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Resumo

As sementes crioulas sao de fundamental importancia
para manutencao e biodiversidade da variabilidade
genética das espécies. Entre as variedades crioulas pode
existe variacao cariotipica, principalmente
cromossomica, dependendo do seu centro de origem. O
objetivo com este trabalho foi analisar o cariotipo de
diferentes variedades crioulas de Phaseolus lunatus por
meio da distribuicdio de bandas heterocromaticas e
investigar a existéncia de variacOes intraespecificas
correlacionadas ou nao 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 radiculas foram coletadas
quando atingiram em média 1 cm. A analise citogenética
foi realizada nas de 19 variedades por coloracao com
fluorocromo CMA e DAPI. Para todas as variedades
analisadas foi constatado 2n = 22, caridtipos com
tamanho médio entre 2,45 a 5,85 pm, relativamente
simétricos e Cromossomaos predominantemente
metacéntricos. As sementes de cultivares crioulas de
Phaseolus lunatus L. nao diferem cromossomicamente.

Palavras-chave: Bandas Heterocromatinas.
Citogenética. NOmero cromossémico..
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INTRODUCAO

O feijao-fava (Phaseolus lunatus L.) é uma importante fonte de alimento e renda
para diversas populacoes (OLIVEIRA et al., 2004), sendo a segunda espécie de maior
interesse economico do genéro Phaseolus, ficando atras apenas de P. vulgaris L., além
de da sua rusticidade e capacidade de resistir a longos periodos de secas (ARAUJO et al.,
2015), cujas caracteristicas tornam uma cultura importante para as regides semiaridas,
incluindo o Nordeste brasileiro.

Inicialmente P. lunatus foi cultivado a partir de plantas nativas originadas da
América Central e regides 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 morfoldgica de sementes de
P. lunatus, com distintos tamanhos e coloracdes, cujas variedades geralmente recebem
nomes tradicionais, conforme as populacoes locais a designam com base em caracteres
particulares, como “Orelha de V6”, “Galo-de-Campina”, “Coquinho” e “Boca-de-Moca”
(MORAES et al., 2017).

Em alguns grupos vegetais variacdes na morfologia da planta, no tamanho do fruto
e sementes podem ser correlacionadas com variacGes cariotipicas, especialmente
nimero e morfologia cromossdmica (GUTIERREZ-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 estaveis, o emprego de marcadores
citomoleculares € indicado na diferenciacao cariotipica, contribuindo para analises
evolutivas e diferenciacoes taxonémicas (PESSOA et al., 2014; CORDEIRO et al., 2016).
Para P. lunatus, o uso de marcadores citomoleculares indicaram diferencas expressivas
entre esta espécie e P. vulgaris, em que eventos estruturais de transposicao ou inversao
pericéntrica podem ter ocorrido depois da separacao de ambas as linhagens (ALMEIDA e
PEDROSA-HARAND, 2011; BONIFACIO et al., 2012).

Estudos citogenéticos sao utilizados como suporte para a taxonomia e também
para a compreensao evolutiva dos taxons (BIONDO et al., 2005; BORTOLUZZI et al,
2007). Desse modo, a contagem cromossomica agregada ao método de bandeamento

com dupla coloracao por fluorocromos, CMA (Chromomycin) e DAPI, permitem comparar
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caridtipos e separar espécies ou variedades diferentes que possuem o mesmo numero
cromossomico (GUERRA, 1993; GUERRA e SOUZA, 2002; PESSOA et al., 2014).

No género Phaseolus a heterocromatina é estudada principalmente em espécies
de interesse econdmico, em que a mesma esta distribuida na regiao pericentromérica e
subtelomérica dos cromossomos, sendo em P. vulgaris visualizada como blocos ricos em
bases CG nos pericentromeros da maioria dos cromossomos (FONSECA et al., 2010).

As pesquisas com Fabaceae tém sido objeto de avaliacées genomicas, incluindo
sequenciamento completo, uso de marcadores moleculares e analises de transcriptoma e
tem colaborado para o entendimento das suas relacoes interespecificas e intergenéricas
(VARSHNEY et al., 2012). Diferentes estudos tém demonstrado uma macrossintenia entre
as leguminosas, com poucos rearranjos cromossomicos entre espécies do mesmo género,
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 (BONIFACIO 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 trés quebras de colinearidade (FONSECA e PEDROSA-HARAND,
2013).

No presente trabalho o objetivo foi analisar o cariétipo de diferentes variedades
crioulas de P. lunatus por meio da distribuicao de bandas heterocromaticas e investigar
a existéncia de variacoes intraespecificas correlacionadas ou nao ao tamanho e

morfologia das sementes entre as variedades.

