneticamente.

Intervalo de  Porcentagem

Sites Sites
comprimento do conteudo Transi¢gées Transversées
variaveis Informativos
(pb) de G/C (%)

TrnL-
350-1063 26,4% 131 76 6 27

TrnF
MatK 780-2562 27,4% 73 44 7 10
ITS 507-848 45,2% 290 229 50 51

A analise de reconstrucdo do numero de sitios de DNAr 5S revelou que a
condicao plesiomorfica para o subgénero Ceratotropis € a presenga de um par de
sitios (Figura 3A). Por outro lado, para o clado Vigna+Plectrotropis, dois pares
parece ser a condigdo plesiomérfica mais provavel. Contudo, um baixo numero de
espécies encontra-se amostrado neste clado. Adicionalmente, foi testada a
correlagdo entre numero de sitios de DNAr 35S e tamanho do genoma, sendo
observada correlagédo positiva e significativa (r = 0,8878; p = 0,0003) uma vez que
espécies com maior quantidade de sitios de DNAr 35S apresentaram valores de
tamanho de genoma maiores (Tabela 1). Essa correlagdo também foi investigada
pela fungao plot tree que confirmou a tendéncia de correlagédo positiva entre esses

caracteres (Figura 3B).

DISCUSSAO

O presente trabalho apresentou uma integracéo de dados da literatura relacionados
a distribuicdo da heterocromatina CMA* ou DAPI*, de sitios de DNAr 35S e 58S,
tamanho do genoma em um contexto evolutivo. Foram incluidos dados citogenéticos
inéditos para V. nakashimae, V. unguiculata subsp. cylindrica, subsp. dekindtiana e
subsp. sesquipedalis, que se somaram as analises anteriores de outras espécies do
género Vigna.

Pequenas diferengas foram observadas quando comparados os resultados da
FISH de DNAr previamente publicados (Zheng et al., 1993; Bortoleti et al., 2012;
Choi et al., 2013; She et al., 2015; Vasconcelos et al., 2015) em relagdo ao presente

trabalho. Variagdo no numero, localizacdo e tamanhos de sitios de DNAr
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encontradas podem ser explicadas pela utilizagado de diferentes acessos, padrao de
condensagao cromossémica ou variagées na metodologia e/ou sistema de captura
de imagem utilizados. Adicionalmente, divergéncias também foram observadas para
dados de tamanho do genoma previamente descritos (Bennett & Smith, 1976;
Bennett et al., 1982; Ignacimuthu & Babu, 1988; Parida et al., 1990, dados destes
dois ultimos autores recalibrados por Bennett & Leitch, 1995) quando comparados
aos dados obtidos por citometria de fluxo no presente trabalho. Estas diferengas
estdo provavelmente relacionadas a utilizagdo de diferentes acessos, como por
exemplo, observado no trabalho descrito por Parida et al. (1990) para V. oblongifolia
(1C = 0,50 pg) e sua sinonimia V. lancifolia (1C = 0,43 pg), ou de diferentes técnicas,
como observado para V. unguiculata com 1C = 0,60 pg pela técnica de
microdensitometria com coloragao de Feulgen (Parida et al., 1990) ou com 1C = 0,70
pg por citometria de fluxo (presente trabalho).

A heterocromatina constitutiva centromérica/pericentromérica foi descrita para
oito de 10 espécies analisadas anteriormente (pertencentes aos subgéneros
Ceratotropis, Plectrotropis e Vigna) por bandeamento C. As exceg¢des foram V.
gracilis e V. marina (Zheng et al., 1991; Galasso et al., 1993; Galasso et al., 1996),
que apresentaram apenas bandas CMA* terminais ndo coradas positivamente pelo
bandeamento C (Galasso et al., 1996), provavelmente sitios de DNAr 35S. Na
maioria das espécies de Vigna, as bandas CMA* foram restritas aos sitios de DNAr
35S, ndo colocalizando com a heterocromatina pericentromérica (Galasso et al.,
1996). Apenas as espécies V. angularis, V. umbellata, V. unguiculata subsp.
cylindrica, subsp. sesquipedalis (presente trabalho) e V. unguiculata (Bortoleti et al.,
2012) apresentaram marcagbes CMA* em regides pericentroméricas. Por outro lado,
enquanto a presengca de bandas C ou CMA® foi independente do subgénero
analisado, as bandas DAPI*, foram encontradas preferencialmente nas espécies
pertencentes a Ceratotropis (Shamurailatpam et al., 2015a).

