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1} ABSTRACT

CYTOTAXONOMIC STUDRIES IN THE

Phaseolus - Vigna = Macroptilium complex

(LEGUMINOSAE PAPILIONOIDEAE)

Cytotaxonoic studies were carried out on ten species
of the Phaseolus-Vigna-Macroptilium complex (Leguminosae Papi -
lionoideae). The species studies were: M.atropurpureum, M.brac-

teatum,M.erythroloma, M.lathyroides,P.coccineus,P. lunatus,P.vul
garis,V.peduncularis,V.radtata and V.unguiculata.Ideograms kKary
| otypes and karyotype formulae, total chromatin length (TCL) and
TF% index, which express the degre of karyotype symmetry, are
presented for each species studied. The results obtained showed
no agreement with the literature, which is very confused.The pos
sible causes of those discrepancies are discussed, aiming to ex
plain the differences observed. The standard deviation and coef
ficient of variation of both centromeric index and chromosome
length of each chromoscme pair were calculated in each species
as an estimate of variation. Considering all the data, only 6,8%
showed a coefficient of variation which can be considered Righ
{(between 20.1 to 30%); the majority showed intermediate values
(between 10.1 to 20%). All the karyotypes showed the same mumber
(2n=22) and similarities on both chromosome shape and length
However there was some tendency for species of the same genus to
group together it was possible to characterise each genus stu -
died through the comparison of TCL and TF% figures. Thus, it

seems clear that chromosome data can be used to clarify the ge-




neric delimitation of the Phaseolus~Vigna-Macroptilium,complex
although statistical analyses were not applied to discuss the

significance of the present results.

-



2) RESUMO

ESTUDOS CITOTAXONOMICOS NO COMPLEXC

Phaseolus=Vigna — Macroptilium
(LEGUMINOSAE PAPILIONOIDEAE)

Foram realizados estudos citotaxonomicos em dez es~
pécies do complexo Phaseolus-Vigna—-Macroptilium (Leguminosae
Papilionoideae). As espécies estudadas foram: M.atropurpureum ,
M.bracteatum, M. erythroloma, M.lathyroides, P.coccineus,P.lung
tus,P.vulgaris, V.peduncularis, V.radiata e V.unguieulata.ldeo-
gramas, cariotipos e formulas cariotipicas, comprimento total de
cromatina (CTC)e Indice TF%, que exprime o grau de simetria ca-
riotipica ,sa0 apresentados para cada espécie estudada. Os resul
tados obtidos mostraram discordancia com dados de literatura ,
esta bastante controvertida. As possivels causas para essas dis
crepancias sao discutidas, com o objetivo de explicar as dife -
rencas observadas. Foram calculados o desvio-padrac e o coefi -
ciente de variagao, tanto para comprimento cromossomico como pa
ra indice centromérico de cada par cromossOmico de cada espécie
estudada, objetivando avaliar o grau de variagao nos resultados
obtidos . Considerando todos os valores, apenas 6,8% mostraram
coeficientes de variagao gue podem ser considerados altos{entre
20,1% e 30%); a maior parte mostrou valores intermediarios(en -
tre 10,1% a 20%). Todos os caridOtipos mostraram o mesmo nimero
{(2n=22) e semelhanca na forma e tamanho de cromossomos. Contudg,
existiu alguma tendéncia a agrupar espécies de um mesmo geénero

e de individualizar cada género estudado através da comparagao



de dados de CTC e TF%, Dessa forma, & possivel sugerir a utili-
dade de dados cromossomicos como subsidio 3 delimitacao taxond-
mica dos géneros do complexo Phaseolus-Vigna-Macroptilium,embo-
ra ainda nao tenham sido aplicados testes estatisticos para dis

cutir a significancia dos presentes resultados.



3) INTRODUCAO

Dentro dos generos Phaseolue L.e Vigna Savi,diversas
espécies fornecem ¢graos que sao diretamente utilizaveis pelo ho-
mem, contendo alta porcentagem de proteinas e alto valor em calo
rias (EVANS,1976). As espécies de ¥igne sao consumidas, princi -
palmente, pelos povos asiaticos.Parece nao haver dividas de gque
o feijoeiro comum & a espécie cultivada ha mais tempo no conti -
nente americano, com base em evidéncias nao sb arqueoldgicas,mas
também considerando~se a evolugao de um carater genético pouco a
fetado pelo meio ambiente, a forma do estigma (LEITAO FILHO,1972).
Através da datacao com carbono marcado, estima-se que P.vulgaris

L. ja era domesticado no Peru por volta de 7.680 AC(EVANS,1976).

Dentre as leguminosas, Phaseolus & o género que oferece maior ni
mero de espécies comestiveis (HEISER JR.,1977). Além de P.vulga-
rig, as demais espécies cultivadas de importancia econdmica sao:
P.coccineus L. e P.acutifolius A.Gray {(EVANS,1980).

As leguminosas em geral também vém assumindo impor-
tancia economica como plantas forrageiras. Embora, nas areas de

neulos

clima temperado e de solosfe alcalinos, seu uso se venha desen -
volvendo desde os primdrdios da civilizacao, foi somente neste
século que comecou o desenvolvimento pleno de pastagens com legu
minosas nas areas tropicais, onde as consegllencias da exploracao
de pastagens formadas somente de gramineas ja se revelavam catas
tr6ficas (ALLAN,1975). Nesse contexto, novas espécies tém  sido
pesquisadas para aproveitamento como plantas forrageiras, dentre
as quais algumas do género Macroptilium (Benth.) Urb., notando-se

melhores resultados em M. atropurpureum (DC.) Urb., vulgarmente

conhecido como siratro.



No decorrer dos Qltimos anos, os géneros do comple -
%0 Phaseolus~Vigna-Macroptilium foram submetidos a diversos es -
tudos taxonomicos, sendo seus limites gradativamente estabeleci-
dos. Assim, O género Phaseclusque,em sensu lato (s.l.),compreen-
dia cerca de 200 a 240 espécies,acha-se representado por um na-
mero bastante reduzido pela transgferéncia de muitas delas para
géneros proximos. Um deles & Macroptilium (Benth.)Urb., formado
por espécies antigamente enquadradas em Phaseolus L.,segao Ma -
eroptilium Benth., posteriormente elevada a género. Um maiocr ni-
mero de espécies foi transferido para o género Vigna Savi, que se
viu ampliado e reorganizado em diversas categorias infra-genéri-
cas.

As alteragoes taxonomicas mencionadas foram inicial-
mente sugeridas com base em caracteres morfoldgices, sendo,poste
riormente, corroboradas por estudos complementares na area da qui
miotaxonomia e da palinologia.

A citotaxonomia & um outro campo de estudoc que pode-
ra fornecer subsidios para a elucidacao da posigao taxondmica
dos generos Phaseolus,Vigna e Macroptilium. Embora existam tra-
balhos sobre citogenética de Phaseclus (s.l.), raramente se tem
procurado dar um enfoque citotaxondmico ds espécies estudadas e,
mesmo assim, & pequeno o numero de espécies abordadas. Devido ao
fato ‘de o numero cromossomico em Phaseolus(s.l.) ser praticamen-—
te constante, a elaboracac e a comparacao de caridticos parece
ser um bom parametro para argumentar em relagaoc as mudangas taxgg@
micas mencionadas anteriormente, no gque se refere 3 passagem de
espécies de Phaseoluspara Vigna e Macroptilium,aléem de poder reve
lar tendeéncias evolutivas, atraves da analise do total de croma-

tina e da simetria cariotipica.



0 presente estudo tem um carater citotaxondmico e
objetiva:
a) contribuir para o esclarecimento da posigao taxondmica de Pha
geolus, Macroptilium e Vigna,através da elaboragao e da compara
cao de caridtipos de algumas de suas espécies;
b) sugerir a posicao e a relacac evolutiva das espécies;
c) fornecer subsidios para programas de melhoramento genético,su
gerindo diferentes graus de afinidade interespecifica, mediante

maior ou menor semelhanca cariotipica.



4) REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1) HISTORICO DA TAXONOMIA

O género FPhaseolus foi descrito por LINNE , em 1735,
na primeira edigao de sua obra, "Systemae Naturae" (JACKSON,1895).

Na primeira edicdo de "Species Plantarum" , LINNE
(1753) apresentou uma listagem de onze espécies, subdivididas em
dois grupos, Scandentes e Frecti, acompanhadas de uma breve des-
cricao, enguadrando Phaseolus na classe Diadelphia, subclasse(or
dem) Decandria de seu sistema sexual de classificagao. Na segun-
da edicao daguela obra, LINNE (1763) aumentou essa listagem para
treze espécies. Ja na 122 edigao de "Pflanzensystem", LINNE
(1782) continuou subdividindo © género em Scandentes e Erecti |
sendo o primeiro grupo composto por nove espécies e o segundo ,
por seis.

DE CANDOLLE (1825) confirmou a validade do género e
dividiu-o em duas se¢oes: Euphaseolus DC., com vagem comprimida
e Strophostyles (E11.) DC., com vagem cilindrica. Estabeleceu
cinco subgrupos na primeira e dois na segunda secao. Agquele au
tor reconheceu a autoriade Elliott no género Strophostyles,quan
do reduziu o mesmo a uma secao do yénero Fhaseolus. Contudo a
segao Strophostyles (E11.)DC. era composta por 17 espécies,den
tre as quais somente 3 foram originalmente incluidas naquele gé
nero por ELLIOTT(1822). Assim, essa secao passava a abranger es

(1)

pécies americanas e asiaticas .

(1) JACKSON(1995) citou o gemero Strophostyles E.Mey., descrito em 1835,re -
g P Y y
presentado por uma unica espécie africana, §.capensgis. Contudo,MEYER
(1836), ao apresentar essa espéecie, a colocou no genero Strophostyles ElL

Atualmente,S.capensis esta enquadrada no genero Vigna Savi,

BT
b



BENTHAM (1840) f&z uma sinopse do género Phaseolus
enguadrando-o na tribo Phaseoleae Benth., subtribo Euphaseoleae
Benth., diferenciando-o de outros géneros proximos pela quilha es
piralada. Citou 85 espécies, distribuidas em sete secoes:Drepa -
nospron Benth., Euphaseolus DC. emend.Benth., Leptospron Benth.,
Strophostyles (Ell.)DC.emend.Benth.,lasiospron Benth., Micro-
cochle Benth., Macroptilium Benth.(z). Essas segoes foram dife-
renciadas por uma analise global de varias caracteristicas, como

a forma dos lacinios do calice e a das vagens. Algumas segoes po

dem ser mais prontamente reconhecidas, coOmo:

1) Drepanospron, que era a inica dessas secoes para
a gual BENTHAM(1840) mencionou a existéncia de frutos alargados
e falcados, ao contrario das outras, para as guais mencionou fru

tos lineares, podendo, entdo,ser cilindricos ou comprimidos;

2) Maeroptilium, que se caracterizava por alas muito

maiores do que o vexilo;

3} Strophostyles, due tinha estipulas prolongadas a-
baixo do seu ponto de insercao (estipulas recorrentes) .