MATERIAL METODOS

Amostragem

A analise citogenética envolveu 19 variedades crioulas de P. lunatus provenientes
dos municipios de Queimadas (18 variedades) e Sertaozinho (uma variedade) na Paraiba,
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
agua destilada, em seguida as radiculas foram coletadas quando atingiram em média 1

cm.
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Analise citogenética

As raizes foram pré-tratadas com 8-hidroxiquinolina (2 mM) por 24 h a 10 °C,
fixadas em etanol absoluto/acido acético glacial (v/v) 3:1 por 30 minutos, em seguida
colocadas por 2 h a temperatura ambiente e depois armazenado a -20 °C até serem
analisadas. Para o preparo das laminas, as raizes foram digeridas em solucao contendo
2% de celulase (Onozuka) e 20% de pectinase (Sigma) (w/v) durante 50 minutos a 37 °C.
As raizes foram esmagadas em uma gota de acido acético a 45% e as laminulas
posteriormente removidas em nitrogénio liquido. As laminas foram coradas com solucao
de DAPI (2 pg mL™"): glicerol (1:1, v:v) para selecao das melhores metafases.
Posteriormente foram descoradas em etanol absoluto/acido acético glacial (v/v) 3:1 por
30 minutos e depois mantidas em etanol absoluto por duas horas. As laminas foram
envelhecidas por trés dias e entao coradas por uma hora com 10pL de CMA (0,1 mg/mL)
e depois com 10uL de DAPI (1pg/mL) por meia hora, montadas em glicerol/tampao
Mcllvaine (pH 7,0) (1:1, v/v) e depois estocadas por trés dias no escuro para
estabilizacao dos fluorocromos (BARROS E SILVA e GUERRA, 2010).

Analise de dados

As metafases foram fotografadas em fotomicroscopio Zeiss, com camera de video
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 medicées cromossomicas foram realizadas com o auxilio do
programa ImageJ 1.51k (SCHNEIDER et al., 2012), enquanto a morfologia e a
classificacao cromossomica foram baseadas no indice centromérico de acordo com
Guerra (1986).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para todas as variedades analisadas constatou-se 2n = 22, cariétipos com tamanho
médio entre 1,23 a 4,02 pm relativamente simétricos e cromossomos
predominantemente metacéntricos (Tabela 1, Figuras 2 e 3), resultado esse confirmado
pelo indice centromérico maior que 36,53 os cromossomos sao considerados 48

metacéntricos (Tabela 1), mesmo nao tendo diferencas cromossémicas, as sementes das
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variedades demonstraram diferencas visuais quanto ao seu tamanho e coloracao (Figura

1).

Tabela 1. Caracteristicas morfoldgicas das sementes de variedades de Phaseolus lunatus
L.. Cor predominante , indice centromérico (IC), tamanho da semente (TS) e tamanho
médio (TM), padrao de heterocromatina (PD e figuras correspondentes. Tamanho da
semente: P - pequena (< 10mm), G - grande (> 10mm); Padrao de heterocromatina: Ter

(terminal), Per (pericentromérica).

Variedade s Cor (m) 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
Cancao 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 4514 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 Feijao 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- 11, 21
Manteiga P B 1,52 36,53 2Ter e 22Per CMA+/DAPI- 1J, 2J
Milda 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 Vo G B 4,02 4441  2Tere22Per CMA+/DAPI- 1M, 3C
Vermelha

Orelha de Vo 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, 3l

Legenda: Tamanho da semente: P - pequena (< 10mm), G - grande (> 10mm); Padrao 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 numero cromossomico (2n); Todas as variedades foram
provenientes da cidade de Queiamadas, Paraiba, exceto a variaede Milda, que teve procedéncia da
cidade de Sertaozinho, Paraiba.

Através da analise dos fluorocromos CMA/DAPI constatou-se a ocorréncia apenas
de regides ricas em pares de base GC (CMA*/DAPI) distribuidas nas regides terminais
(duas bandas) e pericentroméricas (22 bandas) (Figura 4). Os caridtipos de todas as
variedades de P. lunatus sao relativamente estaveis (nUmero cromossomico, morfologia
e bandas heterocromaticas), 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 -
Cancao, D - Carrapato, E - Cearense, F - Coquinha, G -Eucalipto, H - Fava Feijao, I. Lua
Nova, J - Manteiga, K - Milda, L - Olho de Ovelha, M - Orelha de V6 Vermelha, N - Orelha
de Vo, O - Preta, P - Rainha, Q - Rixinou, R - Roxinha M, S - Roxinha.

Figura 2. Células mitéticas em diferentes variedades de fava (Phaseolus lunatus).
Legenda: A. - Angico, B - Baia de Moita, C - Cancao, D - Carrapato, E - Cearense, F - Coquinha, G -
Eucalipto, H - Feijao Fava, | - Lua Nova, J - Manteiga. Barra de escala em J corresponde a 5 pm.
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Figura 3. Células mitoticas em diferentes variedades de fava (Phaseolus lunatus).
Legenda: A - Milda, B - Orelha de ovelha, C - Orelha de V6 Vermelha, D - Orelha de Vo, E - Preta, F -
Rainha, G - Rixinou, H - Roxinha M, | - Roxinha. Barra de escala em | corresponde a 5 pm.

