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RESUMO 

 

Sequências repetitivas são responsáveis por grandes diferenças entre os genomas, pois variam 

mais rapidamente que sequências únicas. Além disso, eventos de recombinação entre 

sequências repetitivas similares podem levar a rearranjos cromossômicos. No gênero 

Phaseolus, o grupo Leptostachyus, com três espécies incluindo P. leptostachyus e P. 

macvaughii, apresenta cariótipo disploide devido a uma inserção cêntrica, além de várias 

translocações. O objetivo do trabalho foi investigar a fração de DNA repetitivo dessas duas 

espécies e analisar sua possível relação com a ocorrência de rearranjos. Para isso, suas sequências 

repetitivas foram comparadas com as de outras 11 espécies, três delas cariotipicamente estáveis. 

As sequências foram agrupadas por similaridade no RepeatExplorer e a ferramenta Tarean foi 

usada para identificação de DNAs satélites. As principais sequências foram localizadas in situ. 

Os elementos Ty3/gypsy, mais especificamente a linhagem Chromovirus, foram os mais 

abundantes em Phaseolus e tiveram uma distribuição cromossômica preferencialmente 

pericentromérica. A variação na abundância das principais linhagens de elementos 

transponíveis entre espécies de Leptostachyus foi similar à variação entre as mesmas e as 

demais espécies do gênero, sugerindo rápido turnover no grupo. Os DNAs satélites 

compartilhados revelaram padrões de distribuição cromossômica diferentes entre as espécies, 

confirmando sua rápida evolução no genoma. A distribuição atípica de um dos satélites se 

mostrou compatível com uma possível associação desse com os rearranjos cromossômicos 

frequentes no grupo. 

 

 

Palavras-chaves: Chromovirus; DNA satélite; rearranjos cromossômicos; retrotransposons. 

  



       

ABSTRACT 

 

Repetitive sequences are responsible for large differences between the genomes because they 

diverge faster than unique sequences. In addition, recombination events between similar 

repetitive sequences may lead to chromosomal rearrangements. In the Phaseolus genus, the 

Leptostachyus group, with three species including P. leptostachyus and P. macvaughii, presents 

disploid karyotype due to a centric insertion, in addition to many translocations. The aim of this 

work was to investigate the repetitive DNA fraction of these two species and to analyze the 

possible relation with the occurrence of rearrangements. For this, their repetitive sequences 

were compared with 11 other species, three of which were karyotypically conserved. The 

sequences were clustered by similarity in the RepeatExplorer pipeline and the TAREAN tool 

was used to identify satellite repeats. The main sequences were located in situ. The Ty3/gypsy 

elements, more specifically Chromovirus, were the most abundant in Phaseolus species and 

had preferentially a pericentromeric chromosomal distribution. The variation in abundance of 

the main transposable lineages between Leptostachyus species was similar to the variation 

between them and the other species of the genus, suggesting rapid turnover in this groupShared 

satellite DNAs revealed different patterns of chromosome distribution among species, 

confirming their rapid evolution in the genome. The atypical distribution of one satellite family 

was compatible with a possible association of this and the frequent chromosomal 

rearrangements in the group. 

 

 

Keywords: chromosomal rearrangements; chromovirus; retrotransposons; satellite DNA. 
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1 INTRODUÇÃO 

A especiação e a diversificação das plantas estão relacionadas a mudanças no genoma 

nuclear. O genoma é constituído por sequências de cópia única e por até 90% de sequências 

repetitivas, segmentos de DNA que estão presentes em múltiplas cópias. Essas sequências 

repetitivas são consideradas geradoras de grandes diferenças entre os genomas, uma vez que 

acumulam variações na sequência e número de cópias mais rapidamente que as sequências 

únicas durante a evolução, inclusive entre espécies próximas (Mehrotra e Goyal 2014). 

As alterações no genoma também podem afetar desde um segmento cromossômico a 

um conjunto cromossômico inteiro, sendo tanto numéricas (poliploidia e disploidia) quanto 

estruturais (rearranjos cromossômicos) (Guerra 2008; Stormea e Masonb 2014). Geralmente, 

essas mudanças na configuração do cariótipo resultam principalmente de eventos de 

recombinação entre sequências repetitivas similares que podem levar a fusões, fissões, 

translocações e inversões cromossômicas (Schubert e Lysak 2011). 

Mais recentemente, os avanços nas tecnologia de sequenciamento genômico de nova 

geração (NGS) têm permitido explorar genomas de um número cada vez maior de espécies, 

permitindo caracterizar inclusive a fração repetitiva do genoma (Novák et al. 2013; Veeckman 

et al. 2016). O DNA repetitivo pode estar distribuído de forma dispersa, como elementos 

transponíveis, ou restrito a locais específicos em uma configuração em tandem (Mehrotra e 

Goyal, 2014). Em muitas espécies os elementos transponíveis são o principal representante da 

fração repetitiva do genoma, chegando a representar cerca de 75% do genoma do milho, 40% 

do genoma humano e 20% do genoma de Arabidopsis thaliana (Slotkin e Martienssen, 2007). 

Não se sabe ao certo porque alguns grupos apresentam taxas de evolução cariotípica 

maiores que outros. Em Arabidopsis, uma forte redução no número de cromossomos foi 

promovida por uma taxa acelerada de rearranjos, principalmente inversões e translocações 

(Mandáková et al. 2010). Como as espécies de Brassicaceae passaram por vários ciclos de 

poliplodização e diploidização do genoma, é possível que as altas taxas de rearranjos 

cromossômicos possam estar associadas à sua origem poliploide. 

No gênero Phaseolus, pertencente à família Fabaceae, exclusivamente diploide e 

relativamente estável com 2n = 22 (Fonsêca e Pedrosa-Harand 2013; Bonifácio et al. 2012), 

um pequeno grupo monofilético de três espécies com cerca de 1,7-3,4 milhões de anos, o grupo 

Leptostachyus, apresenta o cariótipo disploide (2n = 20) (Delgado-Salina et al. 2006). Inúmeros 

rearranjos estruturais, incluindo uma inserção cêntrica que levou a disploidia e diversas 

translocações, algumas compartilhadas e outras não, foram observados no grupo, sugerindo 



       11 

uma taxa de evolução cariotípica aumentada recentemente (Ferraz et al. 2016; Fonsêca et al. 

2016).  

O gênero Phaseolus apresenta algumas espécies de grande importância socioeconômica, 

como o feijão comum (P. vulgaris) e a fava (P. lunatus) (Broughton et al. 2003). Devido a isso, 

várias ferramentas genômicas estão disponíveis, desde bibliotecas BACs à sequências 

completas de genomas. Além disso, apresenta desde espécies com poucos rearranjos 

cromossômicos até espécies, como no grupo Leptostachyus, que apresentam uma alta taxa de 

rearranjos cromossômicos. Uma vez que a poliploidia não pode ser a causa dessa maior taxa de 

rearranjos no grupo Leptostachyus, as perguntas que motivaram este trabalho foram: 1) Há 

diferenças na composição da fração repetitiva entre os genomas do grupo Leptostachyus e dos 

demais grupos, cariotipicamente mais estáveis? 2) Uma ou mais famílias de sequências 

repetitivas estão associadas aos rearranjos presentes no grupo? Nossa hipótese é que há 

associação entre a taxa de evolução de sequências repetitivas e de rearranjos estruturais no 

grupo, por isso nossa predição é que haveria uma maior divergência na abundância de algumas 

famílias de DNA repetitivo e uma possível associação espacial entre essas famílias mais 

divergentes e os rearranjos previamente mapeados. 

Sendo assim, o objetivo do trabalho foi investigar, por meio de análises bioinformática e 

citogenética, o conjunto de sequências repetitivas de duas espécies do Clado Leptostachyus, P. 

leptostachyus e P. macvaughii, e da espécie do clado irmão P. lunatus, relativamente estável 

estruturalmente, e a possível associação dessas sequências com eventos de rearranjos 

cromossômicos no grupo. Adicionalmente, foi feito uma análise comparativa da fração repetitiva 

incluindo as três espécies sequenciadas nesse trabalho e mais 12 espécies do gênero, cujos 

genomas já se encontravam disponíveis (Rendón-Anaya et al. 2017). 
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA  

2.1 SEQUÊNCIAS REPETITIVAS DO GENOMA EUCARIOTO 

 

As sequências repetitivas de DNA estão presentes em todas as plantas superiores e 

podem representar até 90% do tamanho do genoma em algumas espécies. Consistem em 

segmentos de DNA que estão presentes em múltiplas cópias no genoma e podem estar 

distribuídas de forma dispersa, como elementos transponíveis, ou restritos a locais específicos 

numa configuração em tandem, ou seja com as várias cópias adjacentes uma após a outra 

(Mehrotra e Goyal, 2014). 

As sequências repetidas em tandem podem ser classificadas de acordo com o tamanho 

do monômero em três grupos: microssatélites, minissatélites e DNA satélites (Mehrotra e 

Goyal, 2014). As quantidades de repetições em tandem variam significativamente em diferentes 

espécies de plantas. Apesar de geralmente estar em menor proporção que os elementos 

transponíveis, no rabanete (Raphanus sativus L.), por exemplo, sequências satélites são os 

elementos mais abundantes, correspondendo a cerca de 13% do genoma (He et al. 2015). 

O DNA satélite (DNAsat) é um componente principal das regiões heterocromáticas de 

genomas eucariotos, sendo encontrado principalmente em regiões centroméricas e 

subteloméricas dos cromossomos e geralmente apresenta uma elevada dinâmica evolutiva 

(Biscotti et al. 2015). Uma sequência particular de DNAsat pode ser específica de uma espécie 

ou estar presente em muitas espécies indicando que algumas sequências repetitivas evoluem 

rapidamente, enquanto outras podem ser conservadas. O DNA centromérico é geralmente a 

repetição em tandem mais abundante encontrada em plantas e animais (Melters et al. 2013). 

Em Rhynchospora pubera, espécie com cromossomos holocêntricos, foi identificado o DNA 

satélite Tyba presente ao longo de todo o holocentrômero e associado à CENH-3 (Marques et 

al. 2015). Já as famílias de sequências repetitivas subteloméricas geralmente são gênero ou 

espécie especificas, como é o caso da família TRI no cromossomo Y de Silene latifolia (Cermak 

et al. 2008).  

Os elementos transponíveis são elementos móveis capazes de se inserir no genoma e se 

replicar de forma autônoma. Podem ser classificados de acordo com a composição e forma de 

replicação em: retrotransposons (Classe I), os quais se replicam através de intermediários de 

RNA e cDNA, ou transposons de DNA (Classe II), com excisão e reintegração do próprio 

elemento de DNA (Lambowitz  et al. 2015). Esses elementos variam em abundância entre os 
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genomas de eucariotos, representando cerca de 75% do genoma do milho, 40% do genoma 

humano e 20% do genoma Arabidopsis thaliana (Slotkin e Martienssen, 2007).  

