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Resumo 
 

As sementes crioulas são de fundamental importância 

para manutenção e biodiversidade da variabilidade 

genética das espécies.  Entre as variedades crioulas pode 

existe variação cariotípica, principalmente 

cromossômica, dependendo do seu centro de origem. O 

objetivo com este trabalho foi analisar o cariótipo de 

diferentes variedades crioulas de Phaseolus lunatus por 

meio da distribuição de bandas heterocromáticas e 

investigar a existência de variações intraespecíficas 

correlacionadas ou não ao tamanho e morfologia das 

sementes entre as variedades. As sementes de 19 

variedades crioulas de P. lunatus foram postas para 

germinar, em seguida as radículas foram coletadas 

quando atingiram em média 1 cm. A análise citogenética 

foi realizada nas de 19 variedades por coloração com 

fluorocromo CMA e DAPI. Para todas as variedades 

analisadas foi constatado 2n = 22, cariótipos com 

tamanho médio entre 2,45 a 5,85 µm, relativamente 

simétricos e cromossomos predominantemente 

metacêntricos. As sementes de cultivares crioulas de 

Phaseolus lunatus L. não diferem cromossomicamente. 
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INTRODUÇÃO 

 

O feijão-fava (Phaseolus lunatus L.) é uma importante fonte de alimento e renda 

para diversas populações (OLIVEIRA et al., 2004), sendo a segunda espécie de maior 

interesse econômico do genêro Phaseolus, ficando atrás apenas de P. vulgaris L., além 

de da sua rusticidade e capacidade de resistir a longos períodos de secas (ARAUJO et al., 

2015), cujas características tornam uma cultura importante para as regiões semiáridas, 

incluindo o Nordeste brasileiro. 

Inicialmente P. lunatus foi cultivado a partir de plantas nativas originadas da 

América Central e regiões Andinas na América do Sul, o que resultou em dois grupos 

genéticos distintos na espécie, o Mesoamericano (sementes pequenas) e o Andino 

(sementes grandes) (SERRANO-SERRANO et al., 2010). O cultivo e cruzamento de 

diferentes variedades resultaram em uma ampla diversidade morfológica de sementes de 

P. lunatus, com distintos tamanhos e colorações, cujas variedades geralmente recebem 

nomes tradicionais, conforme as populações locais a designam com base em caracteres 

particulares, como “Orelha de Vó”, “Galo-de-Campina”, “Coquinho” e “Boca-de-Moça” 

(MORAES et al., 2017). 

Em alguns grupos vegetais variações na morfologia da planta, no tamanho do fruto 

e sementes podem ser correlacionadas com variações cariotípicas, especialmente 

número e morfologia cromossômica (GUTIÉRREZ-FLORES et al, 2018). Para P. lunatus, 

contudo, observa-se o registro constante de 2n = 22 em diversas variedades, sem 

registros de poliploidia ou disploidia (RICE et al., 2015).  

Nos grupos vegetais numericamente estáveis, o emprego de marcadores 

citomoleculares é indicado na diferenciação cariotípica, contribuindo para análises 

evolutivas e diferenciações taxonômicas (PESSOA et al., 2014; CORDEIRO et al., 2016). 

Para P. lunatus, o uso de marcadores citomoleculares indicaram diferenças expressivas 

entre esta espécie e P. vulgaris, em que eventos estruturais de transposição ou inversão 

pericêntrica podem ter ocorrido depois da separação de ambas as linhagens (ALMEIDA e 

PEDROSA-HARAND, 2011; BONIFÁCIO et al., 2012). 

Estudos citogenéticos são utilizados como suporte para a taxonomia e também 

para a compreensão evolutiva dos táxons (BIONDO et al., 2005; BORTOLUZZI et al, 

2007). Desse modo, a contagem cromossômica agregada ao método de bandeamento 

com dupla coloração por fluorocromos, CMA (Chromomycin) e DAPI, permitem comparar 
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cariótipos e separar espécies ou variedades diferentes que possuem o mesmo número 

cromossômico (GUERRA, 1993; GUERRA e SOUZA, 2002; PESSOA et al., 2014).  