Como a heterocromatina pericentromérica parece ser uma condigdo comum a
maioria das espécies de Vigna analisadas, as diferengas no tamanho do genoma
mostradas no presente trabalho aparentemente estdo correlacionadas ao numero de
sitios de DNAr 35S por espécie, como sugerido por Prokopowich et al. (2002) para
eucariotos em geral, considerando 162 espécies de plantas e animais. Contudo, nao
se observou uma relagao entre tamanhos de genomas e a proximidade filogenética.

Por exemplo, o menor e o maior conteudo de DNA de espécies diploides foram
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encontrados em espécies do subgénero Vigna, para V. oblongifolia (1C = 0,43 pg,
Parida et al.,, 1990) e para V. unguiculata (1C = 0,7 pg, presente trabalho),
respectivamente. Esta ultima espécie e suas subespécies apresentaram os maiores
tamanhos de genoma diploide (0,69-0,70 pg) e os maiores numeros de sitios de
DNAr 35S (5 a 7 pares) (She et al., 2015; Vasconcelos et al., 2015; presente
trabalho).

Em Phaseolus, as espécies em geral apresentam baixo numero de sitios de
DNAr 35S por genoma haploide (1 ou 3), com localizagdo terminal preferencial
(Zheng et al., 1994; Guerra et al., 1996; Moscone et al., 1999; Almeida et al., 2012;
Bonifacio et al., 2012; Fonséca & Pedrosa-Harand, 2013; Fonséca et al., 2016),
embora em P. vulgaris o numero de sitios tenha variado significativamente dentro da
espécie (3—9 por genoma haploide) (Pedrosa et al., 2006). Segundo Fonséca e
Pedrosa-Harand (2017), a origem dos sitios adicionais parece ter resultado de
eventos restritos ao clado do grupo Vulgaris, que inclui P. vulgaris e P. coccineus.
Em Vigna, as nove espécies apresentaram um (uma espécie), dois (duas espécies),
trés (trés espécies), quatro (uma espécie) ou cinco a sete (duas espécies, incluindo
as subespécies de V. unguiculata) pares de sitios de DNAr 35S (Tabela 1; Choi et al.,
2013; She et al., 2015; Vasconcelos et al., 2015; presente trabalho). Embora a
presencga de trés pares de sitios tenha sido encontrada em maior proporgdo e um
namero proximo a 3 tenha sido sugerido como plesiomoérfico pela reconstrugao de
caracteres, dois pares parece ser o numero ancestral, considerando a posicao
terminal nos cromossomos portadores como ancestral para os géneros Vigna. Assim
como em Phaseolus (Roa & Guerra, 2012), a posi¢ao terminal para os sitios de
DNAr 35S é a mais frequente (35 de 46 pares de sitios identificados) e encontrada
em todas as espécies de Vigna analisadas, observando-se uma maior proporgéo de
espécies portadoras de dois pares terminais, com ou sem presenca de sitios
proximais ou intersticiais adicionais.

Adicionalmente, a presenca de sitios de DNAr 35S e 5S em um mesmo
cromossomo, em um mesmo bragco cromossémico ou em bragos opostos so foi
encontrada nas subespécies de V. unguiculata (subgénero Vigna) e em V. vexillata
(subgénero Plectrotropis) (Choi et al., 2013; She et al., 2015; Vasconcelos et al.,
2015; presente trabalho), que, embora de subgéneros diferentes, foram agrupadas
em um mesmo clado. A presenga simultanea de loci de DNAr 35S e 5S, em um

