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RESUMO 

 

O gênero Pueraria (Fabaceae) possui 19 espécies nativas do sudeste asiático, 
utilizadas como medicinais, na alimentação humana, nas indústrias têxtil, de papel e 
madeireira. Esse grupo de plantas sempre apresentou grande diversidade 
morfológica, o que muitas vezes dificultou o agrupamento de algumas espécies, 
sendo um grupo taxonomicamente controverso. Recentemente, utilizando dados 
moleculares e morfológicos ao mesmo tempo, pesquisadores redistribuíram as 
espécies do grupo em 3 gêneros já existentes e criaram 2 novos gêneros para 
algumas espécies que não se encaixavam em outros. Dentre às espécies mais 
disseminadas do grupo, devido seu potencial econômico na agricultura, P. 
phaseoloides, se destaca, sendo muito utilizada nas regiões tropicais como 
forrageira. Apesar de sua importância econômica e problemas envolvendo sua 
taxonomia, poucos são os estudos básicos realizados para espécie. Neste trabalho, 
buscou-se, caracterizar cromossomicamente oito populações brasileiras da espécie 
Pueraria phaseoloides. Foram realizadas analises citogenéticas e determinação da 
quantidade de DNA. Foi confirmado o número cromossômico para espécie 2n = 22, 
enquanto a quantidade de DNA encontrada foi de 3,20 pg. Através das analises 
morfométricas mostrou-se que o cariótipo é simétrico com 2 pares de cromossomos 
metacêntricos e 9 pares submetacêntricos. Os bandeamentos cromossômicos 
revelaram que 20 cromossomos apresentavam bandas CMA+ e 2 cromossomos com 
bandas CMA++/DAPI-. A FISH com sondas de DNAr 45S indicou que as sequências 
de tais sítios foram coincidentes com o par de marcas CMA++ mais fortes. O DNAr 
5S mostrou-se presente na região subterminal de um par de cromossomos e a FISH 
com sondas teloméricas demonstrou a presença dessas sequências em regiões 
próximas aos centrômeros de alguns cromossomos, além das regiões terminais. 
Estes resultados são inéditos para P. phaseoloides, permitindo uma melhor 
caracterização da espécie. 
 
 

Palavras-chave: Citogenética. Plantas forrageiras. Pueraria phaseoloides. Kudzu 

tropical. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

The genus Pueraria (Fabaceae) has 19 native species of Southeast Asia, used as 
medicinal, in human food, in the textile, paper and timber industries. This group of 
plants always present great morphological diversity, which often made it difficult to 
group some species, being a group taxonomically controversial. Recently, using 
molecular and morphological, researchers redistributed the species into 3 existing 
genera and created 2 new genera for some species that did not resemble into others. 
Among the most widespread species of the group, due to its economic potential in 
agriculture, P. phaseoloides, stands out, being widely used in tropical regions as 
forage. Even though their economic importance and problems involving their 
taxonomy, few are the basic studies performed for species. In this job, was sought, 
characterize eigth Brazilian populations of the Pueraria phaseoloides species. 
Cytogenetic analyzes and determination of the DNA amount were performed. The 
chromosome number was confirmed for species 2n = 22, while the DNA content 
found was 3.20 pg. Through the morphometric analysis it was shown that the 
karyotype is symmetrical with 2 pairs of metacentric chromosomes and 9 
submetacentric pairs. The chromosomal banding, it was observed that 20 
chromosomes presented CMA+ bands and 2 of these with CMA++/DAPI- bands. FISH 
with rDNA 45S probes indicated that the sequences of such sites coincided with the 
stronger CMA++ tag pair. The rDNA 5S was present in the subterminal region of a 
pair of chromosomes, and FISH with telomeric probes demonstrated the presence of 
these sequences in regions next to the centromere of some chromosomes, in 
addition to the terminal regions. These results are inedited for P. phaseoloides, 
allowing a better characterization of the species. 
 

Keywords: Cytogenetic. Forage plants. Pueraria phaseoloides. Kudzu tropical. 
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1 INTRODUÇÃO 

  

  

 A família Fabaceae Lind., também conhecida como Leguminosae devido 

à presença de uma característica exclusiva do grupo, o fruto do tipo legume, é a 

terceira maior família de Angiospermas (LIMA, 2000; GIULIETTI et al., 2005). Ela 

possui destaque econômico na agricultura devido ao fato de suas sementes serem 

ricas em proteína de alta qualidade (GIULIETTI et al., 2005), proporcionando ao 

homem alimentos altamente nutritivos como: feijão, soja, lentilha, ervilha e o grão de 

bico. Muitas espécies dessa família também são importantes para a nutrição animal, 

como espécies de Stylozanthes, Macrotyloma, Desmodium. 

 Dentre os inúmeros gêneros utilizados para os mais diversos fins, 

inclusive para a produção animal, um grupo de leguminosas, o gênero Pueraria, vem 

recebendo grande atenção. Este grupo de plantas é nativo do Sudeste da Ásia e 

hoje são descritas 19 espécies e suas variedades (EGAN et al., 2016). 

 Algumas espécies desse gênero foram introduzidas em algumas regiões 

como Nova Guiné e Nova Caledônia, como fonte de alimento. Por outro lado, nas 

Américas foram inicialmente utilizadas na ornamentação e mais recentemente como 

pastagens e no controle de erosão de solos (KEUNG, 2002; RUEDA et al., 2003; 

VALENTIM e ANDRADE, 2005; DEMINICIS, 2009).  

Dentre as espécies pertencentes ao gênero, Pueraria phaseoloides 

(Roxb) Benth, também conhecida como Kudzu tropical, vem recebendo destaque na 

pecuária em várias regiões do mundo, inclusive na Amazônia, por desenvolver-se 

em solos ácidos. Além disso, por possuir atividade alelopática, apresenta vantagem 

competitiva em relação às plantas invasoras, com uma excelente produção de 

folhas, principalmente em solos úmidos (SOUZA et al., 2004). Adicionalmente, ela é 

utilizada como uma cobertura vegetal, além de atuar na fixação de nitrogênio no 

solo. Por ser uma boa fonte de proteína tem sido utilizada, também, como forrageira 

na nutrição animal (TANNER et al., 1979; NASCIMENTO e SILVA, 2004).  

Forrageiras são plantas que constituem as pastagens e são 

caracterizadas como aquelas consumidas por herbívoros. Elas envolvem diversas 

espécies, desde herbáceas até arbustivas (PEREIRA et al., 2001). Como a maior 

parte da pecuária brasileira é dependente de pastagens, o melhoramento de 
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forrageiras está diretamente ligado à mesma, sendo muito relevante para o bom 

desempenho do rebanho, permitindo melhor qualidade e produtividade da planta, 

além de propiciar maior resistência a doenças e a diferentes fatores bióticos e 

abióticos (VALLE et al., 2008).  

Desta forma, esforços que auxiliem o conhecimento básico de plantas 

com potencial forrageiro são de extrema importância, para o pré-melhoramento 

(AMPONG-NYARKO e MURRAY, 2011). Dentre as diversas ferramentas utilizadas 

no pré-melhoramento vegetal, destaca-se a citogenética, que pode auxiliar na 

determinação e reconhecimento de espécies que serão intercruzadas, na 

identificação de poliploides, no conhecimento prévio da viabilidade meiótica e pós-

meiótica de plantas selecionadas para cruzamentos, entre outras. Para P. 

phaseoloides, os trabalhos são raros, limitando-se à descrição do número 

cromossômico, que ainda é controverso, Darlington e Wylie (1955), Lackey (1977), 

Duke (1981), Kumar e Hymowitz (1989), por exemplo, descreveram para a espécie: 

2n=20, 22 e 24 cromossomos, respectivamente. 

 O mesmo problema em relação aos dados citogenéticos, é encontrado 

para o gênero Pueraria como um todo, uma vez que poucos estudos são 

encontrados nessa área. Apenas quatro das 19 espécies tem o número 

cromossômico determinado até o momento: P. stricta com 2n = 20 (LACKEY, 1977), 

P. montana var. lobata com 2n= 22 e 24 (DARLINGTON e WYLIE, 1955; 

LACKEY,1977; DUKE, 1981; KUMAR e HYMOWITZ, 1989), P. tuberosa com 2n=22 

(LACKEY, 1977), e P. phaseoloides com 2n=20, 22 e 24 (DARLINGTON e WYLIE, 

1955; LACKEY,1977; DUKE, 1981; KUMAR e HYMOWITZ, 1989). 