Chromosome with terminal
CMA'/DAPI- bands

-]_{,\\

Chromosome with pericentromeric
CMA*/DAPI- bands

Figura 4. Padrao 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 relacao ao constante niUmero
cromossomico em diferentes variedades (2n = 22) ou em relacdao a distribuicao de
heterocromatina, onde sao registradas 22 bandas CMA*/DAPI- pericentroméricas e duas
bandas CMA+/DAPI- terminais, estas Ultimas correspondentes as RONs (regides
organizadoras de nucléolos) (Bonifacio et al., 2012; Fonséca e Pedrosa-Harand, 2013).

A morfologia cromossomica e o indice centromérico confirmam a caraterizacao de
um cariétipo simétrico com a predominancia de cromossomos aproximadamente do
mesmo tamanho (Paszko, 2006). Em determinados grupos vegetais variacoes em
caracteres morfologicos das plantas (tamanho da planta e dos frutos, morfologia floral,
presenca de tricomas) podem ser correlacionados a variacbes cariotipicas,
especialmente numero e morfologia dos cromossomos e bandas heterocromaticas (Imran
et al., 2015; Begum e Alam, 2016; Gutiérrez-Flores et al., 2018; Ferrer et al., 2019).

Entre as Fabaceae, P. lunatus tem ampla variacao na morfologia de suas sementes
(tamanho, forma e cor), e alteracdes cariotipicas poderiam estar envolvidas nesta
caracteristica da espécie. Contudo, nas analises citogenéticas desenvolvidas neste
trabalho envolvendo diversas variedades de P. lunatus com distintas caracteristicas
morfoldgicas ndo houve diferencas significativas em relacao ao nimero cromossomico
(2n = 22), morfologia dos cromossomos (predominantemente metacéntrica) ou padrao de
bandas heterocromaticas (duas bandas terminais e 20 pericentroméricas CMA*/DAPI’).
Embora seja esperado que grupos vegetais tenham nimero cromossomico e padrao de
distribuicao de heterocromatina constantes em uma mesma espécie (Guerra, 2000,
2008), variacoOes intraespecificas sao 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) (Boguni¢ et al., 2015).

Em muitos casos, a estabilidade cariotipica no nUmero cromossomico e/ou
distribuicao de heterocromatina verificada em uma mesma espécie pode se estender a
um género ou clado filogenético por inteiro, caracterizando-se assim como um caracter
cariotipico plesiomorfico deste grupo. Em géneros 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 padroes de heterocromatina sao
notavelmente estaveis e caracteristicos. No género Phaseolus o nUmero cromossomico &
constante (2n = 22), embora existam determinadas variacbes no padrao de

heterocromatina evidenciadas por CMA/DAPI e FISH (Fluorescence in situ hybridization)
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entre algumas espécies (Moscone et al., 1999; Bonifacio et al., 2012; Fonséca e Pedrosa-
Harand, 2013).

Nos eucariotos, na heterocromatina ha diferentes classes, dinamicas estruturais e
distintas sequéncias de composicao (DNA satélites, transposons, sequéncias repetidas em
tandem), o que repercute especialmente em sua localizacao no cromossomo
(pericentromérica, terminal e intersticial), mas também no tamanho e quantidade no
cariotipo das espécies (Barros e Silva et al., 2010; Mehrotra e Goyal, 2014; Allshire e
Madhani, 2017). Em P. lunatus a repeticao do padrao de bandas heterocromaticas entre
as diferentes variedades indica uma natureza estavel em sua composicao, necessitando
de analises mais aprofundadas para revelar diferencas intraespecificas notaveis.
Contudo, mesmo entre diferentes espécies a busca de variacOes cariotipicas
significativas parece ser desafiadora. Entre P. lunatus e P. vulgaris, por exemplo,
diferencas citotaxonomicas s6 foram possiveis de serem estabelecidas apods a utilizacao
de analises citomoleculares envolvendo CMA/DAPI, BAC (Bacterial Artificial
Chromosomes) e FISH (Bonifacio et al., 2012; Fonséca e Pedrosa-Harand, 2013).

Analises envolvendo plantas oriundas dos principais centros de origem de P.
lunatus ou de diferentes regides do continente americano, ou mesmo a analise
cariotipica de plantas silvestres, podem ser promissoras para incrementar as discussoes
sobre a estabilidade cariotipica existente no niumero cromossomico e distribuicao de

heterocromatina desta espécie.

CONCLUSOES

A analise cariotipica envolvendo 19 variedades de Phaseolus lunatus L., confirmou
a existéncia de estabilidade cariotipica em relacao ao nUmero cromossomico (2n = 22) e
padrao de bandas heterocromaticas, onde sao registradas 22 bandas CMA*/DAPI
pericentroméricas e duas bandas CMA*/DAPI- terminais.

Embora em P. lunatus ocorra ampla variacao no tamanho, forma e cor das suas
sementes, estas diferencas morfoldgicas nao sao correlacionadas a caracteres
cariotipicos. Desta forma, variacao intraespecifica citologica na espécie provavelmente
€ inexistente, embora a analise de plantas oriundas dos principais centros de origem ou
de plantas silvestres possa ser promissora para incrementar as discussées sobre a

estabilidade cariotipica em P. lunatus.
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