mesmo bragco cromossémico ou em bracos opostos também foi reportada para a
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leguminosa Lablab purpureus (L.) Sweet (She & Jiang, 2015) bem como para P.
vulgaris (Pedrosa-Harand et al., 2006), P. coccineus (Almeida et al., 2012), ambas
pertencentes a um mesmo clado, porém nao esta presente nas demais espécies de
Phaseolus analisadas (Almeida & Pedrosa-Harand, 2011; Fonséca & Pedrosa-
Harand, 2013; Fonséca et al., 2016). Esta condigao para os sitios de DNAr 35S e 5S
parece ter ocorrido de forma independente nos referidos géneros, mas parece ser
uma condig¢ao relativamente comum nas espécies vegetais, sendo observada em 94
dos 162 géneros de angiospermas e gimnospermas analisados (Roa & Guerra,
2015).

Em Phaseolus, os sitios de DNAr 35S e 5S estdo conservados nos
cromossomos 6 e 10, respectivamente (Fonséca et al., 2016). Em Vigna, no que diz
respeito ao DNAr 35S, V. unguiculata e V. aconitifolia também compartiiham o
mesmo cromossomo 6 ancestral (Vasconcelos et al., 2015; Oliveira et al., em
preparagao), indicando ancestralidade do referido cromossomo para ambos os
géneros. Contudo, para o DNAr 5S, apesar de V. unguiculata ter preservado este
loci no cromossomo 10 (Vasconcelos et al., 2015), o caridtipo de V. aconitifolia
parece ter acumulado rearranjos cromossémicos incluindo a localizagdo do DNAr 5S,
presente no cromossomo 5 (Oliveira et al., em preparagédo). Contudo, este rearranjo
parece ter ocorrido dentro do género Vigna, apos divergéncia de ambos os géneros,
corroborando a hipétese de Ilwata et al. (2013), que sugerem que rearranjos
cromossOmicos ou de transposicdo envolvendo /oci de DNAr ocorreram apoés a
divergéncia de P. vulgaris e V. unguiculata.

O DNAr tem sido considerado um sitio fragil, devido a repetitividade de locus,
resultando em hotspots para recombinagao e para quebras seguidas de rearranjos
cromossOmicos, gerando por consequéncia, alteragbes estruturais nos
cromossomos e variagdes no numero e na localizagéo de sitios de DNAr (Huang et
al., 2008, 2012; Singh & Barman, 2013; Tchurikov et al., 2015; Lan et al., 2016).

Em Vigna, a evolugdo em concerto por crossing over desigual ou por
recombinagcdo ndo homologa parece ter desempenhado um papel muito importante
especialmente para mudancas nos /loci terminais, tanto em numero de /oci quanto de
unidades de repeti¢ao por locus (Wendel et al., 1995; Rosato et al., 2017).

Outra possibilidade proposta por Dubcovsky & Dvorak (1995), € a do modelo
de dispersao, amplificacdo e delegao, em que o loci de 35S pode mudar de posi¢cao

via dispersdo dos loci menores, com amplificacdo do numero de copias de genes
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nesses loci menores e posterior delegdo dos /loci maiores originais. Adicionalmente,
mudancgas no numero de sitios de DNAr pode ocorrer por acdo de elementos moéveis
(retrotransposons), que se acumulam nas proximidades ou ao redor de loci de DNAr
(Raskina et al., 2004a; 2004b; Kalendar et al., 2008).

Em Allium cernuum Roth (Amaryllidaceae), o segmento de um
retrotransposon do tipo copia-like denominado “reliquia” localizado na regido
espacadora intergénica (IGS) do DNAr 35S parece estar relacionado ao aumento no
namero de copias e a dispersdao do DNAr 35S (Chester et al., 2010). Em Vigna, a
subunidade de repeticdo com 174 pb da regido espagadora intergénica do DNAr ou
similar (176 pb) foi encontrada nos loci de DNAr 35S de V. angularis, V. radiata e V.
unguiculata mas também de forma independente arranjada em tandem nos
genomas das duas ultimas espécies (Unfried et al., 1991; Iwata-Otsubo et al., 2016),
sendo confirmada por FISH e considerada a repeticdo em tandem mais abundante
no genoma de V. unguiculata (lwata-Otsubo et al., 2016).