No gênero Phaseolus a heterocromatina é estudada principalmente em espécies 

de interesse econômico, em que a mesma está distribuída na região pericentromérica e 

subtelomérica dos cromossomos, sendo em P. vulgaris visualizada como blocos ricos em 

bases CG nos pericentrômeros da maioria dos cromossomos (FONSÊCA et al., 2010). 

As pesquisas com Fabaceae têm sido objeto de avaliações genômicas, incluindo 

sequenciamento completo, uso de marcadores moleculares e análises de transcriptoma e 

tem colaborado para o entendimento das suas relações interespecíficas e intergenéricas 

(VARSHNEY et al., 2012). Diferentes estudos têm demonstrado uma macrossintenia entre 

as leguminosas, com poucos rearranjos cromossômicos entre espécies do mesmo gênero, 

como observado, por exemplo, para Glycine max (Gm) e G. soja, (FINDLEY et al., 2010) 

e para P. vulgaris e P. lunatus em estudos cito comparativos (BONIFÁCIO et al., 2012; 

ALMEIDA e PEDROSAHARAND, 2013). Mesmo entre P. vulgaris e P. microcarpus espécie 

filogeneticamente mais distante (DELGADO-SALINAS et al., 2006) foi observada um forte 

sintenia com apenas três quebras de colinearidade (FONSÊCA e PEDROSA-HARAND, 

2013). 

No presente trabalho o objetivo foi analisar o cariótipo de diferentes variedades 

crioulas de P. lunatus por meio da distribuição de bandas heterocromáticas e investigar 

a existência de variações intraespecíficas correlacionadas ou não ao tamanho e 

morfologia das sementes entre as variedades. 

 

MATERIAL MÉTODOS 

 

Amostragem 

A análise citogenética envolveu 19 variedades crioulas de P. lunatus provenientes 

dos municípios de Queimadas (18 variedades) e Sertãozinho (uma variedade) na Paraíba, 

Nordeste do Brasil. As sementes das 19 variedades crioulas de P. lunatus foram postas 

para germinar em placas de Petri contendo duas folhas de papel filtro umedecidas com 

água destilada, em seguida as radículas foram coletadas quando atingiram em média 1 

cm. 
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Análise citogenética 

As raízes foram pré-tratadas com 8-hidroxiquinolina (2 mM) por 24 h a 10 °C, 

fixadas em etanol absoluto/ácido acético glacial (v/v) 3:1 por 30 minutos, em seguida 

colocadas por 2 h à temperatura ambiente e depois armazenado a -20 °C até serem 

analisadas. Para o preparo das lâminas, as raízes foram digeridas em solução contendo 

2% de celulase (Onozuka) e 20% de pectinase (Sigma) (w/v) durante 50 minutos a 37 °C. 

As raízes foram esmagadas em uma gota de ácido acético a 45% e as lamínulas 

posteriormente removidas em nitrogênio líquido. As lâminas foram coradas com solução 

de DAPI (2 µg mL-1): glicerol (1:1, v:v) para seleção das melhores metáfases. 

Posteriormente foram descoradas em etanol absoluto/ácido acético glacial (v/v) 3:1 por 

30 minutos e depois mantidas em etanol absoluto por duas horas. As lâminas foram 

envelhecidas por três dias e então coradas por uma hora com 10µL de CMA (0,1 mg/mL) 

e depois com 10µL de DAPI (1µg/mL) por meia hora, montadas em glicerol/tampão 

McIlvaine (pH 7,0) (1:1, v/v) e depois estocadas por três dias no escuro para 

estabilização dos fluorocromos (BARROS E SILVA e GUERRA, 2010). 