Mais tarde, BENTHAM(1859) fez uma monografia do gene
ro Phaseolus, reconhecendo, desta vez apenas trés secoes:Strophog
tyles (E11.) DC. emend. Benth. e Maeroptilium Benth., ambas
distintas pelas mesmas caracteristicas apresentadas em 1840, e
Euphaseolus nc. emend.Benth., onde incluiu as espécies das anti-
gas secoes Drepanospron € Leptospron. Euphaseclus caracterizava-

-se, entao, pelas estipulas nao recorrentes e pelas alas pouco mai

(2) A autoria das segoes nao segue a dos autores dos trabalhos mencionades na
presente revisao, tendo sido modificada de acordo com o artigo 51 do Cod1

go Internacional de Nomenclatura Botanica (STAFLEU e? col., 1972).




-ores do que o vexilo. Nessa monografia, Bentham incluiu uma esg

cie da secdo Lasiospron Benth. (BENTHAM,1840) na segac Strophost
les(E1l.) DC. emend.Benth., nao fazendo nenhuma referéncia as e
pécies enquadradas na segao Microcochle Benth. (BENTHAM,1840).

Posteriormente, BENTHAM(1862)} reconsiderou a valids
Dre :mos?ron Benth. [Upraseo/uS DC. emendt Dew

de de cinco segdes ja citddas nos trabalhos anteriores:VIeptos
pron Benth., Strophostyles(EL1l.)DC. emend. Benth. e Macroptili
Benth., porém adicionou uma nova segao, DysolobfZum Benth., dif
renciando-a das demais pela guilha pouco espiralada e pelas va
gens septadas internamente. Contudo, ficou notdrio o estado C
divida do autor em colocar este Gltimo grupo no género Phaseolu
Mais tarde, Dysolobium foi elevado por PRAIN(1897) a categoria
de um género distinto.

HASSLER(1923) revisou 21 espécies sul-americanas ¢
género Phaseolus.Baseando—se na caracterizacao genérica de BENTH
(1862), reconheceu as cinco segoes criadas por este tltimo au
tor, apresentando uma chave de classificacgaco para reconheciment

das mesmas. Esquematicamente, as segaes podem ser assim caracte

rizadas:

- estipulas recorrentes: Strophostyles (E1ll.)DC.emes
Benth.

- alas bem maiores do que o vexilo: Macroptilium
Benth.emend. Hassler

- lobos do calice em numero inferior a 3: Leptospre
Benth.

~ vagem reta ou subfalcada: Euphaseolus DC. emend .
Benth.

~ vagem falcada ou anciforme: Drepanospron Benth.
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Algumas dessas segoes foram subdivididas em séries e
subséries. Seu sistema & considerado apenas um melhoramento do

trabalho inicial de Bentham (VERDCOURT,1970}.

PIPER(1926) conceituou a subtribo Phaseolineae Pip.,
abrangendo 12 género americanos, caracterizados pelo pedinculo
nodoso com glandulas pedicelares e pelo estilete barbado. FPha -
seolus foi considerado o género mais importanté e complexo nes -
se grupo. Diferenciava-se,entao,dos demais pela quilha espirala-
da ou encurvada , pelos lobos calicineos nem todos maiores do
que o tubo do cilice e pela presenca de bracteolas. Agquele autor
estabeleceu para o género Phaseolus oito segoes: Sigmoidotropis
Pip.,Ceratotropis Pip., Cochliasanthus Pip., Lasicospron Benth .
emend.Pip.,Macroptilium Benth., Microcochle Benth.emend.Pip .,
Leptospron Benth. eFuphaseolus DC. emend.Pip. Mesmo reconhecendo
as segaes criadas por BENTHAM (1840), agquele autor considerou
que as diferencdas entre guilha curvada e quilha espiralada pare
ciam ser de maior significéncia na separacao das secoes do géne-
ro Phaseolus do gue caracteristicas do calice.

A nova segao Sigmoidotropis Pip. era, entao represen
tada por um grupo de espécies desmembrado da secao EFuphaseolus
Benth. e passou a ser a unica segao do geénero Phaseolus a apre -
sentar a gquilha frouxamente encurvada, em forma de "S". PIPER
{1926} chegou a sugerir a elevacao dessa secasc a género.

A nova segéo Ceratotropis Pip. englobava um grupo na
tural de plantas orientais, com flores amarelas ou amareladas .
Aguelas espécies estavam incluidas na secdo Strophostyles (E11l.)
Benth., gue, como ja dito, abrangia, além dessas espécies asii -

ticas, um outro grupo, americano, ja estudado por ELLIOTT (1822).
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-Este Gltimo grupo de espécies, que constituia o género Strophosty
les Ell., foi novamente conduzido & categoria de género no tra -
balho de PIPER{1926).

As secoes Ceratotropis Pip.e Lastospron Benth. emerd.
Pip. tinham como carater comum estipulas recorrentes.

A nova segao Cochliasanthus Pip., embora com apenas
duas espécies, foi diferenciada por PIPER (1926) por apresentar
a guilha com o maior grau de espiralizacao dentro do género, ao
redor de cinco a sete voltas.

A secao Microcochle Benth. caracterizava-se por apre
sentar flores pequenas, tendo os dentes do calice subiguais, do
mesmo tamanho ou maiores do que o tubo calicinal.

As espécies da segao Drepancospron Benth. foram in -
cluldas na segao Fuphaseolus Benth. por PIPER (1926).

A conceituacdo do género Phaseolus e a delimitacao
de suas se¢oes conforme PIPER{1926) continuaram a ser aceitas e
confirmadas por alguns autores. Um deles foi BURKART(1952), que
apresentou 13 espécies de Phaseolus em seu estudo sobre as legu
minosas argentinas.

LEITAO FILHO(1972) apresentou um estudo botanico so
bre o feijoeiro no Brasil. Posteriormente, LEITAO FILHO(1974) a
nalisou a situacao taxondmica do genero Phaseolus. Selecionou
caracteres primidrios e secundarios, nos guais baseou a divisao
de suas secoes. Considerou como caracteres primarios a forma da
guilha e a posigao do estigma e, como secundarios, a dimensao
das flores, a presenca de apéndices na quilha, a posicao das es
tipulas e a forma do c&lice. Com base nesses caracteres, elabo-
rou uma chave para a determinacao das segoes, em nimero de sete,

havendo grande semelhanca com a divisao proposta por PIPER (1926},
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~ A Gnica diferenca consistiu na reducgao da segao Leptospron Benth
34 sinonimia de Fuphaseolus Benth., por considerar insuficientes
os caracteres utilizados por PIPER(1926) para defini-la (LEITAO
FILHO,1974).

VArios autores sugeriram alteracoes mais profundasg
na classificagao basica de PIPER(1926), com proposigoes de pas-
sagem de espécies e de secoes de Phaseolus a outros géneros.Es-
tes géneros foram principalmente, Vigna e Macroptilium.

Com relagac a Vigna, alguns trabalhos sugeriram a

passagem de algumas espécies de Phaseolus do Velho Mundo para
esse género. Ainda em outros casos, algumas espécies de Phaseo-
lus foram transferidas para geéneros novos e pequencs, porém pos
teriormente, outros autores verificaram a semelhanga entre estes
e Vigna que, ao final, acabou prevalecendo sobre os demais .
VERDCOURT (1970) apresentou uma revisao bibliofrafica sobre di-
versos trabalhos enfocando o desmembramento e a transferencia de
espécies de Phaseolus para Vigna ou géneros afins.

Com relagao a Macroptilium, URBAN(1928) foi o primei
ro autor a sugerir seu desmembramento de Phaseolus,elevando-o &
categoria de género. Reconheceu a semelhanca entre aqueles dois
grupos, porém separou ¢ primeiro por apresentar unguicula na
ala e por ter a parte inferior da quilha adnada ao tubo estami-
nal.

Os problemas de distingao entre Phaseolus, Vigna e
Macroptilium foram novamente investigados por VERDCOURT(1970) ,
com base numa série de evidéncias nao sO morfoldgias, mas também
palinclogicas e bioquimicas, estas através de eletroforese de

amino-acidos e outros componentes quimicos.
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VERDCOURT (1970) confirmou a validade do género Ma -
croptilium (Benth.)Urb. porém ai colocou as espécies da secao M7 -
erocochle Benth. Basicamente, esta diferia da antiga segao Ma -
croptilium Benth. sensoc PIPER(1926) apenas pelo formato do cali
ce. Este foi descrito como subtubular em Macroptilium Benth. e
como campanulado em Microcochle Benth. Assim, © género Macropti-—
Lium ficou r$presentado por especies que tinham como caracteris-
ticas pr1nc1pals. dpice do estilete curvado em angulo reto, lem-
brando um gancho guadrado; estipulas nao recorrentes; alas arre-
dondadas, maiores do gque o estandarte e a quilha, unhas das alas
e da gquilha longas e parcialmente adnadas ao tubo estaminal;graos
de polen de reticulagao fina.

VERDCOURT (1970) reteve no género Phaseolus apenas
as espécies da segao Phgseolus senso BENTHAM(1862), onde incluiu
as secbes Drepanospron Benth. e [LeptospronBenth.Portanto, o
género Phaseolus ficou, entao,representado por espécies que, em
geral, possulam estilete e guilha torcidos em mais de 360°; es-
tipulas nao recorrentes; estandarte com um entalhe na unha e
sem apendices; graos de pdlen sem escultura evidente ou com re-
ticulacao muito fina.