Outras informações mais refinadas como a morfometria cromossômica, 

padrões de bandas heterocromáticas e mapeamento de sequências específicas pela 

Hibridização in situ fluorescente (FISH), não há nenhum relato para Pueraria 

phaseoloides, sendo que no gênero todo, apenas a espécie P. lobata possui dados 

referente à FISH (OHMIDO et al., 2013). O presente trabalho apresenta dados 

inéditos do cariótipo de P. phaseoloides, contribuindo para o conhecimento do grupo 

e para o estabelecimento de relações com outras espécies do gênero Pueraria. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

  

2.1 A FAMÍLIA FABACEAE E O GÊNERO PUERARIA 

 

 

 A família Fabaceae, é uma das maiores famílias de plantas com flor, 

ficando atrás apenas de Asteraceae e Orchidaceae, sendo considerada a maior 

família no Brasil (LIMA, 2000; GIULIETTI et al., 2005; BFG, 2015). Pelo fato das 

espécies apresentarem fruto do tipo legume (ou vagem), a família também é 

conhecida como Leguminosae, sendo a presença de vagem uma característica 

exclusiva desse grupo. 

Essa família apresenta cerca de 727 gêneros e 19.325 espécies (LPWG, 

2017), os quais encontramos no Brasil 222 gêneros e 2.849 espécies (FLORA DO 

BRASIL 2020 EM CONSTRUÇÃO, 2018). Possui distribuição cosmopolita e hábitos 

bastante variados e com porte desde grandes árvores, arbustos, ervas e até mesmo 

trepadeiras (FLORA DO BRASIL 2020 EM CONSTRUÇÃO, 2018). 

 Em termos de importância econômica, Fabaceae é a família mais 

importante das eudicotiledôneas (GIULIETTI et al., 2005). Devido à grande 

diversificação em tamanho e formas de suas espécies, este grupo pode ser utilizado 

na produção de óleos essenciais, combustíveis, produtos químicos e medicamentos, 

na indústria madeireira e na ornamentação, além de possuírem plantas muito 

utilizadas na alimentação. Muitas espécies também possuem grande importância 

como forrageiras para a nutrição de bovinos, caprinos, ovinos e equinos e como 

adubos verdes (WOJCIECHOWSKI et at., 2004; MOREIRA et al., 2013). 

Fabaceae possui tradicionalmente três subfamílias reconhecidas: 

Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae (Faboideae) (POLHILL et al., 1981; 

LPWG, 2013), sendo esta última a maior em número de espécies, com 503 gêneros 

e aproximadamente 14.000 espécies (LEWIS et al., 2005), seguida por 

Caesalpinioideae com 170 gêneros e cerca de 3.000 espécies (DOYLE et al., 2000) 

e Mimosoideae com um número menor de gêneros, 77, com aproximadamente 

3.000 espécies (LUCKOW, 2003).  
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Devido à parafilia conhecida para Caesalpinioideae, (LEWIS et al., 2005), 

foi  proposta, recentemente, uma nova classificação a fim de representar mais 

corretamente as relações evolutivas e as características de cada uma das 

subfamílias de Fabaceae, havendo nesta nova proposta, a presença de seis 

subfamílias: Cercidoideae, Detarioideae, Dialioideae, Duparquetioideae, 

Caesalpinioideae e Papilionoideae. Destas, as cinco primeiras foram segregadas de 

Caesalpinioideae, enquanto Mimosoideae foi incluída em Caesalpinioideae (LPWG, 

2017). 

A subfamília Papilionoideae (Faboideae) é considerada a mais diversa 

dentre as leguminosas e a mais importante economicamente (POLHILL, 1994; 

MARCHETTI et al., 2011), com distribuição em todos os ecossistemas (POLHILL e 

RAVEN, 1981), com 28 tribos (LPWG 2017). Dentro de Papilionoideae, encontra-se 

a tribo Phaseoleae, que se destaca por apresentar plantas forrageiras, ornamentais, 

e de uso na alimentação humana, como os gêneros Phaseolus (feijão), Glycine 

(soja) e Pisum (ervilha), sendo a maior e mais importante tribo das Leguminosas, 

com 89 gêneros e aproximadamente 1.567 espécies (SCHRIRE, 2005), distribuídas 

principalmente nas regiões tropicais e subtropicais (LACKEY, 1981; BRUNEAU, 

1996; LPWG, 2017). 

A tribo Phaseoleae possui oito subtribos, e dentre elas está a subtribo 

Glycininae à qual pertencem gêneros importantes como o da Soja (Glycine), 

Pseudovigna, Calopogonium, Neonotonia, Teyleria e Pueraria que é nativo do 

Sudeste da Ásia, com cerca de 19 espécies (MAESEN, 1985; EGAN et al., 2016).   

Espécies de Pueraria apresentam importância econômica desde 500 a.C. 

(KENG, 1974) na China e 600 d.C. no Japão (SHURTLEFF e AOYAGI, 1977), onde 

vêm sendo utilizadas como plantas medicinais, na alimentação humana, como fonte 

de material para as indústrias têxtil, de papel e madeireira.  Das 19 espécies 

descritas, as espécies P. montana var. lobata e P. phaseoloides, que são muito 

utilizadas na agricultura e pecuária, como forrageiras, sendo a primeira muito 

cultivada em zonas temperadas e a segunda em zonas tropicais (KEUNG, 2002). 

Lackey (1977) e Maesen (1985) descreveram esse gênero como um 

agrupamento não natural com bases nas informações morfológicas das espécies, 

sendo que Maesen relatou ter encontrado dificuldade em agrupar algumas espécies 

com base em características como formato das sementes e forma das flores. Com o 

desenvolvimento das técnicas moleculares, foi possível confirmar que a hipótese de 

https://en.wikipedia.org/wiki/Glycine_(plant)
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Lackey (1977) e Maesen (1985), obtida por meio da análise de dados morfológicos, 

estava correta em relação à polifilia do grupo, uma vez que os dados moleculares 

permitiram a mesma interpretação (LEE e HYMOWITZ, 2001; EGAN et al., 2016).  

Em 2001, Lee e Hymowitz estudaram pela primeira vez o gênero com 

base em um marcador molecular de cloroplasto (rps16), evidenciando a presença de 

quatro linhagens distintas dentro do grupo. Recentemente, Egan e colaboradores 

(2016) em um estudo mais completo, analisaram 20 espécies e as suas variedades, 

utilizando três marcadores moleculares (dois de cloroplasto, o gene matK e o 

espaçador intergênico trnD-trnT; e um nuclear, o asymmetric leaves 2 - AS2) e 

características morfológicas, apresentando uma hipótese para a divergência dentro 

do gênero Pueraria.  

A partir deste trabalho, como pode ser observado na Figura 1, foi revelada 

a existência de cinco linhagens distintas para o gênero: um grupo principal (Pueraria 

s.str.) que inclui P. tuberosa (a espécie tipo do gênero) e todas as outras espécies, 

exceto P. phaseoloides e suas variedades (considerada grupo irmão de 

Sinodolichos), P. stricta (colocada dentro de Teyleria), P. penduculares e P. 

yunnanensis (criado um gênero novo para elas, Toxopueraria) e P.wallichii (também 

criado um gênero próprio denominado Haymondia).  

Assim, tendo em vista a importância econômica e escassez de dados 

referente ao gênero, é importante que novos estudos sejam realizados para uma 

melhor compreensão do gênero. 
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Figura 1: Árvore filogenética obtida por Egan e colaboradores para gênero Pueraria (EGAN et al., 

2016). 
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2.2 Pueraria phaseoloides 

 

 

2.2.1 DISTRIBUIÇÃO E TAXONOMIA 

 

 

Pueraria phaseoloides (Kudzu tropical) é uma leguminosa forrageira 

nativa do leste e do sudeste da Ásia. Nas últimas décadas, devido ao seu potencial 

econômico e ecológico, foi introduzida em diversas regiões do mundo, como nos 

trópicos úmidos com a finalidade de recuperação de áreas degradadas e utilização 

como forragem (EMBRAPA, 1999). 