 

Análise de dados 

As metáfases foram fotografadas em fotomicroscópio Zeiss, com câmera de vídeo 

Axio Cam MRC5 usando o software Axiovision® v.4.8 (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, 

Germany). As imagens foram editadas com o uso do software Adobe Photoshop CS3 

Extended Version 10.0. As medições cromossômicas foram realizadas com o auxílio do 

programa ImageJ 1.51k (SCHNEIDER et al., 2012), enquanto a morfologia e a 

classificação cromossômica foram baseadas no índice centromérico de acordo com 

Guerra (1986). 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Para todas as variedades analisadas constatou-se 2n = 22, cariótipos com tamanho 

médio entre 1,23 a 4,02 μm relativamente simétricos e cromossomos 

predominantemente metacêntricos (Tabela 1, Figuras 2 e 3), resultado esse confirmado 

pelo índice centromérico maior que 36,53 os cromossomos são considerados 48 

metacêntricos (Tabela 1), mesmo não tendo diferenças cromossômicas, as sementes das 
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variedades demonstraram diferenças visuais quanto ao seu tamanho e coloração (Figura 

1).  

 

Tabela 1. Características morfológicas das sementes de variedades de Phaseolus lunatus 

L.. Cor predominante , índice centromérico (IC), tamanho da semente (TS) e tamanho 

médio (TM), padrão de heterocromatina (PD e figuras correspondentes. Tamanho da 

semente: P - pequena (< 10mm), G - grande (> 10mm); Padrão de heterocromatina: Ter 

(terminal), Per (pericentromérica). 

Variedade TS 
Cor 

 
TM 

(μm) 
IC PD Figuras 

Angico P M 2,70 45,40 2Ter e 22Per CMA+/DAPI– 1A, 2A 
Baia de Moita P M 1,56 44,11 2Ter e 22Per CMA+/DAPI– 1B, 2B 
Cancão P Ma 1,45 55,13 2Ter e 22Per CMA+/DAPI– 1C, 2C 
Carrapato P Me 1,90 41,33 2Ter e 22Per CMA+/DAPI– 1D, 2D 
Cearense P Mc 2,70 45,14 2Ter e 22Per CMA+/DAPI– 1E, 2E 
Coquinha P B 1,54 43,11 2Ter e 22Per CMA+/DAPI– 1F, 2F 
Eucalipto P B 2,50 45,11 2Ter e 22Per CMA+/DAPI– 1G, 2G 
Fava Feijão P M 1,34 40,41 2Ter e 22Per CMA+/DAPI– 1H, 2H 
Lua Nova P Ma 2,41 53,12 2Ter e 22Per CMA+/DAPI– 1I, 2I 
Manteiga P B 1,52 36,53 2Ter e 22Per CMA+/DAPI– 1J, 2J 
Miúda P Mv 1,52 39,01 2Ter e 22Per CMA+/DAPI– 1K, 3A 
Olho de Ovelha G B 2,42 64,31 2Ter e 22Per CMA+/DAPI– 1L, 3B 
Orelha de Vó 
Vermelha 

G B 4,02 44,41 2Ter e 22Per CMA+/DAPI– 1M, 3C 

Orelha de Vó G B 2,34 63,54 2Ter e 22Per CMA+/DAPI– 1N, 3D 
Preta G P 2,10 46,11 2Ter e 22Per CMA+/DAPI– 10, 3E 
Rainha G Ma  1,53 39,32 2Ter e 22Per CMA+/DAPI– 1P, 3F 
Rixinou G B 1,23 26,42 2Ter e 22Per CMA+/DAPI– 1Q, 3G 
Roxinha M P Rx 2,34 51,44 2Ter e 22Per CMA+/DAPI– 1R, 3H 
Roxinha P Ro 2,31 50,34 2Ter e 22Per CMA+/DAPI– 1S, 3I 

Legenda: Tamanho da semente: P - pequena (< 10mm), G - grande (> 10mm); Padrão de heterocromatina: 
Ter (terminal), Per (pericentromérica). Cor: M – Marrom; Ma – Maculada (branca e vermelha); Me – Marrom 
escura; Mc – Marrom clara; B – Branca; Mv – Marrom-avermelhada; P – Preta; Ro – Rosa; Rx – Roxa. 
Notas: Todas as amostras apresentavam número cromossômico (2n); Todas as variedades foram 
provenientes da cidade de Queiamadas, Paraíba, exceto a variaede Miúda, que teve procedência da 
cidade de Sertãozinho, Paraíba. 