A espécie V. unguiculata e suas subespécies, crescidas geralmente em
regides quentes e semiaridas (Singh, 2005), apresentaram os maiores tamanhos de
genoma e parecem ter acumulado as maiores divergéncias em relagdo ao numero e
a posicao de sitios de DNAr 35S, além da presenca de cromossomos portadores de
DNAr 35S e 5S simultaneamente, tanto no mesmo brago quanto em bracos
cromossOmicos opostos. Essa variabilidade cariotipica pode estar relacionada a
instabilidade genémica induzida por condigbes ambientais adversas de calor e de
seca extremos, como foi sugerido previamente para Deschampsia antarctica Desv.
(Poaceae) coletada em quatro ilhas da Antartica Maritima, crescidas em ambiente de
frio extremo (Amosova et al., 2014). O aumento da instabilidade genémica pode ser
ativado por elementos méveis, como consequéncia de efeitos adversos nas plantas,
desempenhando um papel importante na dispersdo de sitios de DNAr (Kalendar et
al., 2008; Chester et al., 2010). Por outro lado, o subgénero Ceratotropis parece ter
preservado um numero de sitios de DNAr 35S por genoma haploide menor e com
baixa variagdo (1-3), com excegao de V. nakashimae, com cinco pares de sitios e V.
umbellata com trés ou quatro pares (dependendo do acesso analisado) (Bortoleti et
al., 2012; She et al., 2015; presente trabalho).
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CONCLUSOES

Nossas analises indicam que as diferengcas no tamanho do genoma mostradas no
presente trabalho aparentemente estdo relacionadas ao numero de sitios de DNAr
35S encontrados por espécie. Por outro lado, embora as sequéncias de DNAr
aparentemente tenham tido uma evolugao cariotipica independente nos subgéneros
Vigna e Ceratotropis, a maioria das espécies de Ceratotropis foram portadoras de
menor numero de sitios de DNAr de 5S e 35S. Além disso, considerando o numero,
a posicdo dos sitios de DNAr 35S nos cromossomos portadores e as relagdes
filogenéticas das espécies de Vigna, pode-se indicar que dois pares de sitios parece
ser o numero ancestral, embora a presenga de trés pares tenha sido encontrada em
maior propor¢ao. Embora a presente amostragem ainda seja pequena, o numero de
sitios de DNAr 5S permite diferenciar os clados Vigna+Plectrotropis de Ceratotropis,
com uma amplificagdo no numero desses sitios em Vigna+Plectrotropis, sugerindo
que a analise comparativa de sitios de DNAr por FISH pode possibilitar a
identificacdo de sinapomorfias cariotipicas. No caso de V. unguiculata, a maior
quantidade sitios de DNAr e maiores genomas podem estar relacionados a
condi¢cdes ambientais e a sua historia de cultivo. Sendo Vigna um género de origem
relativamente recente (10 milhdes de anos — Delgado-Salinas et al. 2011), a notavel
variabilidade no numero e posicdo de sitios de DNAr e no conteudo de DNA
reportada aqui sugere que a fragao repetitiva do genoma das espécies desse género

seja altamente dinamica.
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6 DISCUSSAO GERAL

As reconstrugcdes filogenéticas para Vigna, baseadas em dados de
distribuicdo geografica (Lavin et al., 2003; 2005; Delgado-Salinas et al., 2011) e em
sequéncias de DNAr-ITS e cloroplastidiais (petA-psbdJ, psbD-trnT, trnT-trnE elou
trnT-trnL), sugerem a divisdo do género em trés grupos principais: asiatico, africano
e americano (Goel et al., 2002; Yano et al., 2004; Lavin et al., 2005; Tun YT e
Yamaguchi, 2007; Delgado-Salinas et al., 2011). No presente trabalho, a arvore
filogenética gerada, derivada de dados de sequéncias de espagadores intergénicos
(ITS), plastidiais (trnL-trnF e matK) e do conteudo de DNA presente nas espécies e
subespécies, corroborou a visao filogenética anteriormente reportada. Por outro lado,
as divergéncias observadas para dados de tamanho do genoma previamente
obtidos por microdensitometria com coloragdo de Feulgen (Bennett e Smith, 1976;
Bennett et al., 1982; Ignacimuthu e Babu, 1988; Parida et al., 1990) e os dados
obtidos por citometria de fluxo no presente trabalho provavelmente sdo decorrentes
das metodologias e dos diferentes acessos utilizados (Bennett e Smith, 1976;
Bennett et al., 1982; Ignacimuthu e Babu, 1988; Parida et al., 1990).