Os elementos da classe I são divididos em retrotransposons LTR (Long Terminal 

Repeats; Longas Repetições Terminais) e retrotransposons não LTR, baseado na estrutura do 

elemento e no mecanismo de transposição. Os retrotransposons não LTR são frequentes nos 

genomas de mamíferos e correspondem aos elementos LINE (Long Interspersed Nuclear 

Element, Elementos Nucleares Interdispersos Longos), que são os elementos longos 

intercalados autônomos, e SINE (Short Interspersed Nuclear Element, Elementos Nucleares 

Interdispersos Longos) que são os elementos curtos intercalados não autônomos, uma vez que 

dependem dos LINEs para amplificação (Wessler, 2006). 

Por sua vez, os retrotransposons LTR são classificados em Ty3-gypsy, Ty1-copia, 

retrovírus, BEL e DIRS1 (Goodwin e Poulter, 2002), caracterizados por apresentarem uma 

sequência terminal LTR e conter ao menos dois genes, gag e pol, responsáveis por codificar o 

capsídeo, a protease, a transcriptase reversa e a integrase (Wessler, 2006). Esses elementos são 

os principais responsáveis pela variação do tamanho do genoma em diversos grupos de plantas, 

como foi visto na tribo Fabeae, onde uma única linhagem de retrotransposons LTR Ty3-gypsy, 

os elementos Ogre, representa a maior parte dessa variação (Macas et al. 2015), e em Panax, 

onde a subfamília PgDel1, também Ty3-gypsy, foi responsável por grande parte da variação do 

tamanho do genoma das espécies analisadas (Lee et al. 2017). 

Evidências recentes sugerem que a fração repetitiva pode ter grandes efeitos na função 

e evolução dos genomas e cromossomos de plantas e animais e que diferenças nessa fração 

podem refletir as distâncias evolutivas entre as espécies (Mehrotra e Goyal 2014; Zhu et al. 

2016; Ayres-Alves et al. 2017). Eventos de transposição também podem introduzir mutações 

e controlar a expressão gênica (Lambowitz et al. 2015), além de levar a rearranjos estruturais, 

como observado na espécie modelo Arabidopis thaliana (Fransz et al. 2016). Tudo isso torna 

o estudo dessa fração do genoma um atrativo para pesquisadores interessados no assunto. 

 

 

2.1.1 Caracterização das sequências repetitivas do genoma 

 

As sequências repetitivas podem ser caracterizadas através de diferentes técnicas. 

Inicialmente, as análises se baseavam no princípio da cinética de reassociação do DNA (análise 

de C0t), uma vez que quanto mais repetida é uma sequência no genoma, mais rápida sua 

renaturação (Peterson et al. 2002). Utilizando-se da fração C0t em Arachis hypogaea L. foi 
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possível identificar novos repeats que permitiram distinguir citogeneticamente os 

cromossomos correspondentes aos genomas A e B do amendoim tetraploide (Zhang et al. 

2012).  

Com o avanço da tecnologia, novas técnicas de sequenciamento além de novas 

metodologias de caracterização surgiram para otimizar esse processo, permitindo que mais 

sequências pudessem ser analisadas e de forma mais detalhada. No sequenciamento de nova 

geração (NGS) milhões de sequências são geradas simultaneamente e com grande qualidade e 

robustez, além de baixo ruído (Buermans e Dunnen 2014). Além disso, o preço do 

sequenciamento tem se apresentado mais acessível, o que torna a metodologia mais atrativa 

para o estudo dos genomas de um número cada vez maior de espécies.  

O sequenciamento de genomas inteiro em baixas coberturas (por exemplo, 0,1× do 

genoma) permite a obtenção da fração repetitiva. Essas sequências podem ser analisadas 

utilizando ferramentas como a plataforma Galaxy/RepeatExplorer (https://repeatexplorer-

elixir.cerit-sc.cz/galaxy/), que tem como princípio o agrupamento de sequências por 

similaridade (clustering) ao comparar par-a-par todos os reads gerados no sequenciamento. 

Com isso, permite caracterizar a composição e abundância dessas sequências no genoma 

(Novák et al. 2010, 2013). Outra ferramenta computacional mais específica para análise dos 

elementos dispostos em tandem é o TAREAN, que permite detecção de DNAs satélite de alta 

confiança (Novák et al. 2017). Os dados obtidos podem ser analisados individualmente ou ainda 

em abordagens genômicas comparativas. Na tribo Fabeae, por exemplo, o acúmulo diferencial 

de DNA repetitivo justificou 85% da variação de tamanho do genoma encontrada entre as 23 

espécies analisadas, e a maior parte dessa diferença foi resultado de uma única linhagem de 

retrotransposons LTR (Macas et al. 2015).  

As sequências repetitivas encontradas podem ser amplificadas por PCR com os primers 

específicos e visualizadas citogeneticamente através da técnica de hibridização in situ 

fluorescente (FISH), que consiste no pareamento de determinado segmento marcado de DNA 

ou RNA com uma sequência de nucleotídeos complementar situada dentro do núcleo ou 

citoplasma (Guerra, 2004). Em Paphiopedilum, o DNA satélite SatA foi identificado e 

caracterizado nas regiões centroméricas, pericentroméricas e subteloméricas dos cromossomos 

de todas as sete espécies do subgênero Parvisepalum, com padrão específico para cada espécie, 

o que revela a rápida evolução dessa sequência (Lee et al. 2018).  
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2.1.2 Evolução das sequências repetitivas e rearranjos cromossômicos 

 

Sequências repetitivas são consideradas geradoras de grandes diferenças entre os 

genomas, uma vez que durante a evolução acumulam variações na sequência e no número de 

cópias mais rapidamente que as sequências únicas, inclusive entre espécies proximamente 

relacionadas (Mehrotra e Goyal, 2014). As mudanças no genoma também podem afetar desde 

um segmento cromossômico a um conjunto cromossômico inteiro, sendo tanto numéricas 

(poliploidia e disploidia) quanto estruturais (alterações cromossômicas) (Guerra, 2008; Stormea 

e Masonb, 2014).  

Não se sabe ao certo porque alguns grupos apresentam taxas de evolução cariotípica 

maiores que outros. Em Arabidopsis, uma forte redução no número de cromossomos foi 

promovida por uma taxa acelerada de rearranjos, principalmente inversões e translocações 

(Mandáková et al. 2010). Geralmente, essas mudanças na configuração do cariótipo resultam 

principalmente de eventos de recombinação entre sequências repetitivas similares que podem 

levar a fusões, fissões, translocações e inversões cromossômicas (Schubert e Lysak, 2011). Na 

espécie modelo A. thaliana, a inversão paracêntrica encontrada no cromossomo 4 foi resultado 

da atividade do transposon Vandal que realocou um segmento de heterocromatina pericêntrica 

e mostrou forte associação a uma maior tolerância a seca (Fransz et al. 2016). Uma vez que a 

disploidia descendente (com redução no número cromossômico) é acompanhada pela perda de 

centrômeros e telômeros, a redução do número de cromossomos contribui para o encolhimento 

rápido e diploidização de um genoma poliploide (Schubert et al. 2016). Como as espécies de 

Brassicaceae passaram por vários ciclos de poliplodização e diploidização do genoma, é 

possível que as altas taxas de rearranjos cromossômicos possam estar associadas à sua origem 

poliploide (Dodsworth et al. 2016). 

Mudanças nas sequências de DNA repetitivo e alterações cromossômicas são 

frequentemente relacionadas à diversificação de espécies e especiação. No entanto, embora a 

poliploidia seja frequentemente implicada na diversificação vegetal e relacionada à 

reestruturação genômica, não está claro qual o papel das sequências repetitivas para a evolução 

cromossômica ou quais os fatores mais relevantes em espécies diploides. 
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2.2 O GÊNERO PHASEOLUS 

 

2.2.1 Taxonomia e Filogenia 

 

O gênero Phaseolus L. pertence à família Fabaceae, terceira maior família entre as 

Angiospermas, está incluída na ordem Fabales, classe Magnoliopsida. Apresenta cerca de 100 

espécies, popularmente conhecidas como feijões e distribuídas pelas Américas, que constitui 

seu centro de origem (Broughton et al. 2003).  

Pela sua grande importância, tanto na nutrição humana quanto como forragem para 

gado, o gênero é foco de muitos estudos agronômicos, sistemáticos e genéticos. Uma análise a 

partir de dados combinados de DNA ribossomal ITS/5,8S e de um loco plastidial trnK revelou 

seu monofiletismo e a existência de dois clados principais (clados A e B), que se subdividem 

em oito clados, além de quatro espécies independentes: Phaseolus glabellus, P. macrolepis, P. 

microcarpus e P. oaxacanus (Delgado-Salinas et al. 2006).  

As espécies do clado A são distribuídas principalmente no México e não ocorrem na 

América do Sul nem em ilhas oceânicas. De forma geral, florescem apenas durante a estação 

chuvosa (exceto P. microcarpus), são sensíveis à perturbação do habitat e geralmente não 

toleram um longo período de geada. Por outro lado, as espécies do clado B são mais amplamente 

distribuídas pelas Américas e conseguem habitar ilhas. Florescem durante a estação seca ou 

chuvosa, não são sensíveis a perturbações e algumas toleram um longo período de geada 

(Delgado-Salinas et al. 2006). 

Delgado-Salinas e colaboradores (2006) estimaram a idade aproximada do gênero 

Phaseolus entre 6-8 Ma. Entre os 8 clados, o grupo Vulgaris é o mais antigo com cerca de 1,8-

3,9 Ma, seguido de Leptostachyus com 1,7-3,4 Ma, enquanto que os mais novos incluem os 

grupos Filiformis, Pedicellatus e Polystachios com apenas 0,6-1,4 Ma. 

 

2.2.2 Características morfológicas e importância econômica 

 

De forma geral, o gênero é composto por plantas eudicotiledôneas com flores perfeitas 

que geralmente se autofecundam. São plantas herbáceas anuais, com um sistema radicular 

composto por uma raiz principal pivotante e sistema caulinar composto por uma haste principal 

ramificada ereta ou não. As folhas são compostas de três folíolos, sendo um terminal e dois 

laterais e opostos. As flores apresentam um cálice verde gamossépalo e a corola composta por 

cinco pétalas brancas, amareladas, rosadas ou violáceas, constituindo a maior o estandarte, as 
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médias, as duas asas e as duas últimas soldadas, a quilha. O gineceu é composto por um único 

pistilo com o ovário súpero e o androceu é composto por 10 estames. O fruto silvestre é 

deiscente do tipo legume, característico da família, onde as valvas se contorcem em espiral após 

deiscência e as sementes podem apresentar tamanho e coloração variada (Silva e Costa, 2003).  

O gênero dos feijões inclui no clado B pelo menos cinco espécies cultivadas em todos 

os continentes do mundo, excetuando a Antártica, e utilizadas na alimentação humana: P. 

vulgaris L., P. lunatus L., P. coccineus L., P. polyanthus Greenman e P. acutifolius A. Gray. 