 

Através da análise dos fluorocromos CMA/DAPI constatou-se a ocorrência apenas 

de regiões ricas em pares de base GC (CMA+/DAPI–) distribuídas nas regiões terminais 

(duas bandas) e pericentroméricas (22 bandas) (Figura 4). Os cariótipos de todas as 

variedades de P. lunatus são relativamente estáveis (número cromossômico, morfologia 

e bandas heterocromáticas), independente da morfologia, tamanho ou cor de suas 

sementes.  
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Figura 1. Variedades crioulas de Phaseolus lunatus L. A - Angico, B - Baia de Moita, C - 
Cancão, D - Carrapato, E - Cearense, F - Coquinha, G -Eucalipto, H - Fava Feijão, I. Lua 
Nova, J - Manteiga, K - Miúda, L - Olho de Ovelha, M - Orelha de Vó Vermelha, N - Orelha 
de Vó, O - Preta, P - Rainha, Q - Rixinou, R - Roxinha M, S - Roxinha. 

 

 

Figura 2. Células mitóticas em diferentes variedades de fava (Phaseolus lunatus). 
Legenda: A. - Angico, B - Baia de Moita, C - Cancão, D - Carrapato, E - Cearense, F - Coquinha, G - 
Eucalipto, H - Feijão Fava, I - Lua Nova, J - Manteiga. Barra de escala em J corresponde a 5 µm. 
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Figura 3. Células mitóticas em diferentes variedades de fava (Phaseolus lunatus). 
Legenda: A - Miúda, B - Orelha de ovelha, C - Orelha de Vó Vermelha, D - Orelha de Vó, E - Preta, F - 
Rainha, G - Rixinou, H - Roxinha M, I - Roxinha. Barra de escala em I corresponde a 5 µm. 

 

 

Figura 4. Padrão de bandas CMA/DAPI (A) e cariograma (B) de fava (Phaseolus lunatus). 
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Os resultados encontrados neste trabalho para P. lunatus confirmam dados 

prévios descritos na literatura para esta espécie, seja em relação ao constante número 

cromossômico em diferentes variedades (2n = 22) ou em relação à distribuição de 

heterocromatina, onde são registradas 22 bandas CMA+/DAPI– pericentroméricas e duas 

bandas CMA+/DAPI– terminais, estas últimas correspondentes às RONs (regiões 

organizadoras de nucléolos) (Bonifácio et al., 2012; Fonsêca e Pedrosa-Harand, 2013).   

A morfologia cromossômica e o índice centromérico confirmam a caraterização de 

um cariótipo simétrico com a predominância de cromossomos aproximadamente do 

mesmo tamanho (Paszko, 2006). Em determinados grupos vegetais variações em 

caracteres morfológicos das plantas (tamanho da planta e dos frutos, morfologia floral, 

presença de tricomas) podem ser correlacionados a variações cariotípicas, 

especialmente número e morfologia dos cromossomos e bandas heterocromáticas (Imran 

et al., 2015; Begum e Alam, 2016; Gutiérrez-Flores et al., 2018; Ferrer et al., 2019).  

Entre as Fabaceae, P. lunatus tem ampla variação na morfologia de suas sementes 

(tamanho, forma e cor), e alterações cariotípicas poderiam estar envolvidas nesta 

característica da espécie. Contudo, nas análises citogenéticas desenvolvidas neste 

trabalho envolvendo diversas variedades de P. lunatus com distintas características 

morfológicas não houve diferenças significativas em relação ao número cromossômico 

(2n = 22), morfologia dos cromossomos (predominantemente metacêntrica) ou padrão de 

bandas heterocromáticas (duas bandas terminais e 20 pericentroméricas CMA+/DAPI–). 