Na filogenia apresentada por Egan et al. (2016), a espécie P. 

phaseoloides e suas variações foram consideradas um grupo monofilético que 

divergiu de Pueraria s.s. por volta de 13,4 milhões de anos. Benthan em 1852, já 

havia criado o gênero Neustanthus para acomodar esta espécie e suas variedades, 

assim como P. peduncularis, devido às diferenças na forma da vagem em relação às 

outras espécies do gênero Pueraria, mas em 1867, ele fundiu esses dois gêneros 

devido a um erro na descrição da morfologia da vagem em P. tuberosa, que é a 

espécie tipo do gênero.  

Lackey (1977) e Maesen (1985) se basearam nos caracteres morfológicos 

do gênero: número de flores por nó, tipo de estípula, tipo cálice, tipo de vagem e 

forma de semente, encontraram dificuldades em agrupar todas as espécies, 

deixando P. phaseoloides e suas variedades, assim como outras espécies que 

possuíam características um pouco diferentes, separadas, não conseguindo agrupá-

las.  

Posteriormente, com novas espécies sendo descritas para o gênero, 

como: P. xyzhuii (OHASHI e IOKAWA, 2006), P. bouffordii (OHASHI, 2005) e P. 

grandiflora (PAN et al., 2015), estudos moleculares foram realizados, confirmando a 

polifilia do gênero (LEE e HYMOWITZ, 2001; EGAN et al., 2016).  Assim, Egan e 

colaboradores (2016) sugeriram que P. phaseoloides e suas variedades fossem 

consideradas um gênero a parte de Pueraria, como foi feito anteriormente por 

Benthan, criando o gênero Neustanthus. Com isso, eles propõem que novas 

revisões taxonômicas para este grupo fossem feitas a partir de então, para que uma 

nova classificação seja utilizada. 



23 
 

2.2.2 IMPORTÂNCIA ECONÔMICA 

 

 

Em seu habitat natural, P. phaseoloides é encontrada em beira de rios, 

estradas e florestas recultivadas (HALIM, 1997). Está presente nos dois hemisférios, 

desenvolvendo-se melhor entre as longitudes de 0º a 17º e a altitude pode variar de 

0 a 1500 m (COOK et al., 2005). É uma planta de dia curto, tolerante a seca, 

podendo resistir também a pequenos períodos de inundação (HALIM, 1997; FAO, 

2015). Em relação ao solo, ela se adapta em diferentes condições, desde arenosos 

até argilosos (COOK et al., 2005), é adequada para terrenos em condições ácidas 

(pH entre 3,5 e 5,5), não apresentado bom desempenho em solos salinos (HALIM, 

1997). 

Em relação à sua morfologia, Kudzu tropical é uma planta perene, 

trepadeira e/ou rasteira, com pilosidade hirsuta; suas raízes podem chegar até 2 m 

de profundidade, o seu caule principal pode ter 0,6 cm de espessura e quando em 

contato com o solo pode levar ao surgimento de novas raízes. As folhas são 

alternadas, trifolioladas, com estipelas persistentes, folíolos suborbiculares, os 

laterais são assimétricos e os do ápice são mucronados, seríceos nas duas faces, e 

a face abaxial prateada e pilosa. Suas inflorescências são racemosas axiais (7 - 42,5 

cm) com as flores na metade superior da raque, agrupadas em nós proeminentes de 

1-5 mm, variando de azuis a violáceas. Depois da polinização, as flores se 

transformam em um fruto (vagem) subcilíndrico pubescente com septos entre as 

sementes, que são de coloração castanha a negra e transversalmente oblongas 

(FAO, 2015; TOZZI et al., 2016).  

Como P. phaseoloides possui um crescimento rápido e consegue também 

desenvolver-se em diferentes tipos de solo e clima, ela vem causando transtornos 

em alguns países, sendo considerada como erva daninha em diversas regiões como 

nos Estados Unidos (RANDALL, 2012), Costa Rica, Equador, Porto Rico e nas Ilhas 

do Pacífico (CABI, 2013).   

Uma característica importante de P. phaseoloides é seu potencial de 

fixação de nitrogênio no solo, podendo fixar de 100 a 300 kg/ha, sendo assim de 

grande ajuda para recuperação de solos degradados (JORGENSEN, 2013). Em 

plantações em que a espécie de interesse possui porte de árvores, o kudzu tropical 
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tem dois papéis principais que envolvem: devolver o nitrogênio ao solo e fornecer 

matéria orgânica às árvores vizinhas (CABI, 2013).  

Adicionalmente, as raízes de P. phaseoloides também são utilizadas na 

medicina tradicional chinesa, e os estudos da constituição química dessa planta 

relataram a presença de um constituinte ativo, a puerarina, pertencente à classe das 

isoflavonas (KINJO et al., 1987; OHSHIMA et al., 1988; HIRAKURA et al.,1997), 

tendo ação hipotérmica, espasmolítica, hipotensora e antiarrítmica (SI et al. 2006). 

Como os demais flavonoides, as isoflavonas apresentam cadeia C6-C3-

C6, porém, do tipo difenil-1,2-propano, e apresenta distribuição restrita a família 

Fabaceae, sendo a subfamília Faboideae com maior quantidade de espécies com 

esse metabólito (VEITCH, 2007). Apenas cinco espécies das outras subfamílias 

(Caesalpinioideae e Mimosoideae) apresentam essa característica (INGHAM, 1983; 

ILYAS et al., 1994; SHAFIULLAH et al., 1995).  

Para a espécie P. phaseoloides, foram descritas dois tipos de isoflavonas 

envolvidas na atividade alelopática, sendo de grande valia sobre ervas daninhas 

(LOBO et al., 2003). Titan (1999) mostrou a existência de atividade alelopática em 

Pueraria, tanto nas sementes como na parte aérea, estando relacionadas à 

presença de flavonoides, esteroides e alcaloides. 

O conhecimento sobre estes metabolitos em diferentes espécies é de 

grande valia no momento da escolha da melhor leguminosa a ser utilizada na 

formação de bancos de proteína das pastagens. Além disso, deve-se considerar, 

também, a produtividade de forragem da mesma, palatabilidade, competitividade 

com as plantas invasoras e tolerância a pragas e doenças, sendo uma boa 

estratégia na escolha de espécies leguminosas que tenham alta disponibilidade e 

qualidade de forragens no período de estiagem, principalmente em regiões tropicais 

em que as gramíneas secam (MONTEIRO et al., 2009). 

O Kudzu tropical pode ser utilizado na formação de pastagens em 

associação com gramíneas, onde tem um efeito positivo no crescimento destas e 

permanece produtivo no período de seca das gramíneas, conferindo para o gado 

melhor nutrição o ano todo (TELFORD et al., 1947). A base da alimentação de 

bovinos no Brasil é feita principalmente por alimento volumoso, que utiliza de 

forragens, principalmente na forma de silagem como alternativa nos períodos de 

escassez, permitindo assim ao gado um alimento de qualidade durante esse período 

(ATHAYDE et al., 2015).  
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O Brasil vem ocupando posição de destaque tanto na produção agrícola 

quanto na pecuária, sendo esta última uma das suas principais atividades 

econômica (AGE/MAPA, 2014). Assim, a cada ano, novas cultivares de forrageiras 

vem sendo registradas no Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento 

(MAPA), uma vez que pesquisas relacionadas a um melhor desempenho dessas 

plantas como fonte de alimento para os rebanhos vem aumentando rapidamente, e 

possibilitando aos produtores uma melhor rentabilidade e redução dos prejuízos 

causados ao solo.  

Desta forma, devido ao grande potencial de P. phaseoloides para a 

pecuária e o pouco conhecimento biológico, mais especificamente, citogenético para 

a espécie, destaca-se a importância de estudos básicos relacionados à mesma. Tais 

esforços facilitarão e viabilizarão futuros progressos relacionados à produção e ao 

desenvolvimento de programas de melhoramento de P. phaseoloides. 

 

 

2.3 CITOGENÉTICA E CITOMETRIA DE FLUXO COMO FERRAMENTAS PARA O 

PRÉ-MELHORAMENTO 

 

 

A citogenética compreende os estudos relacionados aos cromossomos. 

Ela tem papel importante em trabalhos evolutivos e taxonômicos, no melhoramento, 

na identificação de poliploides e híbridos, na certificação da viabilidade reprodutiva 

de linhagens específicas por meio do comportamento meiótico e pós-meiótico entre 

outros (STEBBINS, 1971; GUERRA, 1988; MELO, 2001; SOARES-SCOTT et al., 

2005; SOUZA et al., 2009). Em Oxalis, por exemplo, foi possível a identificação de 

diferentes números básicos entre as espécies (AZKUE, 2000). Para outros grupos 

vegetais, com essa ferramenta foi possível determinar a ocorrência de poliploidia em 

várias espécies, como relatado em Erigeron thunbergii (NISHIKAWA e SATO, 2003) 

e Lippia alba (PIERRE et al., 2011; REIS et al., 2014).  