Entre elas, P. vulgaris, o feijão comum, compreende a fonte de proteína mais importante para 

diversas populações, principalmente na África e América Latina (Broughton et al. 2003), 

complementando outros alimentos ricos em carboidratos. Além de fonte de proteína, essa 

espécie também é fonte de vitaminas do complexo B, sais minerais, ferro, cálcio e fósforo, 

suprindo aproximadamente 20% do requerimento diário desses nutrientes em um adulto. Outra 

espécie economicamente importante, P. lunatus (a fava), apesar de ser menos cultivada que o 

feijão comum, é uma importante alternativa de alimento e renda para populações locais em 

regiões do nordeste do Brasil (Oliveira et al. 2004).  

 

 

2.2.3 Caracterização citogenética do gênero Phaseolus 

 

Citogeneticamente, o gênero Phaseolus é caracterizado por ser exclusivamente diploide. 

A maioria das espécies apresenta 2n = 22 e número básico x = 11 e um cariótipo simétrico 

composto predominantemente de cromossomos metacêntricos e submetacêntricos pequenos e 

morfologicamente similares (Mercado-Ruaro e Delgado-Salinas, 2000).  

A partir de dados convencionais, os principais fatores relatados para explicar a evolução 

cariotípica em Phaseolus são rearranjos cromossômicos como inversões pericêntricas ou 

paracêntricas, translocações e perda ou ganho de cromatina (Sarbhoy, 1977, 1980; Sinha e Roy, 

1979). Por meio da FISH com BACs e bacteriófagos, Pedrosa-Harand e colaboradores (2009) 

mapearam primeiramente três cromossomos da espécie. Posteriormente, utilizando além de 

BACs e bacteriófago, dois plasmídeos contendo as sequências do DNAr 5S e 35S, Fonsêca e 

colaboradores (2010) mapearam os oito pares restantes do feijão do genótipo mesoamericano 

‘BAT93’. Os resultados somados da comparação com os correspondentes mapas genéticos, 

tornaram disponíveis 43 pontos de ancoragem entre os mapas genético e físico citogenético.  

O mapeamento comparativo realizado com a fava (P. lunatus) resultou no 

estabelecimento das homeologias cromossômicas e os mecanismos evolutivos que moldaram 
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seu cariótipo, quando comparado a P. vulgaris. Assim como o feijão comum, a fava está 

incluída no clado B, o que as tornam filogeneticamente próximas. Todos os 11 pares de 

cromossomos, com exceção do par 5 que foi identificado pela ausência de marcadores, foram 

identificados a partir da FISH utilizando 16 clones de cópia única. Os resultados revelam uma 

significativa conservação da sintenia, pois todos os BACs hibridizaram nos mesmos pares 

cromossômicos em ambas as espécies. Apesar disso, foram detectadas pelo menos três 

inversões pericêntricas (Bonifácio et al. 2012), com quebras de colinearidade das sequências.  

A mesma conservação de sintenia foi observada para P. microcarpus, uma espécie 

selvagem do gênero pertencente ao clado A, e portanto mais distante filogeneticamente de P. 

vulgaris. Nessa espécie, 24 BACs apresentaram sinais únicos e foram utilizados para 

identificação dos 11 pares cromossômicos. No entanto, quatro quebras na colinearidade, 

provavelmente causadas por inversões cromossômicas, foram detectadas pela comparação dos 

dois genomas (Fonsêca e Pedrosa-Harand, 2013). 

A FISH revelou ainda, para ambas as espécies analisadas, a presença de sítios de DNAr 

5S e 35S nos cromossomos 10 e 6, respectivamente (Bonifácio et al. 2012; Fonsêca e Pedrosa-

Harand, 2013), assim como observado em P. vulgaris (Fonsêca et al. 2010). Isso mostra que 

esses sítios se encontram conservados nesses cromossomos nas espécies do gênero, apesar de 

existirem alguns sítios adicionais não conservados em outros cromossomos em algumas 

espécies.  

 

2.2.3.1 O clado Leptostachyus 

 

Apesar da grande estabilidade numérica e relativa estabilidade estrutural do gênero 

(Bonifácio et al. 2012; Fonsêca e Pedrosa-Harand, 2013), um pequeno clado de três espécies, 

que constituem o grupo Leptostachyus (clado B), apresenta um cariótipo disploide com 2n = 

20 e um par cromossômico relativamente maior que os demais (Mercado-Ruaro e Delgado-

Salinas, 1998). O grupo inclui P. leptostachyus, P. micranthus e P. macvaughii, sendo a 

primeira de diversificação mais recente e a última mais basal na filogenia de Delgado-Salinas 

e colaboradores (2006). 

Para o grupo Leptostachyus, Mercado-Ruaro e Delgado-Salinas (1998), a partir da 

análise do número e morfologia cromossômica, sugeriram que o evento de disploidia 

descendente também esteve envolvido na evolução do cariótipo dessas espécies, porém o 

mecanismo envolvido não havia sido esclarecido. A análise citogenética comparativa foi 

realizada até o momento em P. macvaughii e P. leptostachyus através da FISH com sequências 
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de P. vulgaris e revelou um evento único que deu origem a disploidia do grupo a partir de uma 

inserção cêntrica envolvendo os cromossomos 10 e 11. No entanto, rearranjos adicionais foram 

observados associados a esse evento, dentre eles várias translocações e inversões, algumas 

exclusivas e outras compartilhadas (Fonsêca et al. 2016; Ferraz et al. 2016).  

Em P. leptostachyus foram observadas translocações envolvendo os cromossomos 1, 2, 

3, 4, 6, 7, 8 e 9, além de duas inversões nos cromossomos 3 e 7, do tipo paracêntrica e 

pericêntrica respectivamente (Fonsêca et al. 2016). Por outro lado, P. macvaughii apresentou 

apenas uma translocação de parte do cromossomo 2 para o cromossomo 1 e inversões 

pericêntricas envolvendo os cromossomos 3 e 9. A presença de rearranjos exclusivos para as 

duas espécies após a inserção cêntrica, que levou a disploidia, sugere não um momento único 

de grande reestruturação genômica, mas uma taxa de evolução cariotípica elevada em um curto 

intervalo de tempo, com rearranjos sucessivos e independentes desde o surgimento do grupo há 

cerca de 1,7-3,4 milhões de anos (Ferraz et al. 2016). 

 

2.2.4 Principais sequências repetitivas em Phaseolus 

 

Além de uma detalhada caracterização estrutural (Fonsêca e Pedrosa-Harand 2013; 

Bonifácio et al. 2012; Fonsêca et al. 2016; Ferraz et al. 2016), várias sequências repetitivas 

foram caracterizadas (David et al. 2009; Iwata et al. 2013; Richard et al. 2013; Gao et al. 2014; 

Ribeiro et al. 2017) e o genoma completo do feijão comum (P. vulgaris) e de outras espécies 

do gênero foram sequenciados (Schmutz et al. 2014; Rendón-Anaya et al. 2017) e estão 

disponíveis (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Assim, o grupo se apresenta como bom modelo 

para estudar a evolução cariotípica em plantas diploides. 

O genoma de P. vulgaris (feijão comum), espécie de maior importância econômica e 

mais bem estudada do gênero, é constituído por aproximadamente 45% de sequências 

repetitivas (Schmutz et al. 2014), com predomínio de blocos heterocromáticos 

pericentroméricos, subteloméricos e de DNAr (Fonsêca et al. 2010). Mais de 5.000 elementos 

transponíveis foram observados em P. vulgaris (Gao et al. 2014), como o pvCACTA1, 

aparentemente restrito ao gênero (Gao et al. 2014, 2016). A maioria dos elementos repetitivos 

do genoma são retrotransposons LTR, integrados nos últimos 2 milhões de anos, que cobrem 

cerca de 37% do genoma e estão classificados em 165 famílias, incluindo 65 Ty1-copia, 78 

Ty3-gypsy e 22 famílias não classificadas. Cerca de 20% desses elementos foram inseridos no 

genoma do feijão comum a menos de 0,5 milhão de anos, sugerindo que os retrotransposons 
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LTR sofreram eventos de amplificação recentes nessa espécie, assim como em outras 

leguminosas (Schmutz et al. 2014).  

A análise comparativa também revelou a predominância de retrotransposons LTR em 

outras espécies do gênero e em espécies do gênero relacionado Vigna, com exceção de P. 

acutifolius que apresentou sequências de DNA satélite como os elementos repetitivos mais 

abundantes do genoma. Dentre os retrotransposons, a superfamília Ty3-gypsy, em particular os 

elementos Ogre-Tat e Chromovirus, foi encontrada em maior proporção em todas as espécies 

estudadas, com exceção novamente de P. acutifolius, que apresentou predomínio da família 

Ty1-copia (Ribeiro et al. 2019). 

Em eucariotos superiores, os centrômeros contêm tipicamente várias cópias de uma 

família de DNAsat. As sequências centroméricas CentPv1 e CentPv2, que evoluíram 

independentemente, estão localizadas em dois conjuntos distintos de cromossomos. O CentPv1 

está organizado em estruturas de repetição de ordem superior (HOR) referidas como Nazca e 

são altamente abundantes nos centrômeros de P. vulgaris e encontradas em menor número de 

cópias em outras espécies do grupo Vulgaris, sugerindo uma rápida evolução das repetições 

centroméricas no gênero. Já o DNAsat CentPv2 é constituído de monômeros organizados de 

forma aleatória (Iwata et al. 2013; Iwata-Otsubo et al. 2016). 

Uma sequência satélite originada do IGS do DNAr, denominada CC4, também foi 

isolada do feijão comum (Falquet et al. 1997). Essa sequência, exclusiva de Phaseolus, está 

presente na região centromérica ou pericentromérica das espécies do gênero, co-localizada ou 

não com o DNAr 35S (Almeida et al. 2012). Outras sequências centroméricas foram 

identificadas para P. coccineus e para P. acutifolius (Ribeiro et al. 2019). 

Uma outra sequência repetitiva, denominada PvMeso, foi isolada e caracterizada sendo 

restrita à região terminal do cromossomo 7 nos acessos mesoamericanos de P. vulgaris. Os 

dados indicaram que uma repetição do cromossomo 11 foi amplificada no cromossomo 7 após 

o isolamento dos pools gênicos andinos e mesoamericanos (Ribeiro et al. 2011). 

Uma proporção menor da heterocromatina está localizada em regiões subteloméricas 

contendo a sequência de satélites khipu, bem como o DNAr 35S. O DNA satélite khipu, ligado 

ao grupo de genes de resistência B4 do feijão comum (Geffroy et al., 2009), é específico para 

o gênero e apresenta uma grande variação intragenérica no número de cópias (David et al. 2009; 

Richard et al. 2013; Ribeiro et al. 2017). A análise genômica dessa sequência revelou uma 

extensa recombinação entre cromossomos não homólogos nas regiões subteloméricas e também 

sugeriu a troca de sequências entre subtelômero e centrômero (Richard et al. 2013).  
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Inserido no espaçador não transcrito (NTS) do DNAr 5S no genoma de P. vulgaris, foi 

identificada a sequência jumper. Essa sequência está presente em todas as espécies de 

Phaseolus, mas é amplificada como DNAsat independente apenas em P. microcarpus, na qual 

se mostra associada ou não a khipu em subtelômeros e centrômeros (Ribeiro et al. 2017). 