Com relacao &s demais antigas secOes de Phaseolus de
PIPER(1926), VERDCOURT (1970) efetuou as seguintes alteracoes
Ceratotropis Pip.,Sigmoidotropis Pip. e Cochliasanthus Pip.pas-
saram a subgéneros de Vigna, enguanto a secao Lasicspron Benth.
emend. Pip. foi transferida como secaoc do subgénero Vigna do
género Vigna . Essas alteracoes foram fundamentadas na presenca
das seguintes caracteristicas morfoldgicas: estipulas recorren-
tes; quilha gibosa; reticulacao do pdlen largamente aberta

(VERDCOURT, 1971) .
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Ao final do trabalho, VERDCOURT{1970) apresentou uma
chave para a identificacao de taxons infragenéricos de Vigna, de
Phaseolus, de Macroptilium e de géneros proximos.

Baseando-se em seu trabalho de 1970, VERDCOURT (1971}
estimou um nimero aproximado de 50 esp&cies para o género Phaseo
lus, nimero que, anteriormente &ds mudangas apresentadas, estava
entre 150 a 200.

Outros trabalhos parecem corroborar as proposicgoes
de VERDCOURT (1970). Um deles & o de BAUDET (1972), que estudou ca
racteristicas epidérmicas de 36 espécies dos generos Phaseolus ,
Vigna e Macroptilium. Como generalizacao, obteve que Phaseolus €ra ©
Gnico dos géneros a apresentar pélos uncinados. Essa caracterig
tica foi re-investigada por BAUDET & MARECHAL(1976) em 62 géne -
ros de Phaseoleae e Hedyzareae e mostrou ser bastante estavel na
definicao e separacao de Phaseolus e género apyarentados.

BAUDET (1974) ainda estudou varios caracteres morfo -
16gicos de plantulasde diversos generos de Phaseoleae, verifican
do a inconstancia de alguns daqueles caracteres em certos taxons
examinados. Encontrou, contudo, uma tendéncia dentro de cada gé-
nero, que o autor considerou significativa para sua distincao.As
sim, por exemplo, a ocorréncia do peclolo completo em folhas pri
marias apenas nao foi observada em uma Unica espécie de FPhaseo -
lus, dentre as 13 examinadas. Germinacao do tipo epigeal foi
observada em 4 dentre as 5 espeéecies estudadas de Macroptilium e
a hipogeal, em 14 dentre as 15 espécies estudadas de Vigng subgé-
nero Vigna , secao Vigna.

MARECHAL et glif (1978) fizeram um estudo de anadli-
se numérica do complexo Phaseolus-Vigna e generos proximos.Uti -

lizaram-se de todos os caracteres conhecidos para a distingao dos
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~ géneros e, ao final, aceitaram as divisOes propostas por VERDCOURT
(1970), com algumas modificacoes. O genero Phaseolus seria bas-
tante homogéneo e distinguivel de outros por uma série de carac
teres estaveis, como: estipulas nao recorrentes; presenca de pe
los uncinados: brAteas florais persistentes, pelo menos, até a
antese; ausencia de nds dilatados e de glandulas extraflorais
sobre a rague da inflorescéncia; estilete simétrico e espirala
do (1,5 a 2 voltas) e caduco; vagens nao septadas.

Para aqueles autores, o género Phaseolus teria uma
delimitacao e uma subdivisao diferentes da  apresentada. por
VERDCOURT (1970) . Seqgundo MARECHAL et aliZ(1978), o género Pha -
seolus ficaria constituldo por trés secOes:Phaseolus (onde irclul
ram a segao Drepancspron Benth.) e duas novas segoes , Alepido
calyx (Pip.) Maréchal, Mascherpa et Stainier e Minkelersia{Mart.

(3)

et Galeotti)Maréchal, Mascherpa et Stainier . As trés secoes
de Phaseolus foram diferenciadas com base na andlise global de
vVarios caracteres, como presenca ou auséncia de bractéolas, re-
lacao entre o comprimento do pedicelo e o do calice, e entre o
dos lobos do calice e o do tubo calicineo, além do tamanho da
ungicula do estandarte.

'MARECHAL et «li7{1978) também aceitaram a validade
do género Macroptilium (Benth.)Urb., agora englobando duas antji
gas secoes do género Phaseolus: Macroptilium Benth .e Mierocochle
Pip.-Esses autores reconheceram inumeros caracteres comuns a Pha

seolus e a Macroptilium,porém este tltimo distinguia-se do pri -

meirc pela auséncia de peélos uncinados, pela nao persisténcia

(3) E de assinalar-se que essas duas ultimas secoes foram tratadas como gene
ros distintos por PIPER(1926), o qual notou varias semelhancas entre eles

e Phaseolus L., em especial a quilha espiralada ou curvada.



. das bracteas, pelo menor comprimento dos pedicelos e pelo tipo
de curvatura da guilha e do estilete, diferente de uma espiral.

Aqueles autores confirmaram a transferencia das an-
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tigas secOes Ceratotropis(Pip.)Verdc.,S8igmoidotropis (Pip.)Verdc.e

Lasicspron Benth.emend.Pip. para o género Vigna, todas em nivel
de subgenero. Esses autores efetuaram algumas alteragoes na si =
tuacao apresentada por VERDCOURT(1970) para as duas tltimas se-~
¢Oes, que passaram a ser denominadas Sigmoidotropis(Pip.) Verdc.
emend. Maréchal, Mascherpa et Stainier e Lasiospron (Benth
emend.Pip.)Maréchal, Mascherpa et Stainier.

Segundo MARECHAL et alii(1978),Sigmoidoiropis seria
um subgénero grande, sendo constituido por cinco segoes: Sigmoi-

dotropis Pip., Caracallae (DC.) Maréchal, Mascherpa et Stainier,

Peduncularis Marechal, Mascherpa et Stainier, Condylostyles (Pip.)

Marechal, Mascherpa et Stainier e Leptospron {Benth.) Maréchal,

Mascherpa et Stainier. Essa nova segéo,CaracaZZae, corresponde
ao antigo subgénero C(Cochliasanthus(Pip.) Verdc., apresentado
por VERDCOURT (1970).

No total, segundo a conceituacao apresentada por
MARECHAL et al<i(1978), o género Vigna seria subdividido em 7
subgéneros, ou seja, oOs subgéneros Vigna, Plectotropis, Haydo -
nia, Macrorhynchus, Cerototropis, Lastiospron e Sigmeoidotropis
O género apresenta uma série de caracteres distintivos, como
auséncia de pélos uncinados; bracteas florais caducas; eixos se
cundirios das infloresceéncias reduzidos a duas protuberancias
glandulosas; nunca mais de duas flores por nodosidade, pedicelo
espesso, mais curto ou do mesmo comprimento gue o calice; péeta-
las subiquais guanto ao comprimento; estilete caduco; vagens 1i

neares, nac septadas. Contudo, essas caracteristicas nao isolam



“por completoc o genero Vigna,pois muitas delas ocorrem em peque-
nos generos proximos. A particularidade de Vigna seria combinar
as caracteristicas seguintes: estipulas recorrentes , auriculadas
ou esporadas na base; eixo da inflorescéncia contraido; estigma
subterminal; pdlen tricolporado, possuindo exina que forma uma
rede de malhas largas. Dentre os 7 subgéneros, essa combinacao
de caracteristicas seria completa apenas para as espécies de
Plectotropis e de (erototropis,

FEVEREIR0(1979) f£&z um estude sobre as espécies bra-
sileiras do genero Macroptilium (Benth.) Urb..Essa autora divi -
diu o género em duas secoes: Macroptilium (Benth.) Urb. e Micro-
cochle (Benth.) Fevereiro. VERDCOURT (1970) ja havia sugerido tal
subdivisao, porém, na realidade, nao chegou a efetiva-la. Aquela
autora escolheu como carfter distintivo entre as duas segoes a
direcao dos prolongamentos dos calos do vexilo.

SUBRAMANIAN (1979) analisou uma série de caracteristi
cas morfoldgicas em espécies desses 3 geéneros, objetivando eluci

»

dar as interrelagoes entre eles. Nesse estudo, distribuiu as es-
- . ) 13 L1 1 L] ’
pecies em grupos denominados "bean group”, "mungbean groupyigna
" s i RO o |
proper" e Maeroptilium. A forma e o tamanho das folhas primarias,
caracteristicas epidérmicas e morfoldgicas do pdolen mostraram -
-se constantes em dada um deles, sendo, entéo,utilizados para ten
tar individualizar cada género.

SUBRAMANIAN (1979) verificou que as folhas primarias
de"Vigna proper" e "mungbean group" saoc sésseis, de forma, no
geral, ovado—-lanceoladas a lanceoladas, enquanto as de Macropti-
lium e "bean group" sao pecioladas, sendo mais ou menos renifor-

mes no primeiro grupo e cordadas no segundo. No que se refere ao

estudo da epiderme, Macroptilium, "Vigna proper" e "mungbean



19

* group" teém pélos epidérmicos longos e eretos, enguanto "bean group'
apresenta, além destes, também pé&los uncinados. Ainda neste item,
en “Vigna prOper“ e "m@ngbean group" as células subididrias sao
menores que as c@lulas adjacentes, porém em Macroptilium e  em
"bean group” essa diferenca nao & significativa. O estudo compa-
rativo de graos de pdlen confirmou os resultados ja apresentados
por outros autores, mostrando que em "Macroptilium” e em "bean
group" a exina & fina e que em"Vigna proper" e "mungbean group "
esta € largamente reticulada. Com base nos resultados apresenta-
dos acima, SUBRAMANIAN(1979) confirmou a proposigao de VERDCOURT
(1970), ao afirmar que as espécies de "mungbean group" estao inti
mamente relacionadas ao genero Vigna,pdis estas pertecem aguelas
secoes gque foram transferidas de Phaseolus a Vigna por VERDCOURT
(1970). Além disso, SUBRAMANIAN(1979) concluiu que Mgeroptilium
& mais proximo a Phaseolus, formando um grupo intermediario entre
Vigna e Phaseolus.

MARECHAL et aliz(1981) reapresentaram e confirmaram
o resultado do estudo taxonométrico do complexo Phaseclus-Vigna
e de géneros aparentados , ressaltando o carater bastante homogé
neo de Phaseolus apds a exclusdo das diversas segoes. Por outro
lado, aqueles autores confirmaram o carater amplo e heterogéneo
de Vigna ,mencionando, contude, gue esses diferentes grupos de
Vigna pareciam apresentar maiores afinidades filogenéticas entre
si do que com Phaseolus.