Com a coloração convencional é possível estudar o tamanho e o número 

cromossômico, a presença de constrição secundária e satélites, o nível de ploidia e 

posições dos centrômeros, ou seja, a visualização do cromossomo como um todo. 

Com os dados morfométricos obtidos, é possível a classificação de cada 

cromossomo e a detecção, por exemplo, de possíveis alterações cromossômicas 
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estruturais. No trabalho com algumas espécies do gênero Lathyrus, foi observado 

que apesar das espécies possuírem o mesmo número cromossômico (2n=14), 

várias delas apresentavam diferenças estruturais em relação a sua morfologia 

cromossômica (BATTISTIN et al., 1996). A coloração convencional permitiu também 

nas angiospermas estudos de morfometria, onde a maioria dos cromossomos foram 

classificados como metacêntricos (m) e submetacêntricos (sm), apresentando 

simetria mais uniforme dos cariótipos. Além disso, o comprimento médio dos 

cromossomos desse grupo de plantas pode variar de 0,6 a 14,6 µm (WEISS-

SCHNEEWEISS e SCHNEEWEISS, 2013). 

Embora as técnicas convencionais ajudem na classificação de espécies 

de diferentes grupos vegetais, muitas vezes estes dados podem não ser suficientes 

para uma análise mais detalhada, o que pode acontecer quando os cromossomos 

são muito pequenos ou parecidos entre si. Desta forma, técnicas como os 

bandeamentos C e bandeamentos com fluorocromos específicos, permitem a 

identificação de blocos com coloração diferenciada, possibilitando um padrão de 

bandas mais detalhada da morfologia cromossômica e permitindo a identificação de 

regiões específicas (ZANELA, 2009).  

Estes procedimentos têm como alvo o estudo da heterocromatina 

constitutiva, que é caracterizada por permanecer fortemente condensada durante o 

ciclo celular, além de ser pobre em genes, sendo importante na caracterização dos 

cromossomos (COELHO, 2009), Essas regiões heterocromáticas podem ser 

compostas de repetições de DNA in tandem, que está presente em algumas regiões 

como nos centrômeros e nos telômeros (SUMNER, 2003). 

 Os fluorocromos mais utilizados são o 4’-6’ diamidino-2-10-fenilindol 

(DAPI), que reconhece regiões heterocromáticas ricas em bases AT, e a 

cromomicina A3 (CMA3), que tem afinidade pelas regiões heterocromáticas ricas em 

bases GC (GUERRA, 2000; GUERRA e SOUZA, 2002). Guerra (1993) conseguiu 

classificar espécies de Citrus através do bandeamento com fluorocromos, onde foi 

possível verificar diferenças na quantidade e padrão de bandas para cada uma. 

Nas últimas décadas, com o desenvolvimento de novas técnicas 

citogenéticas associadas à área molecular, como as técnicas de FISH (Hibridização 

in situ Fluorescente) e GISH (Hibridização in situ Genômica), obteve-se uma melhora 

na sensibilidade e qualidade dos dados gerados (DONG et al., 2001; SOARES-

SCOTT, 2005), sendo possível observar regiões específicas de DNA e a 
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identificação de alterações nos cromossomos (BENNET, 1995; STACE, 2000; KATO 

et al., 2005; YOUNIS et al., 2015) que não eram possíveis com os bandeamentos. 

Em Vigna unguiculata, por exemplo, a análise por FISH revelou a existência de três 

pares de sítios de DNAr, antes não detectados como constrições secundárias 

(GARCIA et al., 2009). A determinação da distribuição e variação dos sítios de DNAr 

5S e 45S, ajudaram na compreensão da evolução em espécies de Phaseolus, onde 

a variação desses sítios entre as espécies pode estar relacionada a uma possível 

inversão pericentromérica (ALMEIDA e PEDROSA-HARAND, 2010). 

A FISH permite localizar através da utilização de substâncias 

fluorescentes, sequências específicas de DNA ou RNA de genes ribossômicos como 

DNAr 5S e 45S, e de sequências repetitivas in tandem, como as teloméricas e 

centroméricas, ajudando assim na construção de mapas físicos cromossômicos e na 

diferenciação de espécies, que apresentam o mesmo número cromossômico, mas 

quantidade e posição das sequências diferentes (BRASILEIRO-VIDAL e GUERRA, 

2002; RIEGEL, 2014). Para detectar essas sequências de interesse (alvo), isola-se 

uma parte específica do DNA que será marcada com uma molécula sinalizadora 

(sonda) que permite a identificação da sequência alvo do genoma estudado 

(SPEICHER e CARTER, 2005).  

Diversas questões podem ser estudadas com esta técnica em plantas, 

sendo bastante utilizada em programas de melhoramento e análises 

filogenéticas/evolutivas (LEITCH et al., 1994). Em Passiflora, por exemplo, a 

quantidade e a localização dos sítios de DNAr 45S foram utilizados para inferir que o 

número diploide de 2n=12 representa provavelmente o genoma ancestral (MELO e 

GUERRA, 2003). Almeida e Pedrosa-Harand (2010) estabeleceram um mapa 

citogenético comparativo entre espécies de Phaseolus, contribuindo para a 

compreensão da evolução do gênero. 

A estimativa de quantidade de DNA também vem sendo muito utilizada na 

caracterização de plantas e em estudos taxonômicos e evolutivos, onde o valor C de 

DNA, ou seja, o tamanho do genoma, tem um significado biológico fundamental. 

Além disso, o conhecimento da quantidade de DNA nuclear, de um grupo de 

organismos, pode ser útil em vários campos da genética permitindo análises da 

quantidade de DNA, contagem de células, nível de ploidia, estudo do clico celular e 

outros (YANPAISAN et al., 1999; DOLEZEL e BARTOS, 2005; SUDA e 

TRAVNICEK, 2006; LEPERS-ANDRZEJEWSKI et al., 2011).  
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Em plantas, basicamente, a técnica consiste no isolamento dos núcleos e 

coloração destes com um fluorocromo específico para DNA, e na leitura da 

intensidade de fluorescência emitida. Esta técnica tem se mostrado eficiente devido 

à sua precisão e rapidez para a preparação das amostras (DOLEZEL et al, 1998; 

DOLEZEL, 2007).  

A aplicação desta técnica em associação às metodologias citogenéticas 

tem permitido, por exemplo, evidenciar a ocorrência de variabilidade intraespecífica 

(DOLEZEL e BARTOS, 2005; DOLEZEL, 2007), como em Glycine max, Gibasis 

venestula, Poa annua e Collinsia verna, Oryza sativa, Zea mays, Capsicum annuum, 

Myrsine coriácea, Helleborus, Festuca (BENNETT, 1985; ZONNEVELD et al., 2001; 

LOUREIRO et al., 2007;  SPADETO, 2015), como também diferenças 

interespecíficas no tamanho do genoma de vários grupos taxonômicos vegetais 

(VOGLMAYR, 2000), sendo útil nos esclarecimentos dos impasses de 

caracterização taxonômica (LEPERS-ANDRZEJEWSKI et al., 2011).  

Adicionalmente, a citometria também tem sido empregada em estudos 

para a identificação de hibridações e duplicações cromossômicas. Barre e 

colaboradores (1998), por exemplo, identificaram híbridos resultantes do cruzamento 

entre duas espécies diploides de café, Coffea liberica 2C=1,42 pg e Coffea 

pseudozanguebariae 2C=1,13 pg, enquanto, outros autores obtiveram sucesso na 

identificação, caracterização e confirmação de poliploides induzidos ou naturais, 

como observado em Pfaffia glomerata (GOMES et al, 2014), Siphonochilus 

aethiopicus (HANNWEG et al., 2016), em Salix  (THIBAULT, 1998),  Medicago sativa 

(HAVANANDA et al., 2011) e Lippia alba (REIS et al., 2014). 

Dentro das angiospermas já se sabe que o tamanho do genoma varia 

cerca 2400 vezes (1C = 0,062 – 152,23 pg) (DODSWORTH, 2015), sendo o menor 

valor descrito para Genlisea tuberosa (FLEISCHMANN et al., 2014) e o maior 

observado em Paris  japonica (PELLICER et al, 2010). 