A hibridizacao in situ fluorescente utilizando sequéncias de DNAr foi realizada
em varias espécies de plantas e tem sido utilizada como uma ferramenta para
identificar e compreender a organizagdo cromossdmica, niveis de ploidia, aumento
e/ou redugédo do DNA repetitivo e do tamanho do genoma,permuta desigual relagcéo
com elementos transponiveis, a filogenia e estudo de evolugdo cromossdémica dentro
e entre espécies relacionadas (Roa e Guerra 2012; 2015). Estudos citogenéticos
utilizando sondas de DNAr em Vigna relataram pelo menos um par de sitio de DNAr
35S terminal colocalizado com bandas CMA* para as espécies avaliadas.
Comparacbes cariotipicas interespecificas utilizando fluorocromos CMA/ DAPI
relataram que apenas trés espécies e duas subespécies de Vigna [V. angularis, V.
umbellata, V. unguiculata subsp. cylindrica, subsp. sesquipedalis (presente trabalho)
e V. unguiculata (Bortoleti et al., 2012)] apresentaram marcagdes CMA* em regides
pericentroméricas e em algumas espécies pertencentes a Ceratotropis foram
encontradas bandas DAPI* nas regides intersticiais (Shamurailatpam et al., 2015b).
A diversificagdo das regides de heterocromatina também foi observada para

espeécies de outros géneros como Vicia, Phaseolus, Sesbania e Cicer (Greilhuber
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1975; Zheng et al., 1991; Forni-Martins et al., 1994; Forni-Martins e Guerra, 1999),
que pode estar envolvida nos processos de diferenciacédo desse género.

Uma grande variagdo no numero, tamanho e posicdo de sitios de DNAr
dentro de Vigna foram relatadas (Zheng et al., 1993; Bortoleti et al., 2012; Choi et al.,
2013; She et al., 2015; Vasconcelos et al., 2015). Essas variagdes no numero e
posicdo de sitios de DNAr podem ser decorrentes de mecanismos diferentes, tais
como, rearranjos cromossémicos, crossing-over desiguais e / ou transposi¢ao
(Moscone et al. 1999; Raskina et al. 2004; Datson e Murray 2006; Chung et al.
2008; ; Schubert e Lisak 2011), além de poderem estar relacionados a instabilidade
genb6mica induzida por condigbes ambientais adversas, as quais podem ativar
elementos moéveis (Kalendar et al., 2008; Chester et al., 2010; Amosova et al., 2014).
Assim, o DNAr tem sido considerado um sitio fragil, devido a repetitividade de locus,
resultando em hotspots para recombinagdo e para quebras seguidas de rearranjos
cromossOmicos (Huang et al., 2008, 2012; Singh & Barman, 2013; Bustamante et al.,
2014; Tchurikov et al., 2015; Lan et al., 2016; Rocha et al., 2015; 2017).

Vigna unguiculata apresentou um maior numero de sitios de DNAr 35S (sete
pares) dentro do género e quando comparada ao seu ancestral, Vigna unguiculata
subsp. dekindtiana (seis pares, anteriormente V. unguiculata subsp. unguiculata var.
spontanea) (Padulosi e Ng 1997; Vasconcelos et al., 2015). A presenga de um sitio
de DNAr 35S no mesmo brago cromossdmico portador de sitio de DNAr 5S, ausente
em sua espécie ancestral, pode ter sido resultante da acdo de elementos méveis, de
rearranjo cromossémico ou de crossing-over desigual. A presenga simultanea dos
dois sitios em um mesmo bragco também foi relatada para Vigna unguiculata subsp.
cylindrica, P. vulgaris, P. coccineus e para a espécie africana Lablab purpureus.