Dessa maneira, ap0s as mudancas conceituais feitas por
diversos autores , © género Phaseolus parece compreender um agrupa

mento bem mais natural do que anteriormente. Na FIGURA 1 sao a -

presentados os trabalhos mais representativos a respeito das de-
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" limitacodes genéricas de Phaseolus, podendo-se visualizar,de for
ma esquemiAtica, a transferéencia de segoes para Os géneros Macrop
tilium e Vigna ; pode-se perceber a individualizacao do género
Macroptilium e a ampliagao do genero Vigng através da incorpora

cao de antigas segoes de Phaseolus SensO PIPER(1926).

Dentre os diversos sistemas de classificacao para
os generos do complexo Phaseolus-Vigna- Macroptilium e para seus
taxons infragenéricos, as delimitagaes apresentadas por MARECHAL
et alii (1978) parecem poder ser consideradas como as mais apro-
priadas e completas, uma vez gue ponderaml todos os caracteres disg
poniveis. Contudo, normalmente seria necessario recorrer a outras
obras da literatura para chegar-se a determinacoes espécificas ,
uma vez gue, tanto no trabalho de MARECHAL et «l<< (1978) como no
de VERDCOURT (1970), nao sao apresentadas a descrigao das espécies,
nem chaves para sua identificacao.

Paralelamente a taxonomia classica, vém sendo desen
volvides estudos na area de quimiotaxonomia e de palinologia en
espécies do complexo Phaseclus-Macroptilium-Vigna, com o objeti-
vo de fornecer informagoes complementares para esclarecimento das
bases taxonomicas desses generos.

Dentre os compostos guimicos de maior interesse pa-
ra estudos guimiotaxonomicos, agueles pertencentes ao grupo das
substancias macromoleculares, como proteinas, por exemplo, 520
os mais utilizados, por serem universalmente distribuidos e por
parecer existir similaridade protéica entre espécies botanicamen
te proximas (MICHELIN-RAMOS,1980).

MICHELIN-RAMOS (1980) apresentou uma revisao  sobre

diversos trabalhos enfocando a analise e a extragao de proteinas
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- em sementes de diversas espécies de Phaseolus (s.l.); contudo, a
autora constatou a escassez de estudos gquimiotaxonomiceos no géng
ro, sendo utilizada , em geral, a comparacao de pegueno nimero de
espeécies.

CASEMIR & MARCHAND (1966) estudaram a ocorrencia de
dcidos-aminados e de peptideos livres em varios géneros de Pha -
seolineae, como FPhaseolus, Macroptilium, Lablab, Dolichos,Vigna
e algumas espécies de Phasecolus:duvidosas. Como generalidade, pude
ram mencionar que Macroptilium, pela auséncia de asparagina e
presenca de P3 ; foi perfeitamente distinguivel de Phaseoclus e

4 . . . .
(4) Da mesma forma,Vigra se distinguiu pe -

dos outros generos.
la auséncia de acido pipecdlico. O agrupamento de espécies  nos
géneros Phaseolus, Macroptilium e Vigna estda de acordo com a
nova proposicao taxonomica que seria apresentada por VERDCOURT (1870)
nos anos seguintes, com base em caracteres morfoldgicos, bioqgui-
micos e palinoldgicos.

BOULTER et 77 (1967) extrairam globulinas de semen
tes de algumas espécies de Leguminosae e as submeteram a eletro-
férese de disco. Algumas tribos foram caracterizadas por distin-
tivos padroes de bandas protéicas. Dentre as espécies de Phaseo-
leae, quatro bandas foram encontradas. Contudo, mediante cuidado
80 exame, varios grupos foram identificados. Um deles englobava
espécies dos generos Phaseolus e Vigna propriamente ditos, além

de P. agureus € P. cglcaratus que, como visto nos tratamentos ta

xonOmicos modermos, foram transferidos para Vignag .Nun outro

ot - 0 . N - - - - -

(4) Py e um indice que representa uma estimativa semiquantitativa de aminoa
» » - - - » +

cidos livres. Na analise, os 1ndices variaram de 1 a 5, sendo que PS re=~

presentava a concentragao mais alta de aminoacidos livres.



grupc foram colocados FP. atropurpureugie P.semierectus, hoje reco
nhecimento pertencentes ao género Mageroptilium. Assim, embora o
numero de espécies estudadas seja pequeno, parece ser possivel
separar 0s generos Phaseolus e Vigna em relacao a Macroptilium.

THURMAN et qli%(1967) estudaram a mobilidade eletro
forética das desidrogenases glutdmica e fOrmica em espécies  de
Fabaceae. Na tribo Phaseoleae foram obtidos trés grupos distin -
tos, de acordo com © padrac de bandas obtido para as especies .
Num primeiro grupo encontram-se espécies de Vigna e de Phaseolus
propriamente ditos, alem de P.aqureuse P.calecaratus, hoje trans-
feridos para Vigna . No segundo grupo encontra-se FP. gsemierec-
tus , transferido para o género Macroptilium . Contudo, no ter -
ceiro grupo acha=-se a espécie P.angularis, tambem pertencente
ao género Vigna . Desse modo, sd a ampliagac do numero de espé-
cies estudadas podera fornecer maiores informagoes para delimita
cao dos géneros Phaseolus, Macroptilium e Vigna.

DERBYHIRE et ali7 (1976a)determinaram o padrae de ban
das protéicas e o potencial de aglutinacao de extratos de semen-
tes com relacao ao grupo 0 de células sanguineas humanas em 15
espécies de Phaseolus e Vigna.Dentre as seis espécies atualmente
consideradas como Phaseclus sensu stricto,verificaram a presenca
da glicoproteina II como a maior proteina de sementes apenas em
P.vulgarie, P.coceineus, P. acutifolius e P. dumosus, mas nao em P.lunatus
e P.filiformis.Com excegao das espécies citadas acima, essa gli
coproteina II foi detectada apenas em P. atropurpureus e P.lathy
roides, integrantes da antiga se¢ao Macroptilium Benth. gue tam -
bém se caracterizaram por possuir um padrao de globulinas dife -
rentes do das outras espécies examinadas e pela capacidade 1liti-

ca de seus extratos salinos em cé&lulas sanguinas vermelhas. As-

23
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.sim,o0s resultados de DERBYSHIRE et alit(19763) coincidiram com  as
novas proposicoes taxonomicas apresentadas por VERDCOURT (1970) .
Da mesma forma podem ser considerados os resultados
apresentados por KLOZ(1971) sobre estudos seroldgicos no genero
Phaseolus (sensu lato). Aquele autor apresentou uma ampla lista-
gem sobre tais estudos e mostrou a validade do uso de dados pro-
téicos para caracterizar grupos de espécies relacionadas.

CHRISPEELS & BAUMGARTNER(1978) analisaram a ativida
de endopeptidisica em extratos de cotilédones de 11 espécies de
Phaseolus e Vigna. Verificaram como generalidade, em 4 esgpécies
de Vigna e também em P. qureus, P. mungo e P.adenanthus,que a a-
tividade daquela enzima era inibida pela reacao cruzada entre an
ticorpos contra a proteina isolada de cotilédones de plantulas
de P. aureus . Além disso, testes de imunodifusao provaram que
a protease de Vigna & distinta da de Phaseolus.Assim, com base
nesses dados serotaxonomicos e em sugestoes de cunho taxonomico,
CHRISPEELS & BAUMGARTNER (1978) confirmaram a transferencia das
espécies P. aqureus e P.mungo para o gémnero Vigna , que passaram
a ser denominadas de V. radiata e V.mungo.Com relacao a P. ade -
nanthus, concluiram que essa espécie & mais proximamente relacio
nada a Vigna do que a Phaseolus.

MICHELIN-RAMOS & SHEPHERD({1979), analisando o padimo
eletroforatico de subnidades protéicas em sementes de varias es-
pecies de Phaseolus (s.1.), corroboraram a validade do genero
Macroptilium.Dando prosseguimento a esse trabalho, MICHELIN-RAMOS
(1980) confirmou tal resultado, mencionando também a maior proxi
midade da secao Ceratotropis Pip. com o género Vigna do que com
Phaseolus.0 mesmo estudo ainda apresentou as segoes Sigmoidotro-

pis Pip. e Leptospron Pip. COmMO grupos intermediarios entre Pha
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-seolus e Vigna.

No gue se refere a palinologia, como ja mencionado
anteriormente nessa revisao, diversos autores basearam-se em ca
racteristicas morfoldgicas de graos de pdlen para delimitar os
géneros Phaseolug, Macroptilium e Vigna,como VERDCOURT (1970) et
alii(1978) e SUBRAMANIAN (1979). Contudo a generalizacao dos re
sultados obtidos foi feita considerando-se também diversos ou-
tros trabalhos no assunto, como os de TAYLOR{1966), STAINIER
(1974, 1976} e MAKINO(1978). Assim, em Phaseolus e Macroptilium
os graos de polen possuem exina com reticulagao fina, enguanto
em Vigwa esta se apresenta largamente aberta.

Tambem foram desenvolvidos estudos palinologicos a
nivel de microscopia eletronica em algumas especies do complexc
Phagseolus-Vigna por STAINIER & HORVAT (1978a, 1978b) e HORVAT &
STAINIER(1979,1980). Baseando-se em resultados obtidos paulati-
namente em alguns desses trabalhos, MARECHAL(1982) confirmou a
distingao entre Phaseolus e Vigna , observando-se a camada infra
tectum da exina como sendo do tipo columelar e granular,respec
tivamente. A natureza granular dessa camada pode ser considera-
da praticamente constante no género Vignagcom excecao, em  parte
do subgénero Sigmoidotropis{onde observou-se estrutura columelar
em 3 segoes e intermedidria em outras 2) e de todo o subgénero
Macrorynchus. Baseando-se nessa caracteristica e também em ana -
lise de correlagao,MARECHAL (1982) admite gue somente o subgéne
ro Macrorynchus, que & composto por 3 espécies, seja elevado a

nivel genérico, conservando os demais 6 subgéneros como consti=-

tuintes do genero Vigna.