Embora estudos relacionados à determinação da quantidade de DNA em 

plantas tenham aumentado nas últimas décadas (HIDALGO, 2017), para o gênero 

Pueraria, por exemplo, onde atualmente apenas a espécie P. lobata tem essa 

informação. Assim como para os dados de caracterização citogenética de suas 

espécies, em que apenas o número cromossômico de algumas espécies foi 

descritas, fazendo se necessário um incremento do conhecimento deste grupo com 

espécies promissoras economicamente. 
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Caracterizar citogeneticamente oito populações brasileiras de Pueraria 

phaseoloides. 

 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Estimar o conteúdo de DNA nuclear. 

- Confirmar o número cromossômico da espécie. 

- Determinar a fórmula cariotípica. 

- Caracterizar o padrão de bandas heterocromáticas. 

- Mapear os sítios de DNA ribossomal 45S e 5S. 

- Determinar a posição de sequências teloméricas. 

- Comparar os dados obtidos entre as oito populações estudadas. 
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4 MATERAIL E MÉTODOS  

 

 

4.1 MATERIAL BIOLÓGICO 

 

 

Foram utilizadas sementes de oito populações de Pueraria phaseoloides 

provenientes de diferentes regiões do país, como pode ser visto na Figura 2 e na 

Tabela 1, temos as suas localizações. As sementes dos estados de São Paulo, 

Rondônia e Acre foram obtidas de empresas que trabalham com essa espécie 

comercialmente, e as populações de Minas Gerais foram coletadas em fazendas 

dessas regiões. 

As análises citogenéticas e a estimativa da quantidade de DNA foram 

realizadas no Laboratório de Genética da Universidade Federal de Juiz de Fora. 

 

 

Figura 2: Regiões das populações estudadas de Pueraria phaseoloides. 
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Tabela 1: Localização das oito populações estudadas de Pueraria phaseoloides. 

População Cidade Estado 
Latitude 

(Sul) 

Longitude 

(Oeste) 

Pop. A Brejo Alegre SP 21° 09' 59'' 50° 11' 07'' 

Pop. B Araçatuba SP 21° 12' 32'' 50° 25' 58'' 

Pop. C Porto Velho RO 08° 45' 43'' 63° 54' 14'' 

Pop. D Miraí MG 21° 11' 43'' 42° 36' 51'' 

Pop. E Cataguases MG 21° 23' 21'' 42° 41' 48'' 

Pop. F Tocantins MG 21° 10' 30'' 43° 01' 04'' 

Pop. G Rio Branco AC 09° 58' 29'' 67° 48' 36'' 

Pop. H Araçatuba SP 21° 12' 32'' 50° 25' 58'' 

 

 

4.2 ESTIMATIVA DA QUANTIDADE DE DNA 

 

 

Para determinar a quantidade de DNA das populações de P. 

phaseoloides, sementes foram esterilizadas em hipoclorito de sódio a 3% por 2 min 

e álcool 70% por 1 min, e germinadas in vitro, em meio MS (MURASHIGE e 

SKOOG, 1962). Em seguida, folhas de plântulas com aproximadamente 3 meses 

(Figura 3) foram maceradas juntamente ao tecido foliar do padrão interno de 

referência, Pisum sativum cv. Ctirad (9.09 pg de DNA) (DOLEZEL et al. 1998), em 

700 μL do tampão WPB (LOUREIRO et al., 2007). O tecido macerado foi filtrado em 

uma malha de 50 μm e o produto do filtrado coletado em um tubo de poliestireno. A 

coloração dos núcleos da suspensão celular foi realizada com a adição de 25 μL de 

iodeto de propídio (1mg/mL). Além disso, 5 μL de RNAse (1mg/mL) foram 

acrescentados à mistura com a finalidade de diminuir possíveis interferências 

ocasionados por moléculas de RNA durante a leitura das amostras. 
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Figura 3: Pueraria phaseoloides cultivada in vitro em meio MS. 

 

As análises foram realizadas em triplicatas a partir de 7 indivíduos de 

cada população. Nesta etapa, pelo menos 10.000 núcleos foram analisados por 

amostra, em citômetro de fluxo CytoFLEX (Beckman Coulter, CA, EUA). Os 

histogramas gerados foram analisados utilizando-se o programa CytExpert 2.0.1 e o 

conteúdo de DNA obtido segundo a fórmula proposta por DOLEZEL e BARTOS 

(2005): 

 

 

Amostra (2C  =
Valor observado no canal do pico da esp cie

Valor observado no canal do pico do padrão
  Quantidade de DNA do padrão interno 

 

 

 Para a comparação da quantidade de DNA entre as populações 

estudadas, foi realizada análise de variância (ANOVA) através do software PAST, 

com nível de significância de 5%.  
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4.3 PREPARAÇÕES CROMOSSÔMICAS  

 

 

Para a obtenção de metáfases mitóticas bem espalhadas, sementes de 

cada população de Pueraria phaseoloides foram germinadas em placas de Petri 

forradas com papel de filtro e umedecidas com água destilada. Após a germinação, 

raízes com aproximadamente 0,5 cm foram coletadas e tratadas com 8-

hidroxiquinoleína (8-HQ Sigma®), na concentração de 3 mM, por 22 horas à 

temperatura ambiente. Em seguida, as raízes foram fixadas em solução fixadora 

Carnoy constituída de etanol e ácido acético (3:1 v/v), e armazenadas a temperatura 

de -20ºC, por no mínimo 24h.  

Após o tempo descrito para fixação, o material foi lavado em água 

destilada e digerido em solução enzimática 2% (p/v) celulase Onozuka R-10 

(Serva®) / 20% (v/v) pectinase (Sigma®) à 37°C por 3 h 30 min. As lâminas foram 

preparadas pela técnica de dissociação celular com secagem ao ar (CARVALHO, 

1995) e coradas com Giemsa 5% durante 5 minutos. Foram avaliadas 20 metáfases 

por população em microscópio ótico Olympus BX 51. 

  

 

4.4 MORFOMETRIA CROMOSSÔMICA 

 

 

Para a confirmação do número cromossômico em P. phaseoloides, foram 

observadas pelo menos 20 metáfases de cada população em estudo. 

Após a obtenção das metáfases cromossômicas, foram realizadas 

análises morfométricas para os cromossomos das oito populações estudadas. Para 

isso, foram obtidos: o comprimento do lote haploide (CLH); o comprimento do braço 

curto (BC); o comprimento do braço longo (BL); o comprimento total do cromossomo 

(CT = BL+BC); a relação entre braços (r = BL/BC); o índice centromérico (IC = 

[BC/CT] x100) e o comprimento relativo dos cromossomos (CR = [CT/CLH] x100) 

(LEVAN et al.,1964). 

O grau de assimetria do cariótipo (A) foi estimado de acordo com o 

proposto por Watanabe et al. (1999), onde Ai = (BL-BC) / (BL+BC) e A = (1/n ∑Ai 

(podendo variar de 0, cariótipo simétrico, a 1, cariótipo assimétrico), sendo n o 
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número haploide de cromossomos para a espécie.  A caracterização do tipo 

cromossômico foi realizada segundo Levan et al. (1964), onde os pares de 

cromossomos homólogos foram classificados quanto a posição do centrômero, 

utilizando a relação de braços: cromossomos metacêntricos (m) quando a razão de 

braços variou entre 1 a 1,7; submetacêntricos (sm) quando esta razão variou de 1,71 

a 3,0; subtelocêntrico (st)  quando a variação foi de 3,01 a 7,0 e em acrocêntrico (a) 

quando a razão entre os braços foi superior a 7,0. 

Para a montagem do idiograma e cariogramas, os cromossomos foram 

ordenados pelo tamanho do braço curto (dispostos do maior braço curto para o 

menor).  

 

 

4.5 BANDEAMENTO CROMOSSÔMICO COM CMA3/DA/DAPI 

 

 

Para a determinação do padrão de bandas heterocromáticas, foi realizada 

a coloração com CMA3/DA e DAPI conforme o procedimento descrito por Schweizer 

(1976). Com as lâminas envelhecidas por pelo menos 3 dias, foram aplicados 30 μL 

de CMA3 (0,1 mg/mL), cobrindo-as com lamínulas plásticas e mantendo-as à 

temperatura ambiente, em câmara escura por um período de 1h. Após esse tempo, 

as lâminas foram lavadas com água destilada e secas ao ar. Em seguida, foram 

adicionados, em cada lâmina, 30 μL de Distamicina (0,1 mg/mL) e as mesmas 

incubadas por 30 minutos, à temperatura ambiente em câmara escura. 