Embora seja esperado que grupos vegetais tenham número cromossômico e padrão de 

distribuição de heterocromatina constantes em uma mesma espécie (Guerra, 2000, 

2008), variações intraespecíficas são observadas em alguns grupos, como Zephyranthes 

sylvatica Baker (Amaryllidaceae) (Felix et al., 2008), Anthuriumaffine Schott (Araceae) 

(NASCIMENTO et al., 2019) e Pinus nigra Arnold (Pinaceae) (Bogunić et al., 2015).  

Em muitos casos, a estabilidade cariotípica no número cromossômico e/ou 

distribuição de heterocromatina verificada em uma mesma espécie pode se estender a 

um gênero ou clado filogenético por inteiro, caracterizando-se assim como um carácter 

cariotípico plesiomórfico deste grupo. Em gêneros como Lycium L. (Solanaceae) 

(Stiefkens et al., 2010), Pereskia Mill. (Cactaceae) (Castro et al., 2016) e Ceiba Mill. 

(Malvaceae) (Figueredo et al., 2016), por exemplo, os padrões de heterocromatina são 

notavelmente estáveis e característicos. No gênero Phaseolus o número cromossômico é 

constante (2n = 22), embora existam determinadas variações no padrão de 

heterocromatina evidenciadas por CMA/DAPI e FISH (Fluorescence in situ hybridization) 
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entre algumas espécies (Moscone et al., 1999; Bonifácio et al., 2012; Fonsêca e Pedrosa-

Harand, 2013).  

Nos eucariotos, na heterocromatina há diferentes classes, dinâmicas estruturais e 

distintas sequências de composição (DNA satélites, transposons, sequências repetidas em 

tandem), o que repercute especialmente em sua localização no cromossomo 

(pericentromérica, terminal e intersticial), mas também no tamanho e quantidade no 

cariótipo das espécies (Barros e Silva et al., 2010; Mehrotra e Goyal, 2014; Allshire e 

Madhani, 2017). Em P. lunatus a repetição do padrão de bandas heterocromáticas entre 

as diferentes variedades indica uma natureza estável em sua composição, necessitando 

de análises mais aprofundadas para revelar diferenças intraespecíficas notáveis. 

Contudo, mesmo entre diferentes espécies a busca de variações cariotípicas 

significativas parece ser desafiadora. Entre P. lunatus e P. vulgaris, por exemplo, 

diferenças citotaxonômicas só foram possíveis de serem estabelecidas após a utilização 

de análises citomoleculares envolvendo CMA/DAPI, BAC (Bacterial Artificial 

Chromosomes) e FISH (Bonifácio et al., 2012; Fonsêca e Pedrosa-Harand, 2013).  

Análises envolvendo plantas oriundas dos principais centros de origem de P. 

lunatus ou de diferentes regiões do continente americano, ou mesmo a análise 

cariotípica de plantas silvestres, podem ser promissoras para incrementar as discussões 

sobre a estabilidade cariotípica existente no número cromossômico e distribuição de 

heterocromatina desta espécie. 

 

CONCLUSÕES 

 

A análise cariotípica envolvendo 19 variedades de Phaseolus lunatus L., confirmou 

a existência de estabilidade cariotípica em relação ao número cromossômico (2n = 22) e 

padrão de bandas heterocromáticas, onde são registradas 22 bandas CMA+/DAPI– 

pericentroméricas e duas bandas CMA+/DAPI– terminais. 

Embora em P. lunatus ocorra ampla variação no tamanho, forma e cor das suas 

sementes, estas diferenças morfológicas não são correlacionadas a caracteres 

cariotípicos. Desta forma, variação intraespecífica citológica na espécie provavelmente 

é inexistente, embora a análise de plantas oriundas dos principais centros de origem ou 

de plantas silvestres possa ser promissora para incrementar as discussões sobre a 

estabilidade cariotípica em P. lunatus. 
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