26

4,2) CITOLOGIA

4.2.1) O caridtipo

O caridotipo foi redefinido por Lewitsky, em 1924 ,
como a aparéncia fenotipica de cromossomos somaticos, em contres
te com seu contefido génico (STEBBINS,1951) Mais tarde STEBRINS (1971)
considercn Ocaridotipo como sendo o aspecto morfolégico do comple -
mento cromossomico como & visto na metdfase mitOtica. Atualmente,
o0 conceito de caridotipo & mais amplo, sendo aplicado ao conjunto
de caracteres observados no complemento cromossomico de uma espé
cie, considerando todos os elementos maréadores possiveis, capa-
zes de permitir o mais alto grau de especificacao do endofenoti-
po (GUERRA FILHO,1975). E parte do endofendotipo, mostrando varia
‘¢oes comparaveis a morfologia externa dos organismos, podendo,em
alguns casos, caracterizar um taxon, como uma espécie ou raga
(GRANT,1975). O termo ideograma & aplicado a representacao dia -
gramatica do caridtipo (STEBBINS,1951). Assim, a elaboragao e
comparacao de caribtipos constituem-se ferramentas auxiliares a
resolugao de problemas taxonomicos.

Estudos citotaxonomicos foram particularmente bem
sucedidos em Gramineae, onde a comparacao de caridtipos ente gé-
neros, ao lado do estudo da anatomia de folhas, desenvolvimento
de plantulas, estrutura de graos de polen e distribuigao geogra-
fica, pérmitiu a Avdulov, em 1931, sugerir uma reorganizagao das
tribos dessa familia, principalmente Festucae, Agrostidae e Pha-
laridae, refetindo maior afinidade genetica e evolutiva do que

no sistema tradicional (STEBBINS,1956). TATEOKA (1960) apresen -



“ +ou uma extensa revisao bibliografica mostrando a incorporagao
de dados citoldgicos na sistematica de Gramineae.

A ordem Liliales exemplifica um outro caso bastan-
te conhecido de utilizacio de caridtipos para caracterizagao de
grupos taxonomicos, verificando-se concordancia perfeita entre
as caracteristicas cromossomicas e as de distribuicao geografi-
ca , de ecologia e de biologia floral das numerosas espécies ail
enquadradas. Na tribo Aloinae da familia Agavaceae, reunindo c©
mo géneros principais, 4loe, Gasteria e Haworthia , as espécies
sao todas africanas, com folhas suculentas e flores tubulosas
vermelhas ou amarelas, polinizadas por passaros. Todos os repre
sentantes dessa tribo tém como caridtipo basico sete pares cro-
mossomicos, sendo trés longos e acrocentricos e guatro pares me
nores. A outra tribo tem como génercs representativos Yucca ,
Agave e Furcraea, que ocorrem no deserto do México e no sudeste
dos Estados Unidos, sendo, na sua maioria, plantas rosetadas com
folhas providas de espinhos. Suas espécies tém trinta pares de
cromossomos como cariotipo basico, dos guais cinco sac de tama-
nho médio a grande e fortemente acrocentricos, enquanto os ou -
tros 25 pares saoc bastante peguenos (STEBBINS,1971).

Contudo, nem sempre comparacoes de cariotipos confirmam o
posicoes taxondmicas, mesmo que estas se baseiem numa série de
caracteristicas morfoldogicas. Como exemplo, pode citar-se o es-
tudo de Matthei (1975,apud SCHIFINO-SAMPAIO,1979) e de SCHIFINO
SAMPAIO(1979) no complexo Briza (Gramineae). O primeiro autor su
geriu a subdivisao desse complexo em varios géneros, apoiado em
dados anatomicos, morfolbdgicos, de distribuicao geografica e de
nimeros cromossomicos. Contudo, o segundo autor, apds estudo de

19 espécies do complexo, envolvendo a comparacao de caridtipos
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- e de guantidade de DNA nuclear, nac encontrou indicios gue apoias
sem agquelas proposicgoes.

Dessa forma, deve ter—se em mente gue a comparacao
de cari6tipos nem sempre permite a delimitacao de determinados
grupos taxonomicos. Assim como nos géneros Colcehicum {(FEINBRUN,
1958) e Salvia (HAQUE & GHOSHAL,1980) ha variacac no caridtipo
de suas respectivas espéecies, nao se observando constancia de
nlimeros cromossOmicos, em outros grupos, come hos géneros Paeo-—
nia (STEBBINS,1938), Scolidago (KAPOOR,1977) e Tulipg (SOUTHERN,
1967), as espécies tem cariotipos extremamente semelhantes, de
forma que nao podem ser utilizados como caracteres dinstintos
entre eles.

- Assim, critérios citotaxonomicos devem ser utiliza
dos de uma maneira bastante critica e sempre em conjunto com
outros caracteres, nao devendo, portanto, serem valorizados a -
traves da utilizagéo isolada (STEBBINS,1971). Além disso,frequen
temente observa-se variagBes cariotipicas, numa mesma espécie,pg
pulacao ou individuo, as quais podem ser atribuidas a diversos
fatores.

Diversos autores preocuparam—se em estabelecer os
possiveis fatores responsaveis por variacoes na elaboracao de
cariotipos. BAJER (1959) observou que cromossomos homdlogos po-
dem ter comprimentos diferentes, em células diferentes ou numa
mesma célula, em estidgios correspondentes da mitose.

Segundo MATERN & SIMAK(1968), a variagao no compri
mento cromossomico & causada mais por artefatos de técnica do
gue por variacgao genética.

Porém, SASAKI (1961), apds um estudo de cromossomos

humamos somaticos, onde verificou considerdvel variacdo no com-
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' primento e na proporgao dos bracos de cromossomos individuais,a
tribuiu essa variacao nao sG a procedimentos de técnica,  mas
também ao grau de condensagac cromatinica entre cromossomos de
uma mesma célula. SASAKI(1961) mencionou gue o -processo de con
densagao cromatinica nao & sincronizado em todos os membros do
complemento cromossOmico num dado estagio do ciclo mitdtico. Em
uma mesma placa metafdsica, apds tratamento com colchicina,cro-
mossomos longos tendem a contrair-se proporcionalmente mais do
gue os outros. Além disso, CONAGIN(1950) relatou gue, numa mes-
ma ponta de raiz, com uma outra substancia utilizada no pré-tra
tamento, como o paradiclorobenzeno (PDB), por exemplo, o efeito
nac & uniforme, havendo diferentes graus de contracao dos c¢ro -
mossomos em varias c&lulas examinadas.

MATERN & SIMAK(1968) também perceberam a importan-
cia da contracao diferencial dos cromossomos numa mesma célula,
0 que pode provocar reversao de ordem dos mesmos. Também alerta
ram para o caso de reversao de bracos num mesmo Cromossomo, prin
Cipalmente nos isobraquiais. Apresentaram, nos dois casos, a di
ferenca minima média entre os dois cromossomos ou entre os dois
bragos cromossomicos, para goe as respectives reversoes pudessem ser
evitadas.

A contrac¢ao cromatinica diferencial pode alterar a
razao entre os bracos de um mesmo cromossomo. SASAKI (1961) veri
ficou que os cromossomos mais contraidos tendem a ter centrome-
ros mais medianos do que os menos contraidos, em diferentes cé-
lulas. Além disso, apds um estudo em Salmo alpinus (Pisces :
Salmonidae), Svardson concluiu gue os bragos longos téem contra-

cao relativamente maior do que os curtos, entre prometafase e
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-inicio de anafase mitdtica (BAJER,1959).

Além do mais, pode haver variabilidade genética en-
tre células e entre homblogos, podendo, no caso, haver um poli -
morfismo natural. Em termos mais amplos, sao conhecidos diversos
trabalhos mostrande a variacdo de caracteristicas cariotipicas
em intmeras variedades de uma mesma espécie, como em Phaseclus
mungo (GOSWAMI,1979), em Cajanus cajan (SINHA & KUMAR, 1979 ) .
Além desses, um estudo realizado em 1l variedades e em trés popu
' lacGes selvagens de Lathyrus sativus, também mostrou variagoes
consistentes nos cardOtipos das diversas linhagens, principalmen-
te no que se refere ao volume e ao comprimento total dos cromos-
somos metafasicos, em meristemas de raiz (VERMA & OHRI,1979).

DATTA (1975}, ao elaborar cariotipos de algumas va -
riedades de ervilha, também constatou grande variacao no compri-
mento dos cromossomos e de seus respectivos bracgos,atribuindo tal
fato a diferencas de condensagao e espiralizacao de cromonemas
em diferentes placas. Sugeriu o calculo de valores médios em ca-
da tipo cromossomico para se obter ideogramas mais corretos.

SYBENGA (1959) apresentou trés fatores de procedi -
mentos de técnica gue podem ser fontes de erros em estudos cario
tipicos, que sao: 1) grau de precisaoc dos métodos de medigao dos
cromossomos, 2) técnica de preparacao de laminas e 3) efeito de
diferentes pré-~tratamentos sobre o comprimento total dos cromos=-
somos e suas proporgoes de bragos.

No item sobre métodos de medicac dos cromossomos
poderia ser citado o grau de precisac dos aparelhos utilizados ,
o método de medigao({direto ou por fotografia), a inclinacao do
cromossomo em relacaoc ao eixo focal e a imprecisao dos extremos

dos cromossomos (SYBENGA,1959);GUERRA FILHO,1975).
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Quanto 3 preparacdo de laminas, SYBENGA (1959) cms
tatou que a técnica do esmagamento parece provocar aumento Ino
comprimento total dos cromossomos, pelo aumento do angulo entre
0s bracos cromossOmicos e o plano perpendicular ao eixo do mi -
croscbpio, assim como o aumento da variacao na proporgao dos
bracos, através do maior alongamento dos bracos longos do que
dos curtos.MARECHAL(1970)considerou a técnica do esmagamento co
mo uma fonte de erros experimentais,provocando deformagac  nas

células, por achatamento, porém SHARMA & SHARMA(1972) conside-

raram o metodo do esmagamento mais vantajoso que o de cortes em
parafina, por considera-lo mais rapido e permitir a observacao
de ceélulas isoladas, contribuindo para melhor espalhamento dos
Cromossomos.

AlteracOes em tamanhos cromossoOmicos tém sido atri
buidas a diversos fatores ambiente a que estao submetidos as cé
lulas meristematicas da raiz, como, por exemplo, tipos de solu-
¢Oes utilizadas como meios de cultura, principalmente dependen-
do da concentragac de f£0sforo(PIERCE,1937 ;BENNETT & REES,1969).

Além disso, em centeio, o fenotipo cromossomico va
ria de acordo com o desenvolvimento da planta, observando - se
maior volume cromossomico em condigdes de maxima taxa de creéci
mento relativo, © gqual & afetado. por diversos fatores ambiente,
como nutrigéo mineral, substancias de crescimento, temperatura
e excisac de raizes (FLANNAGAN & JONES,1973).