Sequencialmente, após lavagem, foram aplicados 30 μL da solução de DAPI (0,1 

mg/mL) por lâmina, as quais foram incubadas por 30 minutos, à temperatura 

ambiente em câmara escura. As lâminas foram montadas em meio antifade (30 μL) 

e armazenadas em um refrigerador por pelo menos 3 dias para serem analisadas 

em microscopia de fluorescência (Olympus BX 51) com filtros específicos para o 

fluorocromo DAPI (360 a 390 nm) e o CMA3 (430 a 480 nm). As imagens foram 

capturadas com uma câmera Olympus DP72 acoplada ao microscópio fluorescência. 
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4.6 HIBRIDIZAÇÃO IN SITU FLUORESCENTE (FISH) 

 

 

A Hibridização fluorescente in situ foi realizada segundo Jiang et al. 

(1995) com algumas modificações. As sondas para a localização de regiões de 

DNAr no genoma de P. phaseoloides foram periodicamente obtidas a partir de cepas 

de Escherichia coli transformadas para este fim. Foram utilizadas sondas contendo a 

região DNAr 18s de Triticum aestivum e DNAr 5S de Zea mays gentilmente cedidas 

pelo Dr. Jiming Jiang, University of Wisconsin, USA.  

Para a desnaturação dos cromossomos, cada lâmina recebeu 100 μL de 

formamida 70%, sendo incubadas posteriormente em estufa (80-85˚C  por 1 minuto, 

e submetidas, em seguida, à seguinte série alcóolica (etanol): 70% - gelado, 90% e 

100% - temperatura ambiente; por 5 min cada. 

A mistura de hibridização foi composta de formamida deionizada 100%, 

dextran sulfato 50%, 20x SSC, sonda e água ultrapura (Tabela 2), que foi 

desnaturada 10 min à 90ºC. Cada lâmina recebeu 19 μL da mistura de hibridização 

já desnaturada no termociclador e foi selada com lamínula de vidro. Em seguida as 

lâminas foram mantidas em uma câmara escura e úmida em estufa a 37˚C por, no 

mínimo, 24h. Passado o período de incubação, as lâminas passaram por banhos em 

soluções salinas (2x SSC) à temperatura ambiente por 5 min e à 42ºC por mais 5 

min, para remoção do excesso de sonda.  

 

Tabela 2: Solução para hibridização in situ florescente. 

Reagente Volume 

Formamida deionizada 100% 10 μL 

Dextran sulfato 50% 4 μL 

20x SSC 2 μL 

Sonda 1 μL 

Água Ultrapura 2 μL 

 

As sequências teloméricas foram amplificadas a partir de iniciadores 

complementares entre si (sense: telomérico F 5´CCCTAAA3´ e anti-sense: 

telomérico R  5´GGGATTT3´) de Arabidopsis sp. Para a amplificação, uma mistura 

contendo: primers teloméricos F e R, enzima Taq DNA polimerase, Dntps, tampão 

de reação da enzima Taq DNA polimerase, solução de MgCl2 e água ultrapura 
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(Tabela 3) foi submetido à reação no termociclador durante 3h com as seguintes 

condições: 

 10 ciclos de: 

o 94ºC (5 min) - Desnaturação;  

o 94ºC (1 min) - Desnaturação;  

o 55ºC (30 s) – Anelamento dos primiers;  

o 72ºC (1 min) – Elongação. 

 35 ciclos de: 

o 94ºC (1 min) - Desnaturação;  

o 60ºC (30 s) – Anelamento dos primiers;  

o 72ºC (1 min e 30 s) – Elongação. 

  

A extensão final foi realizada a 72ºC durante 5 min. Ao final da reação, 

fragmentos de DNA telomérico de diversos tamanhos foram obtidos. A sonda foi 

marcada com reação de nick-translation. 

 

Tabela 3: Reagentes para reação de amplificação das sequências teloméricas. 

Reagente Concentração Volume 

Primers teloméricos F e R 100 mM cada 0,2 μL cada 

Enzima Taq DNA polimerase 5 U/μL 0,4 μL 

Dntps 2 mM cada 1 μL cada 

Tampão de reação da enzima Taq DNA polimerase 10x 5 μL 

Solução de MgCl2 50 mM 2,5 μL 

Água Ultrapura - 37,7 μL 

 

A detecção das sondas ocorreu por meio da seguinte mistura: 20 μL de 

TNB Buffer 5x, 80 μL de ddH2O e 1 μL de Rhodamina anti-DIG, cada lâmina recebeu 

101 μL da solução de detecção. As lâminas foram novamente incubadas em uma 

câmara escura e úmida a 37°C, por 1h, e em seguida lavadas em três banhos a 

temperatura ambiente em 1xTNT (5 min cada), e depois uma lavagem em 1x PBS (5 

min). Cada lâmina foi contracorada com 20 μL de DAPI com Vectashield.  

O material foi mantido em câmara úmida e escura na geladeira até ser 

analisado. A visualização das marcas da FISH foi realizada em microscopia de 

fluorescência (Olympus BX 53) e as imagens foram capturadas com a câmera 
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Olympus DP72 acoplada ao microscópio. Foram analisadas pelo menos 10 

metáfases representativas de cada população, utilizando o software Imagepro-plus. 
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5. RESULTADOS 

 

 

5.1 ESTIMATIVA DA QUANTIDADE DE DNA 

 

 

O padrão interno utilizado, Pisum sativum (2C = 9,09 pg), mostrou-se 

eficiente para mensurar a quantidade de DNA de P. phaseoloides. As suspensões 

nucleares forneceram histogramas com picos G0/G1 bem definidos. Os gráficos 

analisados (Figura 4) mostraram dois picos dominantes, que correspondem aos 

núcleos que estão na fase G1 do ciclo celular de Pueraria phaseoloides e de Pisum 

sativum. O conteúdo de DNA das oito populações de Pueraria phaseoloides variou 

de 3,08 a 3,38, apresentando um conteúdo médio 2C = 3,20pg (Tabela 4). 

Para a verificação das diferenças entre as médias do conteúdo de DNA 

entre as populações, foi realizada análise de variância (ANOVA), não sendo 

apontadas diferenças significativas para valores obtidos para as populações 

estudadas. 

Em relação aos coeficientes de variação (CV) para as amostras lidas, foi 

observado um CV médio de 2,72. 
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Figura 4: Histogramas representativos da estimativa da quantidade de DNA de Pueraria 
phaseoloides: A- População A com 3,38pg.; B- População B com 3,28pg.; C- População C com 3,27 
pg.; D- População D com 3,20pg.; E- População E com 3,08pg.; F- População F com 3,13pg.; G- 
População G com 3,18pg.; H- População H com 3,09pg. (Pisum sativum 2C = 9,09 pg.) 
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Tabela 4: Valor da quantidade de DNA 2C das oito populações de Pueraria phaseoloides. 

Acesso Nº crom. Valor DNA 2C (pg) CV* (%) 

População A 2n = 22 3,38 2,70 

População B 2n = 22 3,28 2,69 

População C 2n = 22 3,27 2,94 

População D 2n = 22 3,20 2,94 

População E 2n = 22 3,08 2,89 

População F 2n = 22 3,13 2,30 

População G 2n = 22 3,18 2,68 

População H 2n = 22 3,09 2,67 

*CV = coeficinte de variação do pico G1. 

 

 

5.2 CONTAGEM E MORFOMETRIA CROMOSSÔMICA 

 

 

As oito populações aqui estudadas, apresentaram plantas com 22 

cromossomos (2n = 2x = 22) (Figura 5). Foi observada também a presença de 

regiões com fragilidade em alguns cromossomos: constrições secundárias no par de 

cromossomo 8 e nas regiões centroméricas da maioria dos cromossomos, sendo 

mais comum nos pares de cromossomos 2; 4; 5 e 6. 
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Figura 5: A - Metáfase mitótica de Pueraria phaseoloides com 2n = 22 cromossomos. 
Setas indicam o alongamento dos centrômeros e as estrelas o alongamento das 
RONS. B - Em evidência, um cromossomo com distensão na região do centrômero. 
Barra = 10 μm.  