No geral, a distribuição das repetições de satélite centroméricos e subteloméricos é 

estável, ao passo que o número de cópias das repetições varia, indicando uma rápida 

amplificação/redução das repetições em regiões genômicas específicas (Iwata-Otsubo et al. 

2016). Para o grupo Leptostachyus, apenas khipu foi investigado até o momento, revelando 

uma sequência abundante com sinais de hibridização em 18 dos 20 cromossomos de P. 

leptostachyus (Ribeiro et al. 2017) e ausente ou em baixa concentração em P. macvaughii 

(Ferraz et al. 2016). 
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Resumo 

 

A especiação e a diversificação das plantas estão relacionadas a mudanças no genoma nuclear. 

Mudanças estruturais no cariótipo resultam principalmente de eventos de recombinação entre 

sequências repetitivas. Em Phaseolus, cariotipicamente estável, o grupo Leptostachyus (P. 

leptostachyus, P. micranthus e P. macvaughii) apresenta alta taxa de rearranjos, incluindo uma 

inserção cêntrica compartilhada que levou a disploidia do clado. Este trabalho teve como 

objetivo analisar, de forma individual e comparada a outras espécies do gênero, a fração de 

DNA repetitivo de P. leptostachyus e P. macvaughii e sua possível relação com a ocorrência de 

rearranjos. Para isso, as sequências genômicas de baixa cobertura foram agrupadas por 

similaridade no RepeatExplorer e a ferramenta TAREAN foi usada para identificação de DNAs 

satélites. As principais sequências foram localizadas in situ. Retrotransposons LTR, mais 

precisamente Ty3/gypsy da linhagem Chromovirus, foram os elementos repetitivos mais 

abundantes. Diferenças marcantes em abudância das principais linhagens foram observadas 

entre as espécies de Leptostachyus. A maior divergência foi observada na fração de DNA 

satélite e três novas famílias foram caracterizadas. Os satélites revelaram padrão de hibridização 
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distintos nas espécies analisadas, confirmando a rápida evolução dessas sequências no genoma. 

A distribuição atípica de um dos satélites se mostrou compatível com uma possível associação 

dessa família e rearranjos cromossômicos frequentes no grupo. 

 

 

Palavras-chaves: Chromovirus, DNA satélite, rearranjos cromossômicos, retrotransposons 
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Introdução 

 

Sequências repetitivas consistem em segmentos de DNA que estão presentes em 

múltiplas cópias no genoma de todas as espécies de plantas e podem chegar a até 90% do DNA 

total em algumas espécies (Mehrotra e Goyal 2014). Apesar de serem, por muito tempo, 

consideradas “DNA lixo”, evidências recentes sugerem que sequências repetitivas podem ter 

grandes efeitos na função e evolução dos genomas e cromossomos de plantas e animais 

(Mehrotra e Goyal 2014; Zhu et al. 2016; Ayres-Alves et al. 2017). 

Essas sequências podem estar distribuídas de forma dispersa, como elementos 

transponíveis, ou em uma configuração em tandem, como os DNA satélites. As sequências 

repetidas em tandem são classificadas de acordo com o tamanho da unidade de repetição em 

microssatélites, minissatélites e DNA satélites (Mehrotra e Goyal 2014) e geralmente se 

apresentam em menor proporção no genoma que os elementos transponíveis. O DNA satélite 

(DNAsat) é um componente principal das regiões heterocromáticas, sendo encontrado 

principalmente em regiões centroméricas e subteloméricas dos cromossomos e geralmente 

apresenta uma rápida taxa de evolução, tanto em sequência como em número de cópias (Biscotti 

et al. 2015). Uma sequência particular de DNAsat pode ser específica de um cromossomo ou 

de uma espécie, ou estar presente em muitas espécies de um grupo, indicando que algumas 

sequências repetitivas evoluem mais rapidamente que outras (Robledillo et al. 2018; Cermak 

et al. 2008; Gong et al. 2012; Zhang et al. 2014).  

Os elementos transponíveis são elementos móveis capazes de se inserir no genoma e se 

replicar e são classificados como retrotransposons (Classe I) ou transposons de DNA (Classe 

II) (Lambowitz et al. 2015). Os elementos da classe I são divididos em retrotransposons LTR 

(Long Terminal Repeats) e não LTR. Os retrotransposons não LTR são frequentes nos genomas 

de mamíferos e correspondem aos elementos LINE (Long Interspersed Nuclear Element) e 

SINE (Short Interspersed Nuclear Element) (Wessler 2006). Já os retrotransposons LTR, mais 

abundantes em vegetais, são classificados em Ty3-gypsy, Ty1-copia, Bel-Pao, retrovírus e 

retrovírus endógeno (ERV) (Wicker et al. 2007) caracterizados por apresentarem uma 

sequência terminal LTR e conter ao menos dois genes, gag e pol (Wessler 2006). Esses 

elementos são os principais responsáveis pela variação do tamanho do genoma em diversos 

grupos de plantas, como foi visto na tribo Fabeae, onde uma única linhagem de retrotransposons 

LTR Ty3-gypsy, os elementos Ogre, representa a maior parte dessa variação (Macas et al. 

2015). 
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O sequenciamento de nova geração (NGS) de genomas inteiros em baixa cobertura 

(genome skimming), associado a algoritmos especializados de bioinformática, tem permitido 

a ampla caracterização da fração repetitiva do genoma de um número cada vez maior de 

espécies (Novák et al. 2013). Diferenças nas proporções de elementos repetitivos podem 

refletir as distâncias evolutivas entre as espécies (Zhu et al. 2016; Ayres-Alves et al. 2017; 

Dodsworth et al. 2017). Além disso, eventos de transposição de elementos transponíveis, por 

exemplo, podem introduzir mutações e controlar a expressão gênica (Lambowitz et al. 2015), 

assim como levar a rearranjos estruturais (Raskina et al. 2004, Fransz et al. 2016, Siljak-

Yakovlev et al. 2017).  

Não se sabe ao certo porque alguns grupos apresentam taxas de evolução cariotípica 

maiores que outros. A poliploidia é frequentemente implicada na diversificação vegetal e 

relacionada à reestruturação genômica. Após eventos de poliploidia, os genomas passam, de 

forma mais ou menos rápida, por um fenômeno de diploidização, processo complexo que inclui 

muitas vezes vários rearranjos cromossômicos para redução numérica (Li et al. 2017). Em 

Arabidopsis, uma forte redução no número de cromossomos foi promovida por uma taxa 

acelerada de rearranjos, principalmente inversões e translocações (Mandáková et al. 2010). A 

passagem por vários ciclos de poliplodização e diploidização do genoma pode estar relacionada 

com as altas taxas de rearranjos cromossômicos nas espécies poliploides (Dodsworth et al. 

2016). Contudo, como existe na família Brassicaceae poliploides estáveis (Mandáková et al. 

2010b), outros fatores podem estar relacionados à ocorrência de uma maior taxa de rearranjos 

nesse grupo.  

As mudanças estruturais do cariótipo resultam principalmente de eventos de 

recombinação entre sequências repetitivas similares que podem levar a fusões, fissões, 

translocações e inversões cromossômicas (Schubert e Lysak 2011). Em A. thaliana, a inversão 

paracêntrica encontrada no cromossomo 4 foi resultado da atividade do transposon Vandal, que 

realocou um segmento de heterocromatina pericêntrica e mostrou forte associação a uma maior 

tolerância à seca (Fransz et al. 2016). Não está claro, no entanto, qual o papel das sequências 

repetitivas para a evolução cromossômica de forma mais ampla ou quais os fatores mais 

relevantes em espécies diploides. 

O gênero Phaseolus, que apresenta algumas espécies de grande importância 

socioeconômica, como o feijão comum (P. vulgaris) e a fava (P. lunatus) (Broughton et al. 

2003), é caracterizado por ser exclusivamente diploide, com 2n = 22 na grande maioria das 

espécies (Fonsêca e Pedrosa-Harand 2017). Apesar de uma grande estabilidade numérica 

(Mercado-Ruaro e Delgado-Salinas 2000) e relativa estabilidade estrutural (Fonsêca e Pedrosa-
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Harand 2013; Bonifácio et al. 2012), um pequeno grupo monofilético de três espécies com 

cerca de 1,7-3,4 milhões de anos, o grupo Leptostachyus, apresenta um cariótipo disploide (2n 

= 20) (Mercado-Ruaro e Delgado-Salinas 1998). Inúmeros rearranjos estruturais, incluindo uma 

inserção cêntrica que levou à disploidia, e diversas translocações, algumas compartilhadas e 

outras não, foram observadas no grupo. Os rearranjos foram em menor número na espécie que 

divergiu primeiro, P. macvaughii, e mais numerosos na espécie de diversificação mais recente, 

P. leptostachyus, sugerindo uma taxa de evolução cariotípica aumentada recentemente (Ferraz 

et al. 2016; Fonsêca et al. 2016). 

Além de uma detalhada caracterização estrutural (Fonsêca e Pedrosa-Harand 2017), 

várias sequências repetitivas foram identificadas no gênero (David et al. 2009; Iwata et al. 

2013; Richard et al. 2013; Gao et al. 2014; Ribeiro et al. 2017). Um DNA satélite abundante 

no grupo Vulgaris, khipu, foi associado ao grande dinamismo da região subtelomérica e a rápida 

evolução de genes de resistência a doenças (Chen et al. 2018). O genoma completo do feijão 

comum (P. vulgaris) e de outras espécies do gênero foram sequenciados e estão disponíveis 

(Schmutz et al. 2014; Rendón-Anaya et al. 2017). Assim, o grupo se apresenta como bom 

modelo para estudar a evolução cariotípica em plantas diploides, particularmente investigando 

se há relação entre uma maior ocorrência de rearranjos cromossômicos com sequências 

repetitivas recém amplificadas. 

Dessa forma, o objetivo do trabalho foi investigar, por meio de análises bioinformáticas e 

citogenéticas, o conjunto de sequências repetitivas de espécies do grupo Leptostachyus e a 

possível associação dessas sequências com eventos de rearranjos cromossômicos no grupo. Para 

isso, além da caracterização detalhada de três espécies, duas do grupo Leptostachyus e uma do 

grupo externo Lunatus, foi feita uma análise comparativa da fração repetitiva com mais 12 

genomas do gênero Phaseolus (Rendón-Anaya et al. 2017; Ribeiro et al. 2019). 