A idade das plantas também parece interferir sobre
a variagéo no tamanho dos cromossomos. Em centeio, 08 cromosso-
mos parecem atingir o dobro do tamanho durante as trés primei -

ras semanas de desenvolvimento (BENNETT & REES,1969), enquanto
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que em Vieia faba cromossomos de raizes principais com uma se-
mana de desenvolvimento sac duas a trés vézes malores gue os de
raizes secundarias com trés semanas de idade (BENNETT,1270}.
Baetke (1967 apud DATTA,1975}) encontrou grandes di-
ferencas em volumes cromcssomicos de células de raiz e de caule
em 30 espécies de plantas. Em Vieia faba ,BENNETT(1970) verifi-
cou diferencas em tamanhos cromossomicos de meristemas de raizes
primirias e de caules, em diferentes idades, havendo, de inicio,
um pico de volume cromossomico em ambos os tecidos, com poste -
rior declinio, porém em cada idade, sempre sao observados maioms
valores em meristemas radiculares. Assim, tais alteragoes em ta-
manhos cromossOmicos foram relacionados a diferentes taxas de me
tabolismo celular, refletindo alteracoes em atividade genética.
Variagao em volumes cromossomicos frequentemente im
plicam apenas em alteracoes na massa nuclear e guantidade total
de proteina, mantendo inalterada a quantidade de DNA nuclear
(BENNETT & REES,1969 ; BENNETT, 1970 ; VERMA & OHRI,1979),porém,
em outros trabalhos, observou-se correlacao positiva entre volu
me cromossomico e quantidade de DNA (REES et gliZ, 1966;REES &

JONES, 1968).

4.2.2) Estudos citoldgicos no genero Phaseolus

{s.1).

A despeitc da importancia economica, o género Pha-
seclus (s.l.) nao foi alvo de estudos citoldgicos aprofundados.
Os trabalhos relativos ao género abordam, principalmente, a de-

terminacao do nimero cromossdmico de diversas espécies,relatando



compll e 22 os nimeros hapldide e dipldoide respectivamente
(DARLINGTON, 1945; FRAHM-LELIVELD,1955; TURNER, 1956; BIR & SIDHU,
1967 e BOLKHOVSKIKH et alii ,1969). HAa algumas excegoes como
por exemplo, P. pilosus com 2n=20 (MARECHAL,1969) e P.anisc -~
trichus e P. formosug,com 2n=20 e 2n=40, respectivamente(LACKEY,
1980). Assim, para o genero Phaseolus , THUAN .- (1975) apresesen-
tou x=11 como numero cromossomico basico primitivo, sendo x=10
uma derivacao originada pela perda de um Cromossomo.

Mesmo havendo estudos para determinar o numero , ©
comportamento e a forma dos cromossomos de Phaseolus (s.l.)es-
tes sao ainda insuficientes, pois abrangem apenas algumas espe-
cies num género bastante numeroso.

Embora varios autores tenham se dedicado a estudos
de cariotipo no género Phaseolus (s.1.) e tivessem conhecimen
to das proposigoes para alteragoes taxonomicas, como a elevagao
da secido Macroptilium a nivel genérico (URBAN,1928) e a trans
feréncia de outras antigas segoes de Phaseolus para © genero
Vigna (VERDCOURT,1970), na maioria dos casos preocuparam-se a-
penas com a sugestao de possiveis linhas evolutivas ocorridos
nas espécies estudadas, raramente se preocupando em fazer uma
andlise com enfoqué citotaxonomico. Além disso, embora esses
varios autores tenham trabalhado independentemente, houve espé
cies comuns em seus estudos, nem sempre se observando concor -
dancia nos resultados.

MARECHAL (1969,1970) analisou citologicamente alguns
géneros da subtribo Phaseolinae dentre os quais Phaseolus,Ma -
croptilium e Vigna, fornecendo o niimero cromossomico, compri-

mento total médio do maior e do menor par de CromossOmos e

33
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também do complemento cromossdmico, nao apresentando, contudo
caridtipos detalhados para cada uma das espécies estudadas.

THUAN (1975) elaborou um estudo cariotaxonomico em
44 espécies pertencentes a 18 géneros e a 5 subtribos de Phaseo
leae. Da mesma forma que MARECHAL (1969, 1970), o autor utilizou
a técnica de inclusao em parafina e seccionamento em microtomo
para preparagao de l3minas. Na subtribo Phaseolineae confirmou
a guase constancia do nimero cromossomico 2n=22, apresentamo
comprimentos cromossomicos para onze espécies estudadas nos ge-
neros Phasecolus e Vigna, cujo valor maximo atingiu 2,6 um em
algumas delas. Além disso, THUAN(1975) analisou niicleos de célu
las interfasicas, procurando outros caracteres cariolégicos G -
teis para a delimitacac taxondmieca dos géneros e para a sugestdo
da linha filogenética da tribo Phaseoleae. Como um resumo dess
tentativa de classificagao cariotaxondmica, THUAN(1975) conside
rou a tribo Phaseoleae como um grupo natural tanto pela homoge-
neidade de estruturas nucleares como pelos nimeros cromossomi -
cos gue se derivam de um nimero basico ancestral x=8, sendo a
subtribo Phaseolineae considerada como a mais evoluida, especial
mente atraves dos géneros Phaseolus, Vigna e Dolichos,todos COm
x=11, com casos de derivacao para x=10 Cromossomos.

STNGH & ROY(1970) elaboraram o caridtipo de 4 espe
cies de Phaseolus (s.1.), confirmaram o nimero cromossomico 2n=
22 e, no geral,consideraram o caridtipo simétrico. Apresentaram
ainda, para cada espécie estudada, a formula cariotipica, o com
primento total de cromatina para o complemento e © indice TF% ,
que representa a razao entre a soma total do comprimento dos

bracos curtos pela soma total dos comprimentos cromossomicos



" (HUZIWARA,1962).

Posteriormente, SARBHOY (1977, 1978a,1978Db)apresen-
tou um estudo citogenético envolvendo a analise de cCromossos so
maticos e do comportamento meidtico em 15 espécies de Phaseolus
(s.1.), observando, no Gltimo caso, a ocorréncia de pontes e
fragmentos, gue sao uma indicacao da presenga de inversao e,tam
bém, monovalentes. A seguir, SARBHOY(1980) reapresentou os da -
dos anteriores, incluindo a elaboragao de caridtipos com as res
pectivas fdrmulas cariotipicas e demais indices para as 15 espé
cies estudadas. Apresentou ainda o habito de crescimento de ca-
da espécie e, paralelamente'é andlise dos caridtipos, sugeriu
como linha evolutiva dentro do género, a redugao do comprimento
total de cromatina e a dos valores TF%.

Tamb&m STNHA & ROY {1979a,1979b) realizaram estu -
dos citoldgicos no genero Phaseolus (s.l.). A nivel meibtico ,
analisaram a microsporogénese em 16 especies, determinando . .a
frequéncia de guiasmas e a viabilidade de graos de pblen, além
de detectarem a ocorréencia de monovalentes, pontes e Cromossc-—
mos retardatarios em algumas delas. A nivel mitotico, apresen -
taram caridtipos de cromossomos somaticos e demais Indices para
14 espécies.Agui também os autores consideram a redugao do iIndi
ce TF% como tendéncia evolutiva dentro do género, porém ao con-
trario de SARBHOY (1977,1978a,1978b,1980) consideram gque a evo-
lucdo do caridtipo em Phaseolus (s.1.) ter—se-ia dado tanto  por
ganho como por perda de material cromatinico.

Dentre os autores gque elaboraram cariOtipos em es-
pécies de Phaseolus (s.l.}) como SINHA & ROY (1970), SARBHOY (1977,

1978a,1978b, 1980) e SINHA & ROY (1978a) h& o consenso de  que
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a poliploidia desempenhou papel pouco importante na evolucaoc do
género, ao contrario de alteracoes estruturais dos cromossomos,
como inversoes e translocagoes.

JOSEPH & BOUWKAMP (1978) elaboraram e compararam o
caridtipo de 8 espécies do complexo Vigna-Phaseolus (este alti-
mo abrangendo Macroptilium ) procurando analisar a situacao des
ses géneros sob o ponto de vista citotaxondmico, porém nac fo -
ram bem sucedidos devido a semelhanca morfoldgica dos cromossc
mos.

Devido a semelhanca morfologica de cromossomos mi-
toticos metafidsicos de espécies de Phaseolus (s.l.), o que di-
ficulta a elaboragéo de cariétipos de uma maneira convencional,
alguns autores recorreram a técnica do béndamenta para identifi
cacao dos cromossomos. MOK & MOK (1976) fizeram tal tipo de es-
tudo comparando os padroes de bandas para P. vulgaris e P.cocct
neus nao observando diferencas apreciaveis entre elas. Os auto-
res dividiram os 1l pares cromossomicos em 3 categorias: 2 lon-
gos, 5 intermediarios e 4 curtos, havendo em cada um deles, um
padrao de banda diferente. Foram constatados dois pares con
constricao secundaria dentre os de tamanho intermediario.

BHATTACHARYA (1978) também aplicou a técnica do ban
damento~C em F. vulgaris, tanto em cromossomos somaticos de
raiz como em cromossomos politénicos do suspensor do embriao
constatande, igualmente, 2 pares cromossoOmicos com satélite,lo-
calizados nos dois maiores. O par cromossdmico mais longo & he-
teromorfico, sendo gque o0s 5 seguintes, em tamanho decrescente ,
apresentam constricao primdria em posicac submediana a subtermi

nal, enquanto gue nos 4 menores esta € mediana. No cromossomo 9,
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Lque, & metacéntrico, BHATTACHARYA (1978) nao observou nenhum pa
drio de banda. Realizando o mesmo tipo de estudo em P. coccirneus,
NAGL (1969) também nao cobservou nenhum padrac de bandamento  em
um cromossomo metacéntrico.

Por outro lado, SCHWEIZER & AMBROS (1979) ao anali
sarem o padrao de bandamento~-C em Cromossomos mitoticos e em po
liténicos de P. coccineus observaram 3 pares CromossoOmicos COM
constricao secundiria, diferindo do resultado apresentado  por
NAGL (1969). Nesse mesmo trabalho, SCHWEIZER & AMBROS (1979) tam-
bém aplicaram a técnica do bandamento NOR para esses dois tipos
de cromossomos, concluindo, igualmente, haver 3 pares de cromog
somos organizadores de nucléolo nessa espécie.