Em Phaseolus, o numero de sitios de DNAr 35S no genoma haploide pode
variar entre 1-3 pares para o DNAr 35S com localizac&o terminal preferencial (Zheng
et al., 1994; Guerra et al., 1996; Moscone et al., 1999; Pedrosa et al., 2006; Almeida
et al., 2012; Bonifacio et al., 2012; Fonséca & Pedrosa-Harand, 2013; Fonséca et al.,
2016), embora em P. wvulgaris tenha sido observada uma variagdo numérica
significativa (3-9 pares) (Pedrosa et al., 2006). Segundo Fonséca e Pedrosa-Harand
(2017), a origem dos sitios adicionais parece ter resultado de eventos restritos ao
clado do grupo Vulgaris, que inclui P. vulgaris e P. coccineus. No que se refere ao
DNAr 5S, um ou dois pares foram observados, com localizagédo preferencial para a

regido proximal. Por sua vez, Vigna apresentou de um a sete pares de sitios de
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DNAr 35S com prevaléncia para a posicao terminal e um a dois pares de sitios de
DNAr 5S com preferéncia para a posigao proximal e intersticial (Tabela 1; Choi et al.,
2013; She et al., 2015; Vasconcelos et al., 2015; presente trabalho). Embora trés
pares de sitios tenham sido encontrados em maior quantidade nas espécies de
Vigna, dois pares parece ser o numero ancestral, considerando a posigao terminal
nos cromossomos portadores como ancestral para os géneros Vigna.

A conservacdo do DNAr 35S e 5S foi observada em Phaseolus nos
cromossomos 6 e 10, respectivamente. No entanto, apenas o cromossomo 6 de
Vigna apresentou-se conservado, indicando ancestralidade do referido cromossomo
para ambos os géneros (Vasconcelos et al., 2015; Fonséca et al., 2016; Oliveira et
al., em preparacgao). Apesar de V. unguiculata ter preservado o loci de DNAr 5S no
cromossomo 10 (Vasconcelos et al., 2015), o cariétipo de V. aconitifolia demonstra
que rearranjos cromossOmicos ocorreram no loci DNAr 5S, posicionando-0 em no
cromossomo 5 (Oliveira et al., em preparagédo). Contudo, este rearranjo parece ter
ocorrido dentro do género Vigna, apdés divergéncia de ambos o0s géneros,
corroborando com a hipétese de lwata et al. (2013), que sugerem que rearranjos
cromossOmicos ou a transposicdo envolvendo /oci de DNAr ocorreram apds a
divergéncia de P. vulgaris e V. unguiculata.

Um dos principais fatores que influencia na evolugdo cromossémica € o
rearranjo da estrutura dos cromossomos, como inversoes, translocacdes, fissao,
fusdo, duplicacbes e delegdes. Os rearranjos cromossémicos podem promover
modificacdes na estrutura, tamanho, forma e composi¢cdo do cromossomo, além de
induzir alteracdo do numero cromossomico (Lysak et al., 2006; Luo et al., 2009).

Estudos citogenéticos comparativos revelaram diversos rearranjos
cromossémicos em espécies de plantas, como relatado em Brassicaceae (Ziolkowski,
2002; Lysak et al., 2006; 2010; Fransz et al., 2016), Solanaceae (Lou et al., 2010) e
Poaceae (Febrer et al., 2010; Betekhtin et al., 2014). Entre Arabidopsis lyrata e A.
thaliana foram observados cinco eventos de inversdes, duas translocagdes e trés
fusdes / fissbes (Lisak et al., 2006). Brachypodium distachyon, B. sylvaticum e
Brachypodium pinnatum também foram diferenciadas por rearranjos cromossémicos,
como duplicagbes, translocagbes e inversdes (Betekhtin et al., 2014). Entre V.
aconitifolia e V. unguiculata foram observadas trés inversdes pericéntricas (Vac2,
Vac3 e Vac4) e a auséncia da duplicagdo em Vac3, indicando quebras de