 

Material e Métodos 

 

Material vegetal 

Amostras de duas espécies do grupo Leptostachyus, Phaseolus leptostachyus (179671; 

CENARGEN – Brasília), P. macvaughii (G40656; CIAT-Colômbia), e uma do grupo Lunatus, 

P. lunatus ‘Vermelhinha’ (GL0135; EMBRAPA Arroz e Feijão - Góias), foram mantidas e 

multiplicadas no Jardim Experimental do Laboratório de Citogenética e Evolução Vegetal do 

Departamento de Botânica da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Phaseolus lunatus 

foi usada como uma espécie mais próxima ao grupo Leptostachyus e cariotipicamente estável. 
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Preparação de lâminas 

Após germinação das sementes, as raízes foram coletadas, pré-tratadas em 8-

hidroxiquinolina 2 mM por 20 h a 10 ºC e fixadas em metanol:ácido acético (3:1, v/v). As raízes 

foram submetidas a uma digestão com 2% celulase (Onozuka) e 20% pectinase (Sigma) por 1 

h e 30 min a 37ºC. O preparo de lâminas foi realizado por secagem ao ar segundo o protocolo 

modificado de Carvalho e Saraiva (1993). Resumidamente, as raízes digeridas foram 

transferidas para lâminas inclinadas, lavadas cerca de 5 vezes com várias gotas de fixador 

gelado metanol:ácido acético (3:1) à medida que o material foi macerado com agulhas e secas 

com auxílio de uma bomba de ar. Por fim, as lâminas foram mergulhadas em ácido acético 45% 

por 5 min e incubadas para secar a 37 ºC. As melhores lâminas foram, então, selecionadas após 

análise com coloração em 0,1 µg/µl DAPI em 50% glicerol, descoradas em Carnoy (etanol: 

ácido acético, 3:1) por 30 min seguido de etanol absoluto por 1 h e armazenadas a −20 ºC. 

 

Sequenciamento de nova geração e identificação de sequências repetitivas 

A extração de DNA genômico para as três espécies sequenciadas no presente trabalho 

foi realizada segundo protocolo de extração CTAB de Weising et al. (2005) utilizando material 

fresco. Os DNAs extraídos foram sequenciados na plataforma Illumina HiSeq2500 (BGI, Hong 

Kong) com a cobertura de 0,1×, considerando para P. leptostachyus 1C = 513 Mpb, P. 

macvaughii 1C = 440 Mpb e P. lunatus 1C = 685 Mpb (Roya Botanic Gardens, Kew, 

http://data.kew.org/cvalues/, Bennet e Leitch 2012). Os reads paired-end de 250 pb gerados 

foram analisados, por espécie, em relação às suas sequências repetitivas através da plataforma 

RepeatExplorer usando parâmetros padrão (Nóvak et al. 2010, 2013; https://repeatexplorer-

elixir.cerit-sc.cz). Para auxiliar na anotação das sequências, um banco de dados personalizado, 

incluindo sequências previamente caracterizadas (CentPv1/Nazca e CentPv2 - Iwata et al. 

2013; Iwata-Otsubo et al. 2016; CC4 - Almeida et al. 2012, jumper - Ribeiro et al. 2017, khipu 

- David et al. 2009 e satélites espécie-específicos - Ribeiro et al. 2019) foi incluído na análise. 

As sequências obtidas foram filtradas por qualidade, os reads foram pareados e 

agrupados por similaridade. A ferramenta TAREAN foi utilizada para identificar possíveis 

DNA satélites de alta e baixa confiança (Novák et al. 2017) que foram confirmados com uma 

análise de Dotplot usando o programa DOTTER (Sonnhammer e Durbin 1995).  

 

Análise comparativa da fração repetitiva em espécies de Phaseolus 

 Além das três espécies sequenciadas nesse trabalho, outros 12 genomas de espécies de 

http://data.kew.org/cvalues/
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Phaseolus que incluíram P. vulgaris (G5886; SRX1182008), P. coccineus (G35346; 

SRX1182014), P. acutifolius (G40001; SRX1182015) (também analisadas por Ribeiro et al. 

2019), P. maculatus (PL-8841; SRS1938372), P. polystachios (G40782; SRS1938369), P. 

hintonii (SRS1938370), P. leptostachyus (PL-8829; SRS1938371), P. microcarpus (PL-8844; 

SRS1938373); P. lunatus (PL-8834; SRS1938374), P. filifromis (SRS1938376), P. dumosus 

(G36043; SRS1938378), P. costaricensis (G40811A; SRS1938379) (Rendón-Anaya et al. 2017) 

foram baixados do GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Esses genomas foram 

incorporados em uma análise comparativa dos principais elementos repetitivos desse grupo 

utilizando a função clustering do RepeatExplorer 2 (Novák et al. 2013). As espécies 

previamente sequenciadas e disponíveis de P. leptostachyus e P. lunatus foram incluídas na 

análise por se tratarem de acessos diferentes, permitindo uma comparação intraespecífica da 

fração repetitiva. 

Após serem filtradas por qualidade e pareadas, um sampling foi feito para amostrar 

aproximadamente 0,1× do genoma de cada espécie. Os reads de cada espécie foram 

concatenados e então agrupados por similaridade. As sequências dos clusteres que não puderam 

ser anotados automaticamente foram comparadas com BLAST (Basic Local Alignment Search 

Tool) na base de dados do NCBI. 

 

Desenho de primers, amplificação e marcação de sondas 

Pares de primers foram desenhados (Tabela 1) para cada um dos satélites a partir da 

sequência consenso e voltados para fora, garantindo que a sequência só seria amplificada se 

disposta em tandem. 

Os fragmentos foram amplificados por PCR a partir de reações de 50 μl contendo 10-

20 ng de DNA genômico, 0,2 mM dNTP, 1× tampão de PCR, 0,4 μM de cada primer, 3 mM 

MgCl2, 1× TBT (150 mM trehalose, 0,2 mg/mL BSA, 0,2% Tween-20, 1,7 mM Tris-HCl pH 

8.0) e 0,3 µl de TaqDNA polimerase caseira. As reações envolveram 30 ciclos de amplificação 

(1 min à 94° C, 1 min à temperatura de anelamento e 1 min à 72° C). Quando compartilhados 

entre espécies, os satélites foram amplificados a partir do DNA genômico de P. leptostachyus.  

Os elementos Ogre-Tat e Chromovirus foram amplificados a partir do genoma de P. 

vulgaris usando primers previamente desenvolvidos (Ribeiro et al. 2019) e a sonda para o 

satélite khipu foi preparada a partir de uma mistura de unidades khipu de P. vulgaris (Pvkhipu 

mix; Richard et al. 2013). As sequências amplificadas foram marcadas por Nick translation 

com Cy3-dUTP (GE), com exceção do elemento Ogre-Tat que foi marcado com 488-5-dUTP 

(Alexa, Life Technologies). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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Hibridização in situ fluorescente (FISH) 

As FISHs foram realizadas segundo Pedrosa et al. (2002). Resumidamente, as lâminas 

foram secas a 60°C por 30 min, pré-tratadas em RNAse (100 μg/ml) a 37°C por 1 h, em 10 μg 

/ml de pepsina em 0,01 N HCl a 37°C por 20 min e fixadas em paraformaldeído 3,7% por 10 

min. A mistura de hibridização foi composta por 50% de formamida, 10% de sulfato de 

dextrano, 2× SSC e 5-10 ng/μl de sonda. Após desnaturação da mistura por 10 min a 75°C, as 

lâminas foram desnaturadas com a mistura de hibridização por 5 min na mesma temperatura e 

então, incubadas em câmara úmida a 37°C por até três dias. Após hibridização, as lâminas 

foram lavadas em 2× SSC e 0,1× SSC a 42°C, sendo a estringência final 77%. Para a FISH de 

baixa estringência (40%), a mistura de hibridização foi composta de 10% de sulfato de 

dextrano, 6× SSC e 5-10 ng/μl de sonda e as lavagens pós hibridização foram realizadas em 6× 

SSC à temperatura ambiente. Por fim, as lâminas foram montadas em 2 µg/mL 

DAPI/Vectashield (Vector).  

Para um dos satélites, exclusivo do grupo Leptostachyus, lâminas previamente 

hibridizadas com marcadores cromossomo-específicos clonados em BACs (cromossomos 

artificiais de bactérias) foram rehibridizadas para permitir a identificação dos cromossomos 

com sítios de DNA satélite (Ferraz et al. 2016; Fonsêca et al. 2016). As lâminas foram 

descoradas em 4× SSC/0,1% Tween 20 e as rehibridizações das lâminas foram realizadas de 

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

As metáfases foram capturadas em microscópio de epifluorescência Leica DM5500B 

por meio do sistema de captura DFC345 FX (Leica). As melhores células fotografadas foram 

selecionadas para sobreposição e ajuste de brilho e contraste no Adobe Photoshop CS6. Os 

cromossomos foram identificados e numerados de acordo com a sintenia com P. vulgaris 

(Fonsêca et al. 2010; Fonsêca et al. 2016). 

 

 

Resultados 

 

Análise comparativa das sequências repetitivas 

 A análise comparativa de 15 acessos de 13 espécies de Phaseolus (incluindo um acesso 

de P. macvaughii, dois de P. leptostachyus e dois de P. lunatus) gerou 149 clusters com 

abundância maior que 0,01% do genoma (Tabela 2). A proporção da fração repetitiva dos 

genomas variou de 24,13% em P. macvaughii até 46,62% em P. polystachios, estando P. 
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macvaughii e P. leptostachyus entre as espécies com menor proporção de sequências repetitivas 

e P. lunatus entre as espécies com maior proporção.  

 Em todas as espécies analisadas, os elementos repetitivos mais abundantes foram os 

retrotransposons LTR, que variaram de cerca de 5% em P. microcarpus até cerca de 27% em 

P. lunatus (Tabela 2). Com exceção de P. filiformis, que apresentou a mesma proporção de 

Ty3/gypsy e Ty1/copia, os elementos Ty3/gypsy foram predominantes em todas as espécies, 

variando de aproximadamente 3% em P. microcarpus até cerca de 21% em P. lunatus (Tabela 

2; Fig. 1A, C e D). 

Dentre os Ty3/gypsy, a linhagem Chromovirus, representada por CRM e Tekay, foi a 

mais abundante (Fig. 1C). O elemento CRM da linhagem Chromovirus variou de cerca de 2% 

em P. microcarpus até cerca de 9% em P. hintonii e foi o elemento mais abundante em P. 

microcarpus, P. hintonii, P. filiformis, P. acutifolius, P. vulgaris, P. coccineus, P. costaricensis, 

P. dumosus e P. macvaughii. Já a linhagem de Chromovirus Tekay variou de 0,26% do genoma 

de P. microcarpus a aproximadamente 12% em P. lunatus e foi o principal elemento dos 

genomas de P. lunatus, P. polystachios e P. maculatus. P. macvaughii apresentou uma 

proporção muito baixa de Tekay (apenas 0,52%) quando comparado aos dois acessos da espécie 

do mesmo grupo, P. leptostachyus (4,66% e 6,82%, respectivamente). Já P. leptostachyus 

apresentou valores similares de CRM e Tekay (4,78% e 4,66%, respectivamente, para P. 

leptostachyus e 5,08% e 6,82%, respectivamente, P. leptostachyus 2), revelando uma pequena 

variação entre os dois acessos dessa espécie. Entre os elementos não-Chromovirus, o elemento 

Tat foi predominante e variou de 0,37% em P. filiformis até cerca de 5% em P. dumosus (Tabela 

2).  