 

De modo geral, o comprimento médio dos cromossomos das populações 

variou de 2,50 μm (cromossomo 11) a 3,70 μm (cromossomo 1) e o comprimento 

relativo destes cromossomos em relação ao tamanho do genoma variou de 7,20% 

(cromossomo 11) a 10,64% (cromossomo 1). O comprimento médio do conjunto 

haploide foi 34,81 μm.  

Com bases nas medidas morfométricas, foi obtida a fórmula cariotípica, 

FC = 2m + 9sm (2 pares metacêntricos e 9 pares submetacêntricos). Os parâmetros 

gerais do cariótipo de P. phaseoloides estão listados na Tabela 5. O índice de 

assimetria mostrou um cariótipo simétrico, com A = 0,15.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

A
A 

B

A
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Tabela 5: Dados morfométricos médios dos cromossomos das oito populações de Pueraria 
phaseoloides. 

Cromossomo BC BL CT R IC CC CR HC 

1 1,64 2,06 3,70 1,25 44,40 M 10,64 0,11 

2 1,36 2,08 3,45 1,52 39,63 M 9,92 0,20 

3 1,21 2,42 3,63 1,99 33,42 SM 10,44 0,32 

4 1,11 2,23 3,34 2,01 33,20 SM 9,61 0,32 

5 1,05 2,04 3,10 1,93 34,11 SM 8,91 0,31 

6 1,01 1,99 3,01 1,96 33,73 SM 8,65 0,32 

7 0,98 2,28 3,27 2,31 30,13 SM 9,40 0,39 

8 0,96 2,09 3,05 2,17 31,50 SM 8,78 0,36 

9 0,92 2,06 2,99 2,23 30,95 SM 8,59 0,38 

10 0,87 1,84 2,72 2,09 32,28 SM 7,81 0,35 

11 0,78 1,72 2,50 2,20 31,17 SM 7,20 0,37 

CLH   34,81      

Assimetria 

Cariotípica 
       0,15 

*Comprimento do braço curto (BC); comprimento do braço longo (BL); comprimento total do 
cromossomo (CT); relação entre os braços (R); índice centromérico (IC); classificação do 
cromossomo (CC); comprimento relativo do cromossomo (CR); heterogeneidade cromossômica (HC); 
comprimento do lote haploide (CLH), metacêntrico (M); submetacêntrico (SM). 

 

 

5.3 BANDEAMENTO CROMOSSÔMICO COM CMA3/DA/DAPI 

 

 

Em relação às bandas CMA3, foram observadas marcas positivas em 

todos os 22 cromossomos (Figura 6). Observamos que duas bandas apresentavam 

uma marca mais forte, sendo classificada como CMA++ em um dos pares 

cromossômicos, os outros 20 cromossomos, encontramos marcas CMA3 com 

intensidade mais moderada, que variaram também em tamanho. Estas bandas 

foram então classificadas como CMA+. Para todas as populações, os cromossomos 

1, 2 e 6 apresentaram duas bandas CMA+, uma em cada um dos braços, o 

cromossomo 8 apresentou a banda CMA++ no braço curto, e os demais apresentam 

uma única marca CMA+ no braço longo. As colorações, realizadas com os 

fluorocromos no presente trabalho, demonstraram com mais eficiência a ocorrência 

de estiramentos nos centrômeros de alguns cromossomos (Figura 5). 
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Figura 6: Metáfases de P. phaseoloides: (A) sobreposição evidenciando as regiões CMA3 positivas; 
(B) metáfase corada com CMA, setas indicam o alongamento dos centrômeros.  Barra = 10 μm.  

 

 

5.4 HIBRIDIZAÇÃO IN SITU FLUORESCENTE 

 

 

A Hibridização in situ fluorescente com a sonda para DNA ribossomal 5S 

permitiu a identificação de um par de cromossomos (braço longo do par 9) com sítios 

subterminais, enquanto para sonda de DNA ribossomal 45S, observou-se um par de 

sítios pericentroméricas no braço curto do par de cromossomos número 8. As 

marcas de DNAr 45S apresentaram-se bem maiores quando comparados àquelas 

observados para sítios de DNAr 5S, além de ser possível a visualização do sítio 

frágil nessa região (Figura 7). Com a utilização da sonda telomérica foram 

detectadas marcas tanto nas extremidades de cada cromossomo, quanto nas 

proximidades da região dos centrômeros dos cromossomos 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 (sinais 

teloméricos intersticiais) (Figura 7), sendo encontrado, também, um padrão de 

marcas maiores nestes cromossomos, exceto no 3. Quando comparados os 

tamanhos de sequências teloméricas intersticiais e terminais, foram observados 

variações (Figuras 7 e 8).  

Com os dados obtidos das análises morfométricas, bandeamento e a 

FISH, foi possível a montagem do idiograma e cariogramas para a espécie (Figuras 

8 e 9).  
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Figura 7: Hibridização in situ Fluorescente (FISH) em metáfases de P. phaseoloides 
evidenciando as regiões contendo: (A) Sítios de DNAr 5S (marcação pseudocolorizada em 
verde) e 45S (marcação em vermelho); (B) Sequências de DNA telomérico (setas indicam a 
presença de sequências intersticiais). Barra = 10 μm.  

 

 

 

 

 
Figura 8: Idiograma representativo dos cromossomos de P. phaseoloides. Retângulo amarelo = 
Bandas CMA, retângulo vermelho = DNAr 45S, retângulo verde = DNAr 5S e círculos pretos = 
sequências teloméricas. M = metacêntrico e SM = submetacêntrico. 
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Figura 9: Cariogramas de Pueraria phaseoloides. A – Cromossomos corados com DAPI; B – 
Cromossomos corados com CMA; C – Cromossomos corados com DAPI e hibridizados com 
sondas de DNAr 5S (verde) e 45S (vermelho); D- Cromossomos corados com DAPI e 
hibridizados com sondas de sequências teloméricas (vermelho). 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

Para todas as populações estudadas no presente trabalho, os dados 

cromossômicos foram muito similares, indicando que P. phaseoloides é uma 

espécie estável citogeneticamente. 

O número cromossômico 2n=22, encontrado neste trabalho para P. 

phaseoloides, não difere do apresentado por Lackey (1977) e Duke (1981), 

embora outros autores tenham relatado número diferente para ela. Essa 

diferença na contagem pode esta relacionada com o preparo da técnica ou pelo 

fato desta espécie apresentar distensões cromossômicas. Até o momento, o 

numero cromossômico era a única informação relacionada à citogenética desta 

espécie. Em relação ao gênero Pueraria, estes dados também são escassos, 

sendo registrados 2n=22 para P. montana var. lobata (OHMIDO et al., 2013), 

2n=20 para P. stricta e 2n=24 para P. tuberosa (LACKEY, 1977).  

Dados da literatura indicam que algumas espécies e gêneros da 

família Fabaceae apresentam este mesmo número cromossômico, dentre 

estes, os gêneros Cratylia (VARGAS, 2005), Camptosema, Galactia 

(GOLDBLATT, 1981) e a maioria das espécies do gênero Phaseolus 

(BONIFACIL et al., 2012). Dentro da subfamília Papilionoideae, a tribo 

Phaseoleae, à qual pertence o gênero Pueraria, possui números básicos x=10 

ou x=11 (BRUNEAU et al., 1995), sendo 2n=22 o número cromossômico mais 

comum para as espécies desta tribo. Assim, levando em conta o número 

básico x=11 para a tribo Phaseoleae, podemos considerar que Pueraria 

phaseoloides é uma espécie diploide. 

O cariótipo de P. phaseoloides mostrou-se simétrico, apresentando a 

fórmula cariotípica FC = 2m + 9sm, sem ocorrência de cromossomos 

acrocêntricos ou subtelocêntricos. De acordo com Paszko (2006), em um 

cariótipo simétrico há a prevalência de cromossomos metacêntricos e 

submetacêntricos com tamanhos parecidos. Bairiganjan e Patnaik (1989) ao 

analisarem 118 espécies da família Leguminosae, observaram que apenas 18 

possuíam cromossomos acrocêntricos, não sendo comum a presença desse 



47 
 

tipo de cromossomo na família. A simetria em cariótipos de Fabaceae foi 

também observada por Kumari e Bir (1989). 