colinearidade, além de uma translocacdo envolvendo Vac1-Vac5, revelando a
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quebra da sintenia com Vu1-Vu5. Translocagdes como estas, também foram
relatadas entre V. unguiculata, V. radiata e V. angularis envolvendo sete dos 11
pseudoscromossomos destas espécies (https://legumeinfo.org/genomes/
gbrowse/vigun.IT97K-499-35).

Entre V. aconitifolia e P. vulgaris duas translocagdes foram reveladas (Pv2 e
Pv3 resultaram em Vac2 e Vac3; Pvl e Pv8 originaram Vac1 e Vac8) e seis
pseudomoléculas de P. vulgaris (Pv4, Pv6, Pv7, Pv9, Pv10 e Pv11) apresentaram
sintenia entre as espécies de Vigna, P. vulgaris, P. lunatus e P. microcarpus, com
apenas uma quebra de colinearidade originada pela inversao pericéntrica observada
em Vu4 (Pedrosa-Harand et al., 2009; Fonséca et al., 2010; Bonifacio et al., 2012;
Almeida e Pedrosa-Harand, 2013; Fonséca e Pedrosa-Harand, 2013).
Adicionalmente, 20 sondas BACs (14 de Pv e seis de Vu) e o bacteriéfago SJ19.12
nao apresentaram marcacao ou foram dispersas em V. aconitifolia, indicando que
algumas sequéncias podem ser espécie-especificas e estar ausentes em algumas
espécies, como foi observado para V. unguiculata e algumas espécies de Phaseolus.
Por outro lado, as sequéncias dispersas provavelmente apresentam sequéncias
repetitivas em seus insertos, como observado por Pedrosa-Harand et al. (2009) e
Fonséca et al. (2010) para FISH dos referidos BACs em P. vulgatris.

Dessa forma, o estudo da filogenia associada as técnicas de coloragdo com
flourocromos CMA/DAPI e a FISH com sondas de DNAr 5S, DNAr 35S e BACs de P.
vulgaris e de V. unguiculata, possibilitou a construcdo de arvores filogenéticas
comparativas, a construgdo de um mapa citogenético de V. aconitifolia e a realizagéo
de analises cito-comparativas entre espécies dos géneros Vigna e Phaseolus,
fornecendo informagdes sobre a diversidade genética intra- e intergenérica,
colaborando com estudos de macrossintenia e possibilitando um melhor

entendimento a respeito da evolugao cariotipica do grupo.
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7 CONCLUSOES

1. A posicao e o numero de sitios de DNAr 35S sao variaveis dentro do género
Vigna, com predominancia de localizagao terminal e dois pares de sitios como

provavel numero ancestral para o género.

2. Os sitios de DNAr 5S sao estaveis dentro de Vigna, com predominancia de dois

pares de sitios em regides proximais para o DNAr 5S.

3. A evolugéo cariotipica relacionada aos sitios de DNAr 35S parece ter acontecido

de forma independente entre os subgéneros Ceratotropis e Vigna.

4. Vigna aconitifolia apresenta conservagado parcial da macrossintenia quando
comparada a V. unguiculata e a espécies do género Phaseolus, observando-se

rearranjos cromossdmicos tais como translocagoes, inversdes e duplicagdes.
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ANEXO A - FIGURA SUPLEMENTAR 1 DO ARTIGO 1

Figura S1 — Metafases mitéticas de Vigna aconitifolia (A-B), V. angularis (C-D), V. mungo (E—
F), V. umbellata (G-H) e V. unguiculata subsp. sesquipedalis (I-J) apds coloragdo com CMA
(amarelo)/DAPI (cinza) e hibridizado in situ com sondas de DNAr 35S (verde) e 5S (vermelho).
Cabegas de seta apontam para os sitios de CMA* e DNAr 35S. Barraem J =5 um.