Elementos das linhagens Chromovirus e Ogre-Tat, previamente identificados pelo 

RepeatExplorer (Ribeiro et al. 2019), foram amplificados a partir do feijão comum (P. vulgaris) 

e localizados in situ em P. leptostachyus, P. macvaughii e P. lunatus. O elemento Chromovirus 

apresentou um padrão de hibridização pericentromérico semelhante entre as espécies (Fig. 2A, 

C e E). O Ogre-Tat apresentou um padrão mais disperso em todo o complemento, porém com 

enriquecimento na região pericentomérica (Fig. 2B, D e F). As regiões pericentroméricas com 

sinais mais fortes de hibridização geralmente apresentaram colocalização dessas duas 

sequências. 

Os elementos Ty1/copia foram mais diversificados (seis linhagens), mas foram 

encontrados em menor número de cópias. O elemento SIRE foi o mais abundante em todas as 

espécies analisadas e variou de 1,2% do genoma de P. microcarpus até pouco mais de 6% do 

genoma de P. vulgaris. No entanto, pode-se observar que os acessos de P. leptostachyus 1 e 2 
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apresentaram uma menor proporção dessa sequência quando comparado a P. macvaughii 

(1,65%, 2,15% e 4,03%, respectivamente) e também quando comparados às demais espécies 

analisadas (Fig. 1D e Tabela 2).  

 Outros grupos de elementos móveis detectados incluíram retrotransposons não LTR, os 

LINEs, e também duas famílias de transposons de DNA, CACTA e Mutator. A abundância de 

CACTA variou de 0,2% no genoma de P. microcarpus até aproximadamente 1% em P. 

polystachios, sendo o principal representante dos transposons de DNA (Tabela 2). 

 Por fim, o DNA repetitivo em tandem consistiu do DNAr 35S e 5S e DNAs satélite. Na 

análise comparativa, a fração de satélites no genoma variou de 0,7% em P. macvaughii até mais 

de 11% em P. microcarpus e P. acutifolius (Tabela 2). Os satélites PacuSAT363 (Ribeiro et al. 

2019), CC4 (Almeida et al. 2012), jumper (Ribeiro et al. 2017), khipu (David et al. 2009), 

PleSAT2514 e PluSAT991 (presente trabalho) foram identificados em representantes de todos 

os grupos, apesar de estarem em uma proporção significativamente baixa em algumas espécies, 

principalmente em P. macvaughii (Fig. 1B) Houve diferença na abundância de satélites entre 

os dois acessos de P. lunatus (2,14% em P. lunatus 1 e 0,97 em P. lunatus 2), sugerindo uma 

variação intraespecífica na proporção de satélites nessa espécie (Tabela 2). 

 

Análise in silico individual da fração repetitiva de P. leptostachyus, P. macvaughii e P. 

lunatus 

Para a análise mais detalhada da fração repetitiva de P. leptostachyus, P. macvaughii e 

P. lunatus foram utilizados 205.200, 176.000 e 274.000 dos reads gerados para cada espécie, 

respectivamente, correspondendo a 0,1× de cobertura do genoma. A análise individual gerou 

203 clusters com abundância maior que 0,01% do genoma para P. leptostachyus, 164 para P. 

macvaughii e 194 para P. lunatus, indicando que a fração repetitiva corresponde a cerca de 

37%, 32% e 45% do genoma dessas espécies, respectivamente. 

A ferramenta TAREAN do Repeat Explorer foi utilizada para identificação de 

sequências de DNA satélites. A análise revelou a existência de dois satélites de alta confiança 

e um de baixa confiança para P. lunatus, três de alta e três de baixa confiança para P. 

leptostachyus e dois satélites de baixa confiança para P. macvaughii (Tabela 3). Para confirmar 

sua organização em tandem, foi feita uma análise de dotplot com todos os satélites encontrados 

pelo TAREAN, com exceção de dois de baixa confiança de P. leptostachyus (2514 pb e 5117 

pb) e um de baixa confiança de P. macvaughii (28 pb), devido ao tamanho da unidade de 

repetição muito grande ou muito pequena (Fig. 3). O dotplot revelou alta similaridade entre as 

sequências PleSAT752 e PluSAT991, e entre PleSAT592 e PmaSAT648. O dotplot também 
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revelou alta similaridade entre as sequências PleSAT558, PleSAT549, PluSAT548 e khipu, 

confirmando sua presença nos genomas de P. leptostachyus e P. lunatus, mas não em P. 

macvaughii, muito embora tenha sido encontrado em baixa proporção na análise comparativa 

(apenas 0,04%). Após amplificação por PCR, foram confirmados três novos DNA satélites para 

o grupo de espécies analisadas (PluSAT1149, PleSAT752/PluSAT991 e 

PleSAT592/PmaSAT648). 

 

Localização cromossômica dos principais DNA satélites 

A proporção extremamente baixa de khipu em P. macvaughii foi confirmada por FISH. 

Diferente de P. leptostachyus, que mostrou sinais subteloméricos (Fig. 4A e B), a FISH em P. 

macvaughii não revelou nenhum sinal evidente (Fig. 4C e D). 

Os três novos satélites identificados foram localizados por FISH. Em P. lunatus, a 

hibridização com seu satélite exclusivo PluSAT1149 revelou um único par de cromossomos 

marcados fortemente na região do centrômero, colocalizado a uma das bandas heterocromáticas 

DAPI+, presente em dois pares cromossômicos (Fig. 5A). O PleSAT752/PluSAT991 revelou 

também um único par de cromossomos marcados na região centromérica em P. lunatus, e 

colocalizado com a outra banda heterocromática DAPI+ da espécie (Fig. 5A). Diferente do 

encontrado em P. lunatus, em P. leptostachyus o PleSAT752/PluSAT991 se mostrou 

distribuído de forma dispersa em todos os cromossomos. Apesar de disperso, uma marcação 

mais forte foi detectada na região pericentromérica do par cromossômico maior (Fig. 5B). 

Apesar do TAREAN não ter detectado esse satélite entre os clusters mais abundantes de P. 

macvaughii, a análise comparada revelou essa sequência numa proporção de 0,04% em P. 

macvaughii. A hibridização cruzada nessa espécie mostrou um padrão semelhante ao 

encontrado em P. lepostachyus, porém com sinais de intensidade muito menor devido a sua 

baixa proporção (Fig. 5C e D). Com exceção do sinal pouco evidente do 

PleSAT752/PluSAT991 em P. macvaughii, as demais hibridizações cruzadas com as sondas 

dos demais satélites não revelaram sinais de hibridização (dados não mostrados).  

O PleSAT592/PmaSAT648, exclusivo para o grupo Leptostachyus, mostrou um padrão 

subtelomérico semelhante em ambas as espécies do grupo, porém com número de sítios 

variados. Em P. leptostachyus, a hibridização revelou três pares de cromossomos marcados na 

região subtelomérica, com sinais apenas em um dos braços cromossômicos (Fig. 5E). Devido 

à descondensação da RON no cromossomo Ple6, esse cromossomo foi identificado como 

portador de um dos três sítios desse satélite. O maior par cromossômico não apresentou sinal 

de hibridização para PleSAT592/PmaSAT648. 
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Em P. macvaughii, PleSAT592/PmaSAT648 apresentou sítios subteloméricos em 

ambos os braços de alguns cromossomos, outros com marcação em apenas um dos braços, e 

outros, ainda, sem nenhuma marcação (Fig. 5F). A identificação de cromossomos por BAC-

FISH permitiu detectar que o maior par cromossômico, o Pma10/11, assim como os 

cromossomos Pma6 e Pma4 não apresentaram marcação com esse satélite (Fig. 6A e B). Os 

cromossomos Pma3 e Pma9 apresentaram sinal em apenas um dos braços cromossômicos, 

respectivamente os braços longo e curto (Fig. 6C e D). Já os cromossomos Pma1/2 e Pma8 

apresentam sinais de hibridização em ambos os braços cromossômicos (Fig. 6E e F). 

 

 

Discussão 

 

Retrotransposons LTR Ty3/gypsy são os principais elementos repetitivos no genoma de 

Phaseolus 

 A análise da fração repetitiva do genoma de duas das três espécies do grupo 

Leptostachyus revelou uma proporção menor de repeats (em média 29%) em relação ao total 

de espécies analisadas do gênero (37,46%), compatível com o menor tamanho do genoma 

dessas espécies (1C = 476,5 Mpb para o grupo Leptostachyus versus 1C = 598,54 para 

Phaseolus; Roya Botanic Gardens, Kew, http://data.kew.org/cvalues/, Bennet e Leitch, 2012). 

Uma forte correlação positiva entre proporção de sequências repetitivas e tamanho do genoma 

foi encontrada para 23 leguminosas da tribo Fabeae (Macas et al. 2015) e para os genomas 

gigantes de Fritillaria (Liliaceae) (Kelly et al. 2015).  

A análise comparativa com o RepeatExplorer 2 permitiu a caracterização das 

sublinhagens dos elementos Chromovirus, não obtida anteriormente. Além disso, a 

classificação recente separa Ogre-Tat em dois grupos distintos, permitindo com isso, uma 

melhor anotação da fração repetitiva. Apesar da nova classificação, os resultados obtidos para 

espécies de Phaseolus são condizentes com os obtidos anteriormente para P. acutifolius, P. 

coccineus e P. vulgaris (Ribeiro et al. 2019). Para P. vulgaris, houve uma discrepância na 

proporção de sequências repetitivas quando comparado ao genoma completo sequenciado (~ 

35% versus 45%; Schmutz et al. 2014), indicando que tenha havido uma subestimativa através 

do método de clustering de uma subamostragem da fração repetitiva. No entanto, os principais 

elementos encontrados foram os mesmos. 

Todas as espécies analisadas apresentaram retrotransposons LTR, mais precisamente 

Ty3/gypsy, como os elementos repetitivos mais abundante do genoma. P. microcarpus 

http://data.kew.org/cvalues/
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apresentou uma proporção muito pequena desses elementos, talvez devido à maior fração de 

sequências (mais de 16%) que não puderam ser classificadas. Ty3/gypsy constituem o principal 

componente da fração repetida do genoma na maioria das espécies de plantas (Macas et al. 

2015; Puterova et al. 2018; Gaiero et al. 2019; Ribeiro et al. 2019). Dentre eles, a linhagem 

Chromovirus, representada aqui pelas sublinhagens CRM e Tekay, foi a mais abundante para 

todas as espécies analisadas. A diferença do descrito previamente para espécies do gênero e 

gêneros relacionados, onde o elemento Ogre-Tat foi mais abundante (Ribeiro et al. 2019), deve-

se, provavelmente, à anotação mais detalhada dos repeats no RepeatExplorer 2. 