O tamanho dos cromossomos, observados no presente trabalho, 

variou de 2,21 μm (Pop. F  a 4,18 μm (Pop.G , com valor médio de 3,13 μm, 

valor próximo ao encontrado para outros gêneros da subfamilia Papilionoideae 

(Phaseolus, Vigna e Macroptilium), que apresentam comprimentos 

cromossômicos entre 1 a 3 μm (FORNI-MARTINS, 1989). Outras espécies de 

Papilionoideae também podem apresentar comprimentos maiores para o 

tamanho cromossômico, como relatado para Crotalaria lanceolata que 

apresenta valores entre 1,23 a 3,99 µm, (ANDRADE et al., 2008), e em Cratylia 

argentea, com o comprimento dos cromossomos variando de 2,88 a 4,03 µm 

(VARGAS, 2005). 

Por possuir maiores cromossomos em relação a outras espécies de 

Fabaceae, P. phaseoloides também apresenta um tamanho do genoma não 

muito comum para este grupo de plantas. Esta planta apresentou um genoma 

com tamanho 1C=1544 Mb (3,20 pg - 2C), relativamente grande em 

comparação a outras espécies de Fabaceae, como: Lotus japonicus (2n=12); 

com 1C=466 Mb (OHMIDO et al., 2010) e Trifolium pratense (2n=14), com 440 

Mb (KATAOKA et al., 2012), assim como dentro do grupo Papilonoideae onde 

Dipteryx alata com 1C= 807.2 Mb (TAQUARY, 2017). Quando a comparação é 

feita com a única espécie do gênero Pueraria que apresenta tal estudo 

realizado, P. lobata, com 1C=990 Mb ou 2,01 pg (2C) (OHMIDO et al., 2013), o 

valor também é bastante diferente, mostrando  que esse gênero pode ser 

variável neste quesito e que estudo com outras espécies devem ser realizados 

para melhor entendimento de tal variação no gênero. Essa diferença, em 

relação a outras espécies de Fabaceae, pode estar relacionada à grande 

quantidade de heterocromatina observada nos cromossomos de P. 

phaseoloides, região esta do genoma na qual os processos de amplificação de 

sequências repetitivas, muito comuns em sequências heterocromáticas, podem 

ter promovido um aumento significativo do genoma na espécie (MEHROTRA e 

GOYAL, 2014). 

O padrão de heterocromatina pericentromérica, encontrada no 

presente trabalho, é muito relatado em outros gêneros da família Fabaceae 

como em Vigna (SHAMURAILATPAM et al,. 2015), Vicia (GREILHUBER, 
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1975), Phaseolus (ZHENG et al., 1991), Sesbania (FORNI-MARTINS e 

GUERRA 1999) e Cicer (GALASSO et al., 1996), por exemplo. Das 22 marcas 

CMA+ aqui relatadas para P. phaseoloides, um par de cromossomos 

apresentou um sinal mais forte que os demais cromossomos. Pela hibridação 

in situ fluorescente, utilizando sondas para o DNA ribossomal 45S, e por meio 

de coloração sequencial CMA/DAPI, foi possível observar que tais bandas mais 

brilhantes coincidem com o único par de regiões organizadora de nucléolos 

presente em P. phaseoloides. Tal coincidência é bastante comum em plantas 

(GAETA et al., 2010), inclusive em Fabaceae, como pode ser visto em 

Phaselous (EUGENIA, 2017), Arachis (SILVA, 2010), Vigna, (GALASSO et al., 

1992; PEDROSA-HARAND et al., 2009; BONIFÁCIO et al., 2012), e para as 

espécies Crotalaria juncea (MODIN et al., 2007), Copaifera langsdorfii (GAETA 

et al., 2010) e Mimosa caesalpiniifolia (SOUSA et al., 2013).  

Pela FISH, foi possível observar que P. phaseoloides, além de 

possuir um par de sítios de DNAr 45S, também apresenta um par de sítios de 

DNAr 5S. Tal observação foi um pouco diferente ao comparar com a outra 

espécie do gênero em que a FISH para tais sequências foi realizada. Em 

Pueraria lobata, Ohmido e colaboradores (2013) relataram a presença de seis 

marcas de DNAr 45S e duas para DNAr 5S. Essa variação na quantidade de 

marcas em relação a essas duas espécies pode ser resultante de modificações 

estruturais nos cromossomos, sugerindo a presença de rearranjos 

cromossômicos como inversões, deleções ou translocações durante a evolução 

cromossômica das espécies do gênero (SCHUBERT, 2007; RASKINA et al., 

2008).  

Com a utilização de sequências teloméricas como sondas, foi 

possível detectar a presença de marcas teloméricas terminais e intersticiais em 

P. phaseoloides. Por definição, as sequências teloméricas estão presentes nas 

extremidades dos cromossomos, mas ocasionalmente podem aparecer em 

regiões não terminais, sendo assim chamadas de sequências repetitivas 

teloméricas intersticiais (BOLZAN e BIANCHI, 2006). A origem dessas 

sequências, em sítios cromossômicos não terminais pode acontecer através de 

dois mecanismos: inserção de DNA telomérico em locais instáveis durante o 

reparo da quebra da dupla fita de DNA durante o processo de replicação 

(AZZALIN et al., 2001), como também pode ocorrer como resultado de 
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rearranjos cromossômicos, durante a evolução (HOLMQUIST e DANCIS, 1979; 

HASTIE e ALLSHIRE, 1989). Estes mecanismos estão relacionados também 

com intensidade das marcas, onde o primeiro tende a apresentar sítios 

menores, enquanto que sítios maiores são associados à presença de 

elementos transponíveis, inversões, fusões e outras alterações cromossômicas 

estruturais (AZZALIN et al., 2001; LIN e YAN, 2008). 

Vários estudos indicam que sequências teloméricas intersticiais no 

genoma, podem estar relacionadas à instabilidade genômica, pois são locais 

que sofrem frequentes rearranjos, sendo conhecidas como sítios frágeis 

(PRESTING et al., 1996;  TEK e JIANG, 2004; LIN e YAN, 2008;  GASPIN et 

al., 2010; BOLZAN, 2012; MANDÁKOVÁ et al., 2016). Esses sítios podem 

ocasionar alterações cromossômicas, ou facilitar a quebra/distensão 

cromossômica.  

A presença de sítios teloméricos intersticiais em P. phaseoloides 

pode ser uma possível explicação para a distensão centromérica em alguns de 

seus cromossomos, onde todos os cromossomos com centrômeros distendidos 

apresentam sequências teloméricas nas proximidades do centrômero. Uma vez 

que essa coincidência de sequência teloméricas intersticiais e distendimento da 

região centromérica é muito raro em plantas, onde só encontramos relatos para 

apenas uma espécie, a Phleum echinatum, onde os pesquisadores também 

encontraram a presença dessas sequencias nas regiões onde os cromossomos 

distendiam (GRABOWSKA-JOACHIMIAK  et al., 2015). Entretanto, novos 

estudos como o padrão de metilação nessa região, estudo de imunolocalização 

envolvendo as histonas presentes no centrômero, ainda necessitam ser 

realizados para complementar tal inferência. 
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7 CONCLUSÕES 

 

 

Não foram observadas diferenças em relação aos critérios 

analisados neste trabalho para as oito populações de Pueraria phaseoloides, 

mostrando uma uniformidade entre estas populações. Esses dados foram 

inéditos para a espécie, sendo importantes para futuros trabalhos de 

caracterização e estudos evolutivos do gênero.  

Através da quantificação do DNA por citometria de fluxo, foi 

determinado o conteúdo de DNA de 3,20 pg. 

O número cromossômico encontrado corroboram alguns dados 

descritos previamente, em que a espécie é um diploide com 2n=22. Com as 

análises morfométricas, pode se visualizar um cariótipo simétrico de acordo 

com os índices de assimetria aplicados, possuindo a seguinte fórmula 

cariotípica: 2m + 9sm. 

O bandeamento com CMA/DAPI e a hibridização fluorescente in situ 

foram bem sucedidas neste trabalho, mostrando a presença das marcas de 

CMA+ em todos os cromossomos e dois sítios pericentroméricas de DNAr 45S 

e dois subterminais de 5S, além da presença de sequências teloméricas 

intersticiais em alguns cromossomos, ajudando assim na caracterização da 

espécie. 

A espécie apresenta uma grande quantidade de heterocromatina e 

várias sequências teloméricas intersticiais, indicando que no passado evolutivo 

da espécie, fusões cromossômicas e outros tipos de alterações como 

translocações e transposições podem ter feito parte dos processos de 

diferenciação de Pueraria phaseoloides. 
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