Paralelamente aos caribdtipos obtidos a partir de
cromossmos som&ticos, também ja foi empregada a analise de cro-
mossos meidticos na fase de paquiteno para identificagéo de es-
pécies de Phaseclus (s.l.). Assim KRISHNAN & DE (1965) e DE &
KRISHNAN (1966) compararam caridtipos obtidos a partir de célu -
las em metafase mitdtica e em paguiteno em P.qureus e em F.mun
go, respectivamente. Interessantes, no primeiro caso {KRISHNAN
& DE,1965), foram as diferencas obtidas entre 0s dois tipos de
caridtipos no gue se refere a posigao da constricao secundaria,
além de haver variacdo no nimero de cromossomos metacéntricos e
submetacentricos. Num outro trabalho, KRISHNAN & DE(1970) anali
saram cromossomos paguiténicos de um tetrapldide de Phaseolus ,
supostamente um alotetraploide, a se considerar a nao formagao

de tetravalentes durante a profase I e metdfase I. Através da a

nilise da forma dos cromossomos, OSs autores constataram que 6

pares cromossomicos comuns as espécies P. aureus e P. mungo tam



- bém ocorriam no tetraplbide, sendo o sétimo diferente em cada um
dos dois dipldides quanto & presenca ou auséncia do organizador
nucleolar. Os demais pares cromossOmices eram coincidentes com
os de uma ou de outra espécies dipldide, sugerindo que essas pode
riam ser as espécies parentais envolvidas na formagao desse hi -
brido tetrapldoide.

CHENG & BASSET(1981) estudaram a morfologia de cro-
mossos meidticos, na fase de dipldteno, de P.vulgaris, notando
grande semelhanca com a observada em P.coceineus (Cheng, 1979
apud CHENG & BASSET 1981).

Foram conduzidos estudos citoldgicos em outras espé
cies de Phaseolus (s.1.), como a andlise cariotipica de 32 varie
dades de P. mungo, onde GOSWAMI (1979) constatou rasoaveis dife -
rencas entre elas, no que se refere a comprimento cromossomico ,
posicdo de constrigcao primaria e novalordeTF%. Dentre as 32 va -
riedades, 30 delas apresentaram constrigac secundaria no maior
par cromossomico, porém, em apenas 20, o segundo cromossomo re-
velou tal estrutura. Os Cromossomos apresentaram constrigao pri-
maria em posicao mediana e submediana, porém preferencialmente

submediana na maioria das variedades.
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5) MATERIAIS E METODOS

5.1) OBTENCAO E ARMAZENAMENTO DE SEMENTES

Foram feitos contatos com varias Instituicoes e rea
lizadas algumas coletas de campo objetivando a obtencao de se -
mentes de diferentes espécies de Phaseolus, Macroptilium e Vigna,
selvagens ou cultivadas.Na TABELA 1, sao apresentadas as espé -
cies utilizadas para este estudo citoldgico.

As sementes obtidas foram numeradas por cada intro
dugao e armazenadas em ambiente frio e seco, para manter seu
poder germinativo. Essas sementes foram posteriormente utiliza-
das para a formacado da colecao de espécies ou colocadas para @ezr
minar para os estudos citologicos.

Para algumas das espécies mencionadas na TABELA 1,
foram cbtidas sementes de outros populacoes. Estas sementes fo-
ram armazenadas seguindo o mesmo procedimento ja mencionado, nao

sendo, contudo, utilizadds no estudo citoldgico.

5.2) TRATAMENTO TAXONOMICO

Foram herborizadog, segundo técnicas usuais,ramos
- florais e vegetativosdas espécies utilizadas no estudo citoldgico,
tanto dacuelas ja mantidas em colegéo, como de outras, coletadas
no campo em estado selvagen.

As identificagoes foram feitas por comparacao com

materiais do Herbario do Departamento de Morfologia e Sistemati
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* ca Vegetais do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de
Campinas (Herbario UEC) e atrav@s de bibliografia disponivel pa
ra o género, como BENTHAM(1859) , HASSLER(1923), PIPER (1926) ,
URBAN {1928), VERDCOURT (1970), MARECHAL et al<< (1978). Para a
identificacao das espécies brasileirasde Macroptilium utilizou-
se, preferencialmente, a chave elaborada por FEVEREIRO (1979)au
tora que aceita a validade desse genero.

0s materias herborizados, numerados, introduzidos

no Herbirio UEC e submetidos a estudo taxondmico sao os seguin-

tes:

Macroptilium atropurpureum (DC.) Urb.(S)
Phaseolus atropurpureuns DC.

Phaseolus vestitus Hooker

Phaseolus Schiedeanus Schlecht
Phaseolus canescens Mart.et Galeotti
Phaseclus dysophyllus Benth.

Phaseolus affinis Pip.

- SP, Campinas, Cidade Univeristaria , F.R. Martins n9 11.146 ,
28/11/80 (UEC).

Macroptilium bracteatum(Nees et Mart.) Maréchal et Baudet
Phaseolus bracteatus Nees et Mart.

Phaseolus decipiens Salzm.

- SP, Campinas, Instituto Agrondomico (em cultivo}, E.R.F.Martins
ne 11.149, 06/III/80(UEC).

Macroptilium erythroloma{Mart.ex Benth.) Urb.

Phaseolus erythroloma Mart.ex Benth.

- SP, Campinas, Instituto Agronomico(em cultivo},E.R.F.Martins,
ng 11.151, 06/I11/80 (UEC).~"

(5) Nio consta da chave de identificacao especifica de FEVEREIRO (1979).



Macroptilium lathyroides (L.} Urb.
Phaseolus lathyroides L.
Phaseolus hastaefolius Mart. ex Benth.
Phaseolus maritimus Salzm. ex Benth.

Phaseolus psoralecides Wright et Arn.

- Sp, Campinas, Instituto Agrondmico (em cultivo), E.R.F.Martins
ne 11.153, 20/1/80 (UEC).

Phaseoius cocceineus L.

Phaseolus multiflorus Lam.

- 8P, Campinas, Instituto Agronomico (em cultivo), E.R.F.Martins

ne 14.360, 17/XI/82 (UEC).

Phaseolus lunatus L.
Phaseolus inamoensis L.
Phaseolus bipunctatus Jacq.
Phaseolus puberulus H.B.K.
Phaseolus xuaresit Zucc.
Phaseolus limensis Macfadyen

Phaseolus saccharatus Macfadyen

- 8P, Campinas, Instituto Agronémico {em cultivo),E.R.F.Martins
n¢ 14.359, 20/X1/82 (UEC).

Phaseolus vulgaris L.
Phaseolus esculentus Salisbh

Phaseclus communis L.

-5P, Campinas, Instituto Agronomico (em cultivo), E.R.F. Martins
ne® 14.358, 20/X1I/82 (UEC).

Vigna peduncularis (H.B.K.)}Fawcett & Rendle
Phaseolus peduncularis H.B.K.
Phaseolus spixianus Benth.
Phaseolus pascuorum Benth.
Phaseolus clitorioides Benth.
Phageolus modestus Benth.

Phaseolus pius Benth.




Phaseolus oblongifolius Micheli
Phaseolus clitorioides var.clitorioides (Benth.)HASSLI

Phaseolus peduncularis var.pusillus Hassler

- Sp, Campinas, Instituto Agronomico ( em cultivo}, E.R.F.Martins
no 14.359, 20/XI/82 (UEC).

Vigna radiata (L.) Wilczek
Phaseolus radiatus L.
Phaseolus hirtus Retz.
Phaseolus abyssinicus Savi
Phaseolus aqureus ROXb.
Azukia radiata Ohwi

Rudua aurea (Roxb.) Mackawa

-8p, Campinas, Instituto Agronomico(em cultivo),E.R.F.Martins
ne 11.159, 03/11/80 (UEC).

Vigna unguiculata(L.) Walpers
Cv.gr. unguiculata g, Westphal
Dolichos unguiculatus L,
Phaseolus sphaerospermus L.
Dolichos melanophthalamus DC.
Vigna sinensis (L.) Savi ex Hassk

Phaseolus unguiculatus {(L.) Pip.

- §p, Campinas, Instituto Agronomico (em cultivo), E.R.F.Martins
ne 14.361, 15/X1/82 (UEC).

5.3) TESTE DE TECNICA CITOLOGICA

Foram testadas varias técnicas, com o objetivo de
determinar a mais apropriada a elaboracao de caridtipos nos gé=-

neros Phaseolus, Vigrna e Macroptilium. Pela maior disponibilida

de de sementes, foi escolhida a espécie P. vulgaris cv. Carioca
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" como material a ser empregado nos testes.

Inicialmente testou-se a necessidade de submeter as
radiculas das diversas espécies em estudo a pré-tratamento.Esse
teste originou-se da sugestao de CONAGIN(1950}, segundo a qual o
pré -tratamento com PDB acentua a forma dos cromossomos longos
mas niao a de curtos, em virtude da propria contracao induzida por
essa droga. Como se dispunha da informacao de que 0S8 CrOmMOSSONGE
do complexo Phaseolus-Vigna—-Macroptilium sao relativamente cur-

tos (SARBHOY, 1977), pareceu conveniente verificar a necessida-

de do pré-tratamento para o estudo citoldgico proposto nestes
materiais. Assim, no inicio dos trabalhos, para cada técnica ci
toldgica experimentada, foram separados dois lotes de radiculas
de P. vulgaris,sendo um submetido a pré-tratamento e outro nao,
para verificar—-se a situacao mais adequada ao estudo citologico.

Alem da averiguagac da necessidade de submeter as
radiculas a pré-tratamento, estas foram colocadas em solugao sa
turada de PDB por diferentes perlodos de tempo, para verificar
o mais apropriado & obtencdo do grau ideal de contragao dos cro
mossos de P. vulgaris; posteriormente, este periodo foi testado
para todas as outras espécies em estudo. Os periodos de tempo
variaram de duas até cinco horas,sendo, contudo, mantida cong -
tancia em cada um deles, por saber-se que a minima variagao po-
deria ser fonte de erros experimentais.