A hibridização com os elementos Chromovirus e Ogre-Tat revelou enriquecimento de 

ambos na região pericentromérica. Essa distribuição preferencial confirma dados prévios em P. 

vulgaris e P. lunatus por BAC-FISH que revelaram sinais pericentroméricos correspondentes 

a blocos de heterocromatina observados pela coloração CMA/DAPI (Fonsêca et al. 2010; 

Bonifácio et al. 2012). Assim, para as espécies de Phaseolus, a fração repetitiva está localizada 

preferencialmente na heterocromatina pericentromérica CMA+/DAPI-, onde os elementos 

Chromovirus e Ogre-Tat são mais abundantes. Outras espécies de genomas pequenos também 

mostraram o padrão pericentromérico para esses elementos, como em Arabidopsis thaliana 

(100 Mbp; Heslop-Harrison et al.1997) e espécies de Vigna e Cajanus, com genomas de 

tamanho similar (Ribeiro et al. 2019). O mesmo foi observado para Brachiara, que apresenta 

um tamanho de genoma médio (~600 até 2000 Mpb; Santos et al. 2015). Por outro lado, em 

espécies de genoma grande esses elementos mostram uma distribuição mais dispersa, como foi 

visto para o elemento Ogre em Lathyrus sativum (8215 Mbp; Ceccarelli et al. 2012) e em Vicia 

pannonica (6601 Mbp; Neumann et al. 2006).  

 

DNAsat compartilhados revelaram padrões de distribuição cromossômica diferentes, 

confirmando sua rápida evolução no genoma 

A maior divergência entre as espécies de Phaseolus não esteve na composição de 

distribuição dos elementos transponíveis, mas sim na fração de DNAsat. No gênero Phaseolus, 

o DNAsat subtelomérico khipu, o mais conservado no gênero por estar presente em 

representantes de todos os grupos analisados, mostra significativa variação em número de 

cópias entre diferentes espécies (Ribeiro et al. 2017). Mesmo sob baixa estrigência (dados não 

mostrados), e diferente do observado para P. leptostachyus, a FISH não revelou nenhum sinal 

subtelomérico de khipu em P. macvaughii, compatível com sua baixa abundância. Pode-se 

concluir que o satélite khipu apresenta uma rápida evolução não apenas no gênero, mas 

particularmente no grupo Leptostachyus. 
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Os satélites PluSAT1449 e PleSAT752/PluSAT991 hibridizaram cada um em um dos 

dois pares cromossômicos portadores de uma banda centromérica heterocromática revelada 

pós-FISH em P. lunatus. Um desses pares provavelmente corresponde ao cromossomo Plu3, 

previamente mapeado (Almeida e Pedrosa-Harand 2013). No entanto, a localização 

centromérica dessas sequências só poderá ser confirmada após colocalização com a proteína 

centromérica CENH3. Apesar do DNAsat ser encontrado principalmente em regiões 

centroméricas e subteloméricas dos cromossomos (Biscotti et al. 2015), nenhum satélite 

centromérico foi encontrado pelo TAREAN para o grupo Leptostachyus. Os satélites 

centroméricos descritos para P. vulgaris CentPv1 e CentPv2 (Iwata et al. 2013; Iwata-Otsubo 

et al. 2016) não foram detectados em Leptostachyus e P. lunatus na análise comparativa, com 

exceção do CentPv2 em P. macvaughii que apresentou uma proporção muito baixa (0,02%). A 

ausência de repeats centroméricos também foi observada em espécies do gênero próximo Vigna 

(Iwata-Otsubo et al. 2016b; Ribeiro et al. 2019) e em espécies de Solanum (Zhang et al. 2014), 

reforçando a ideia da rápida evolução dessas sequências, aparentemente maior do que as 

sequências subteloméricas, como por exemplo khipu, aqui revelado conservado. 

Diferente do observado para P. lunatus, o PleSAT752/PluSAT991 apresentou sinal 

fortemente disperso em P. leptostachyus, com uma banda mais forte na região proximal do 

maior par. Phaseolus macvaughii apresentou sinal de hibridização muito fraco, porém também 

disperso, revelando que essa sequência está presente numa proporção baixa do genoma, o que 

explica não ter sido detectada pelo Tarean. Esse maior par cromossômico foi resultado de uma 

disploidia descendente que levou a uma inserção cêntrica do cromossomo Pv10 no cromossomo 

Pv11 no grupo Leptostachyus (Ferraz et al. 2016; Fonsêca et al. 2016). O padrão disperso desse 

satélite revelado para as espécies do clado Lepotstachyus é diferente do único bloco 

centromérico observado em um par cromossômico de P. lunatus. Esse padrão de dispersão 

atípico no genoma do grupo Leptostachyus é principalmente evidente em P. leptostachyus, que 

apresentou uma amplificação recente deste DNAsat.  

 Apesar de apresentar um mesmo padrão subtelomérico em Leptostachyus, o 

PleSAT592/PmaSAT648 mostrou uma variação no número de sítios e intensidade dos sinais 

na FISH. Um maior número de sítios encontrados em P. macvaughii está de acordo com a 

abundância maior dessa sequência nessa espécie e permitiu caracterizar os cromossomos dessa 

espécie devido ao mapeamento prévio com BACs. Essa foi a única sequência típica do clado, 

exclusiva de seus representantes ou abundante o suficiente para permitir detecção apenas nestas 

espécies. 
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A alta taxa de evolução cariotípica do Clado Leptostachyus pode estar relacionada ao rápido 

turnover dos elementos Tekay e SIRE ou a amplificação recente de DNAsat no genoma 

O grupo monofilético Leptostachyus, formado por P. leptostachyus, P. macvaughii e P. 

micranthus, apresenta alta taxa de evolução cariotípica, a qual é evidenciada por diversos 

rearranjos cromossômicos que foram previamente mapeados por BAC-FISH. Além da inserção 

cêntrica compartilhada que levou ao cariótipo disploide no grupo, inúmeros rearranjos 

ocorreram, em menor número na espécie de divergência mais antiga, P. macvaughii (Ferraz et 

al. 2016), e em maior número na espécie derivada mais recentemente, P. leptostachyus 

(Fonsêca et al. 2016). Rearranjos cromossômicos geralmente ocorrem por recombinação de 

sequências repetitivas (Schubert e Lysak 2011). Acredita-se que sequências repetidas da 

heterocromatina podem afetar a evolução cariotípica facilitando rearranjos que tenham um 

impacto deletério mínimo sobre o genoma (Li et al. 2017). No entanto, o que causaria uma 

maior frequência de rearranjos em determinado grupo ou momento na evolução de um grupo e 

o mecanismo exato de como as sequências repetitivas estão envolvidas na evolução 

cromossômica permanecem desconhecidos. 

De forma geral, a composição e abundância das diferentes classes de repeats não diferiu 

substancialmente entre o grupo Leptostachyus e os demais grupos analisados. por serem do 

mesmo grupo, esperava-se que os principais elementos em P. macvaughii e P. leptostachyus se 

mostrassem mais semelhantes entre si. No entanto, os elementos mais abundantes das duas 

espécies (Tekay, CRM, Tat e SIRE) tiveram abundâncias tanto maiores quanto menores, 

revelando amplificação ou redução recente no grupo. Os acessos de P. leptostachyus analisados 

apresentaram proporção de SIRE muito baixas quando comparado a P. macvaughii e às demais 

espécies de outros grupos. Já P. macvaughii apresentou uma proporção muito baixa de Tekay 

quando comparado à P. leptostachyus. Essa variação foi maior que a variação observada entre 

espécies do grupo Vulgaris, com mais representates amostrados e mais antigo (Delgado-Salinas 

et al. 2006). Isso pode ser explicado por um rápido turnover dessas sequências que evoluíram 

evidentemente mais rápido nas espécies desse clado do que nas espécies de outros grupos de 

Phaseolus e poderia estar associado com a maior taxa de rearranjos cromossômicos no grupo.  

A única família de repeats aparentemente exclusiva do grupo Leptostachyus é o DNAsat 

PleSAT592/PmaSAT648. Sua menor abundância em P. leptostachyus que em P. macvaughii, 

embora esta espécie possua mais rearranjos cromossômicos (Ferraz et al. 2016; Fônseca et al. 

2016) e sua distribuição subtelomérica, como outros DNAsat no gênero (por exemplo, khipu e 

jumper), não sugerem, no entanto, que sua amplificação possa ter propiciado um maior número 

de rearranjos. A hibridização deste DNAsat associado aos BACs para identificação 
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cromossômica, mostrou sua presença e ausência tanto em cromossomos que sofreram 

rearranjos quanto em cromossomos não rearranjados, indicando que não há relação direta entre 

a presença de sinais desse satélite e a ocorrência de rearranjos. O cromossomo resultante da 

inserção cêntrica, Pma10/11, por exemplo, não apresentou nenhuma marcação, assim como o 

Pma4 e o Pma6, ambos não rearranjados. Por outro lado, os cromossomos Pma1/2, Pma3 e 

Pma9, todos rearranjados, apresentaram sinais assim como o Pma8, não rearranjado. Em P. 

leptostachyus, foi possível ver que, embora o cromossomo maior Ple10/11/6 (Fonsêca et al. 

2016) não tenha apresentado marcação, o cromossomo Ple6 mostrou sinal de hibridização. 

Além disso, não foi observada a presença de sítios em outras posições que não subteloméricas, 

embora várias translocações e inversões observadas possivelmente tenham envolvido regiões 

não terminais dos cromossomos. De todo modo, considerando que as regiões subteloméricas 

no feijão comum são bastante dinâmicas (Chen et al. 2018), rearranjos entre blocos 

subteloméricos podem explicar a grande diferença na distribuição de sítios entre P. 

leptostachyus e P. macvaughii.  

Já o PleSAT752/PluSAT991, embora detectado na análise comparativa para todas as 

espécies, revelou uma amplificação no grupo Leptostachyus, além de uma distribuição atípica 

e dispersa. São poucos os DNAsat que apresentam tal padrão, mas isso foi observado para 

Nicotiana (Lim et al. 2004; Koukalova et al. 2010) e em animais, para Locusta migratoria, o 

gafanhoto-migratório (Ruiz-Ruano et al. 2016) e para o barbeiro (Pita et al. 2017). Essa 

organização dispersa pode ter propiciado rearranjos incomuns para o gênero, em especial em 

P. leptostachyus, cujo satélite esteve em maior proporção e que apresenta ainda mais rearranjos 

que P. macvaughii. DNAs satélites parecem estar associados a ocorrência de rearranjos em 

Drosophila (Khost et al. 2019) e em espécies de lagartos (Prakhongcheep et al. 2017). Em 

Peromyscus, um grupo de roedores, uma única sequência de DNA satélite conservada, apesar 

de variar no número de cópias e localização cromossômica entre as espécies, resulta em grandes 

blocos de cromatina homólogas, o que promove a ocorrência de rearranjos cromossômicos e 

variações polimórficas (Smalec et al. 2019). No grupo Leptostachyus, o mapeamento exato dos 

pontos de quebra e a anotação das sequências flanqueadoras será necessário para confirmar o 

envolvimento de PleSAT752/PluSAT991 ou alguma das outras sequências repetitivas descritas 

neste trabalho nos rearranjos cromossômicos deste grupo de espécies. 
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Tabela 1- Sequências dos primers selecionados para os DNA satélites identificados em P. leptostachyus, P. lunatus 

e P. macvaughii, espécie utilizada para amplificação e temperatura de anelamento (Ta) das reações de PCR 

Nome Sequência dos primers Espécie amplificada Ta (°C) 

PleSAT592/PmaSAT64
8 

5’-
CCTACACAATGAAATAGACCG

T-3’ 

P. leptostachyus 50 

 
5’-

TCCCGTGTACTAACATTTTCAG

-3 

  

PleSAT752/PluSAT991 

5’-

TCGACAAAACACAGTAGATAC

A-3’ 

P. leptostachyus 50 

 
5’-

TTTCTTCCGATAGAAAAGTGG

A-3 

  

PluSAT1149 
5’-

TGACGGTGAACCCTCCATTC-3’ 
P. lunatus 55 

 5’-

AACTCAGACGTGTTGGCAGT-3 
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Tabela 2. Proporção do genoma (%) de sequências repetitivas identificadas na análise de 15 genomas de Phaseolus 

   P. microcarpus P. hintonii P. filiformis P. acutifolius P. vulgaris P. coccineus P. costaricensis P. dumosus 

LTR                   

 Gypsy                 

  CRM 1,99 8,61 5,74 3,62 7,90 7,48 7,42 8,78 

  Tekay 0,26 3,00 0,34 1,22 1,51 2,05 2,15 2,30 

  Athila 0,03 0,03 0,06 0,02 0,03 0,02 0,03 0,06 

  Tat 0,56 2,60 0,37 3,17 4,23 3,56 3,91 5,31 

  
Total 

Gypsy 2,84 14,25 6,52 8,03 13,67 11,05 13,51 16,45 

  

  Copia                 

  Ale 1,15 1,51 1,99 1,46 1,89 2,00 2,00 1,75 

  Ikeros 0,10 0,23 0,19 0,12 0,27 0,17 0,23 0,19 

  Ivana 0,01 0,03 0,01 0,04 0,11 0,03 0,10 0,08 

  SIRE 1,19 4,60 4,30 3,56 6,15 5,16 4,18 4,35 

  Tar 0,03 0,05 0,08 0,04 0,07 0,09 0,06 0,05 

  Tork 0,17 0,38 0,36 0,44 0,67 0,83 0,97 0,98 

  
Total 

Copia 2,65 6,79 6,94 5,65 9,17 8,29 7,54 7,41 

                    

  Total LTR  5,50 21,03 13,46 13,68 22,85 21,41 21,05 23,85 

NÃO LTR                   

  LINE 0,80 0,35 1,08 0,48 0,73 0,54 0,54 0,38 

DNA 

TRANSPOSON                   

  CACTA 0,20 0,36 0,53 0,39 0,53 0,82 0,85 0,68 

  Mutator 1,01 0,01 0,01 0,01 0,03 0,01 0,01 0,01 

DNAr                   

  35S 1,57 0,70 1,30 0,70 0,93 1,02 1,09 1,38 

  5S 0,19 0,12 0,40 0,02 0,06 0,09 0,10 0,25 

SATÉLITES   11,53 5,16 7,16 11,40 4,37 5,97 3,93 6,25 

Não classificados   16,29 10,91 7,01 6,74 5,99 6,68 17,30 11,32 

Total   37,08 38,64 30,95 33,43 35,48 36,54 44,88 44,12 



       47 

Tabela  2. Continuação 

    P. macvaughii  P. leptostachyus 1 P. leptostachyus 2 P. lunatus 1 P. lunatus 2 P. polystachios P. maculatus 

LTR                 

  Gypsy               

  CRM 4,95 4,78 5,08 7,64 6,82 5,03 5,86 

  Tekay 0,52 4,66 6,82 11,67 11,82 11,60 7,73 

  Athila 0,02 0,01 0,01 0,02 0,02 0,04 0,03 

  Tat 3,51 4,00 4,77 1,99 2,76 3,42 2,65 

  Total Gypsy 9,00 13,46 16,69 21,32 21,42 20,09 16,26 

                  

  Copia               

  Ale 1,89 1,25 1,39 1,82 1,76 1,29 1,18 

  Ikeros 0,26 0,25 0,22 0,23 0,23 0,25 0,24 

  Ivana 0,00 0,00 0,04 0,03 0,02 0,01 0,01 

  SIRE 4,03 1,65 2,15 3,21 3,46 3,92 3,91 

  Tar 0,08 0,02 0,03 0,07 0,02 0,06 0,06 

  Tork 0,26 0,57 0,60 0,80 0,85 0,81 0,56 

  Total Copia 6,52 3,74 4,41 6,17 6,33 6,35 5,97 

                  

  Total LTR  15,52 17,20 21,11 27,49 27,76 26,44 22,23 

NÃO LTR                 

  LINE 0,74 0,76 0,80 0,65 0,42 0,28 0,26 

DNA 

TRANSPOSON                 

  CACTA 0,53 0,87 0,65 0,73 0,89 0,97 0,75 

  Mutator 0,00 0,01 0,01 0,01 0,02 0,00 0,01 

DNAr                 

  35S 1,72 1,73 1,22 1,04 0,95 1,27 2,94 

  5S 0,80 0,11 0,17 0,02 0,14 0,12 0,08 

SATÉLITES   0,70 3,08 2,64 2,14 0,97 2,39 4,01 

Não classificados   4,12 8,23 8,18 12,62 9,85 15,15 8,36 

Total   24,13 31,99 34,78 44,70 40,98 46,62 38,65 
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Tabela 3 – Resumo das famílias de DNA satélite identificadas no genoma de 3 espécies de Phaseolus usando o 

TAREAN 

 

Espécie Confiança Tamanho (pb) % genoma Similaridade (%) 

P. leptostachyus (Ple)      

 Alta 558 1,4 khipu (94,30) 

  549 0,33 khipu (91,67) 

  752 0,063 PluSAT991 (98,01) 

 Baixa 592 0,016 

PmaSAT648 

(95,50) 

  2514 0,056  

  5017 0,51  

P. lunatus (Plu)     

 Alta 991 0,12 PleSAT752 (98,01) 

  548 0,025 khipu (87,20) 

 Baixa 1149 0,15  

P. macvaughii (Pma)     

 Baixa 28 0,38  

    648 0,028 PleSAT592 (95,50) 
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Fig 1 Proporção dos principais elementos na fração repetitiva dos 15 genomas de Phaseolus analisados. Relações 

filogenéticas de acordo com Delgado-Salinas et al. (2006) separando o gênero em dois principais clados (A e B). 

Seta vermelha indica o grupo Leptostachyus 
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Fig 2 Distribuição cromossômica das duas linhagens de Ty3/gypsy mais abundantes identificadas na análise in 

silico de Phaseolus hibridizadas em cromossômicos mitóticos de P. lunatus (A e B), P. leptostachyus (C e D) e P. 

macvaughii (E e F). Elemento Chromovirus (em vermelho, A, C e E) mapeado para a maioria das regiões 

pericentroméricas. Sinais para a sonda Ogre-Tat (em verde, B, D e F) também enriquecidos nessa região. Em A, 

C e E, os cromossomos foram contra-corados com DAPI e visualizados em cinza. Barra em F = 5 µm 
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Fig 3 Dotplot das repetições de satélite identificadas pelo TAREAN em P. macvaughii, P. leptostachyus e P. 

lunatus revelando similaridade entre as sequências PleSAT592 e PmaSAT648, PleSAT752 e PluSAT991, e entre 

PleSAT558, PleSAT549, PluSAT548 e khipu (David et al. 2009) 
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Fig 4 Hibridização in situ fluorescente da sequência satélite khipu em cromossomos de P. leptostachyus (A e B) e 

P. macvaughii (C e D). Em B, sinais indicam a presença de khipu em P. leptostachyus. Em D, ausência de sinal 

de khipu em P. macvaughii.  Barra em D = 5 µm  
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Fig 5 Localização cromossômica dos três DNA satélites revelados pelo TAREAN. Em A, PluSAT1149 e 

PleSAT752/PluSAT991 hibridizaram em P. lunatus como blocos nos pares de cromossomos portadores de uma 

banda heterocromárica pós-FISH (inserto). Em P. leptostachyus (B) e P. macvaughii (C e D), o satélite 

PleSAT752/PluSAT991 mostrou sinal disperso, com sinal mais forte no cromossomo maior (10/11) de P. 

leptostachyus. A sequência PleSAT592/PmaSAT648 mostrou um padrão subtelomérico com três pares marcados, 

incluindo o cromossomo 6, em P. leptostachyus (E), e seis pares em P. macvaughii (F). Os cromossomos foram 

contra-corados com DAPI e visualizados em cinza, com exceção de D. Barra em F = 5 µm 
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Fig 6 Identificação cromossômica por BAC-FISH em P. macvaughii (Ferraz et al. 2016) e rehibridização com 

PleSAT592/PmaSAT648 (em vermelho, nos insertos). O Pma10/11, maior par cromossômico, e o Pma6 (A) assim 

como o Pma4 (B) não revelaram nenhum sinal. Os cromossomos Pma3 (C) e Pma9 (D) apresentaram sinal de 

hibridização em apenas um dos braços. Já os cromossomos Pma1/2 (E) e Pma8 (F) apresentam sítios em ambos 

os braços cromossômicos. A representação esquemática ao lado de cada célula mostra o mapeamento citogenético 

comparativo e seus rearranjos em relação a P. vulgaris (Fonsêca et al. 2010), indicando que não há relação entre 

a presença de sinais desse satélite e a ocorrência de rearranjos. Barra em F = 5 µm  
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 A análise comparativa da fração repetitiva de 15 genomas de Phaseolus revelou 

retrotransposons LTR, mais precisamente Ty3/gypsy da linhagem Chromovirus, como os 

elementos mais abundante do genoma. 

 Os elementos Chromovirus e Ogre-Tat apresentaram enriquecimento na 

heterocromatina pericentromérica. 

 Os elementos Tekay e SIRE apresentaram proporções muito diferentes no grupo 

Leptostachyus indicando um rápido turnover dessas sequências que poderiam estar associadas 

com a maior taxa de rearranjos cromossômicos. 

 A maior divergência entre as espécies de Phaseolus esteve na fração de DNAsat. Três 

novos satélites foram revelados, sendo um exclusivo de P. lunatus, um compartilhado por P. 

lunatus, P. leptostachyus e em muito baixa proporção, P. macvaughii, e outro compartilhado 

apenas pelo grupo Leptostachyus.  

 O satélite exclusivo de Leptostachyus apresentou distribuição subtelomérica. 

Rearranjos entre esses blocos poderiam explicar a diferença na distribuição de sítios entre P. 

leptostachyus e P. macvaughii, mas não parecem relacionados às inversões e translocações 

presentes no grupo. 

 PleSAT752/PluSAT991, detectado na análise comparativa em todas as espécies, 

revelou uma distribuição dispersa atípica no grupo Leptostachyus, o que pode ter propiciado 

rearranjos incomuns, especialmente em P. leptostachyus, onde está presente em maior 

abundância. 
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