Na preparagao das laminas foram utilizadas radicu-
las recém-emergidas de sementes, postas, a germinar em placas de

Petri com 9%9cm de diametro, com dois papéis de filtro levemente

unedecidos em aproximadamente 2 ml de agua. Durante a germinagao

foi mantida temperatura constante de 25°C, nao sendo controla -



“ das as condigoes de luminosidade, que seguiram as variagoes do

ambiente.

as radiculas foram coletadas e preparadas de acor-
do com gquatro técnicas: a de Sharma (apud MEDINA & CONAGIN,1964).
a de PALMER & HEER(1973), a de KAWANO(1965) e uma outra,primei-
ramente utilizada neste trabalho. Nas trés primeiras técnicas
foi experimentada uma peguena alteracao, que consistiu no trata
mento das radiculas com solucao aquosa de pectinase a 2,5%, por
duas horas, a 37OC, antes da hidrolise. Esse procedimento, tam-—
bem édotado na nova técnica aqui testada, baseou-se na aceita -
géo de gue esse tratamento enzimatico freglilentemente propicia o
melhor espalhamento dos cromossomos, pOr provocar separagao ce-
lular pela dissolucdo dos sais pécticos da lamela média (SHARMA
& SHARMA,1972).

Dentre as quatro técnicas testadas, empregou-se i-
nicialmente, a técnica de Sharma {gpud MEDINA & CONAGIN, 1964)mo

dificada, como segue:

i) pré-tratamento com paradiclorobenzeno (PDB )
por 2 a 5 h. entre 16 e 18°¢ ;

ii) fixacao em &lcool etilice e acido acético
glacial (3:1);

iii) tratamento com solucao de pectinase a 2,5%
por 2h, a 37OC;

iv) hidrdlise em orceina acética a 2% e HC1 N
(9:1), por 30 min, a 4OOC;

V) coloracao em orceina acetica a 1%,por 30min;

vi) montagem, por esmagamento da ponta da raiz,

entre lamina e laminula, em orceina acética a 1%.




Posteriormente, recorreu-se a técnica empregada por
PALMER & HEER {(1973) em soja, planta que apresenta dificuldades
citoldgicas semelhantes ds do feijao. Tal técnica modificada,po

de ser assim esguematizada:

i) pré-tratamento com PDB,por 2 a 4h, entre 15 e 16%
ii) fixacao em &lcool etilico e acido acético gla-
cial(3:1) por 2-3 dias, entre 35 a 40°c;

iii) hidrblise em HC1 N por 10 min, a 60°C;

iv) coloracac com reagente de Schiff por 90min;
) v} tratamento com pectinase a 2,5% por 2 h,a BOOC;
vi) montagem, por esmagamento da ponta da raiz,en

tre lamina e laminula, em carmim propionico.

A nova técnica testada, empregada pela primeira vez

neste trabalho, pode ser assim apresentada:

i) pré-tratamento com PDB por 2 a 4 h, entre 15 e 16

ii)  fixacao em &lcool etilico e acido acético gla-
cial (3:1) por 2 dias,

iii) tratamento com pectinase a 2,5% por 2h, a 37%;

iv) montagem da lamina, por esmagamento da ponta

da raiz, em acido acéetico 45%.

Como se pode perceber, esta nova técnica combina sub
tdncias convencionais dos dois métodos anteriores, como PDB, com
ponentes do fixador e pectinase, porém nao utiliza coloragao e o©
material & montado em acido acético 45%, permitindo a observacao
do material somente em contraste de fase.

A guarta técnica experimentada neste trabalho foi a




“de KAWANO (1965), ligeiramente modificada:

i) pré-tratamento com PDB, por 3 h, entre 15 e 16°¢;

ii) fixacado em &lcool etilico e acido acético gla-
cial (1:1) por, pelo menos, 24h, & temperatura
ambiente;

iii) tratamento com pectinase a 2,5% por 2 h,a 37°;

iv) coloragao com orceina acética a 2%, por 16a24h;

v) hidrolise com HC1 N e orceina acética a 1%
(1:1) por 90 min;

vi) montagem da lamina, por esmagamento da ponta

da raiz, em acido acetico e gliceropl(20:1).

5.4) ESTUDOS CITOLOGICOS

Sementes escarificadas de varias espécies de Phaseo
lus,de Macroptilium e de Vigna foram postas a germinar em pla-
cas de Petride 9cm de didmetro com dois papéis de filtro levemen-
te umedecidos, em aproximadamente 2ml de agua, em estufa, a uma
temperatura aproximadamente constante, de 25°C. Foi feita a es-
carificagao para facilitar a absorcao de agua e reduzir o perig
do de tempo necessidrio para a germinacao das sementes.

As radiculas emergidas foram coletadas antes de a=-
tingirem 1 cm de comprimento e, a seguir, preparadas segundo a
técnica de Sharma (epud MEDINA & CONAGIN,1964), com tratamento
em solucao de pectinase.

As preparagoes citoldgicas foram observadas em mi-

croscopio fotdnico e, através de camara clara, foram feitos de-



senhos dos cromossomos. Foram tiradas algumas fotografias em
fotomicroscopio de marca ZEISS.

0s cromossomos foram medidos, preferencialmente
através dos desenhos em camara clara, embora este método seija
mais trabalhoso e demorado do que o da analise direta das foto-
grafias. Essa escolha deveu-se a dificuldade de encontrar célu
las com cromossomos bem espalhados e, principalmente, gque esti-
vessem no mesmo plano.

Os desenhos foram feitos com aumento de 2.500 vézes
dando um aumento total correspondente a escala de 36mm= 10 um ,
pela camara clara. Os comprimentos dos cromossomos e de seus re:
pectivos bracos foram entao, obtidos pela medigao dos mesmos, n
desenho, em milimetro, com o auxilio de régua milimetrada, sendo,
depois, feita a conversao para micrometros.

0 cariotipo definitivo de cada espécie baseou-se e
resultados de, pelo menos, dez células de cada espécie com exce-
cao de P. wvulgaris, em que apenas 9 foram analisadas. O menor ni
mero de células analisadas nessa Gltima especie refletiu a difi-
culdade em encontrarem-se cromossomos metafasicos em condigaes
ideais de espalhamento e de contracao.

Para cada espécie, apos medido o comprimento de cada crx
mossomc e de cada um de seus bragos, foi calculado o seu indice
centromérico (i), parametro que mostra a razao do comprimento dc
braco curto(c) pelo comprimento total do cromossomo (t), ou se-

ja, de acordeo com LEVAN et aliz ,(1964).

i = 100c¢c/t

Em cada c@lula, os homdlogos sao reconhecidos com




base no comprimento total do cromossomo(t) e no seu respectivo

indice centromérico (i). O caridtipo definitivo de cada espécie
foi estabelecido a partir de valores médios desses parametros (t
e i), para cada par de homblogos, correspondentes nas diversas
células analisadas.

Inicialmente, em cada células estudada, os pares
cromossomicos foram arranjados em ordem decrescente de tamanho;
porém, em determinadas ocasioes, foi feita a inversaoc de posicgac
de determinadas pares cromossomicos, levando-se em considerag¢ao
os seus respectivos Indices centroméricos com relacao a locali-
zacao de pares semelhantes nas demais células estudadas de uma
espécie. Tal procedimento foi adotado apenas guando ﬁavia certe
eguivaléncia de comprimento entre os pares Eromossamicos envolvi
dos e levando em consideracao um dos diversos fatores responsa -
veis por variagoes na elaboragao de caridotipos, que & a contra -
¢ao cromatinica diferencia) (CONAGIN,1950;BAJER,1959;SASAKI 1961;
MATERN & SIMAK,1968).

Foram considerados pares cromossomicos com satélite
agueles em que foil observada a ocorrencia dessa estrutura em ,
pelo menos, metade dos pares cromossOmicos correspondentes anali
sados em cada espécie.

Para cada espécie estudada, foi calculado o indice
TF%, criado por HUZIWARA(1962), gue exprime a relacao entre C
comprimento total dos bragos curtos e o comprimento total dos
cromossomos do complemento.

Foram calculados, segundo o procedimento estatisti-
co usual (SPIEGEL,1976), a média, o desvio- padrac e o coeficien

te de variagao para cada par cromossomico de cada uma das dez es



" pdcies analisadas, tanto para o comprimento como para o indice

centroméxrico.
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6} RESULTADOS

6.1) TAXONOMIA

conforme mencionado na literatura para a subtribo
Phaseolineae,a associacao de algumas caracteristicas morfoldgi-
cas permitiram determinar, a nivel genérico, as espécies subme-
tidas a estudos citoldgico no presente trabalho. Tais caracte -
res sao: auséncia ou presenga de pélos uncinados; presenga  ou
auséncia de nds dilatados e de glandulas extra-florais no eixo
da inflorescéncia; contracao ou nao do eixo da inflorescencia ;
formato do eétilete; posicao do estigma, persisténcia ou nao de
bracteas florais; e presenca de estipulas recorrentes ou sim -
ples.

Ainda com base nos diversos trabalhos taxonomicos
recentes, aqui revisados, fol possivel elaborar uma listagem(TA
BELA 2) abordando diversas caracteristicas mencionadas por di-
versos autores para individualizar os geéneros Phaseolus,Macrop-
tilium e Vigna.

Assim, pelo apresentado na TABELA 2, © género Pha-
seclus caracteriza-se por apresentar estipulas nao recorrentes,
folhas primarias pecioladas e cordadas, presenga de pélos unci-
nados, bracteas florais persistentes pelo menos até a antese
ausencia de nds dilatados e de glandulas extraflorals no eixo
da inflorescéncia, estilete espiralado, estigma terminal, célu-
la subsidiarias e adjacentes de tamanho subigual, graos de po -
1én com reticulacdo fina e camada infratectum da exina do tipo

columelar.

UNICAMP
BIBLIOTECA (EMTRAY



TABELA 2 - Caracteristicas distintivas entre os géneros Fhaseo-

lus (P} ,Macroptilium({Mle Vigna (V).

CARACTETISTICAS P M TV

estipulas recorrenteS.-.-ccesvoceaccsnrcersacn-ss
estipulas NAC-recOrrentesS.....ceecevscesccarescces X X
folhas primarias peciocladas.....eseceecssaveseers X X
folhas primirias S8SSeiS...eeeevevecccrocencnenns

folhas primdrias cordadaS..-s.esevecarecvnceaeves X

folhas primdrias renifoImMeS......-ceecescceccnons X

folhas primidrias ovado-lanceoladas e lanceoadas.. x

células subsididrias e adjacentes de tamanho apro

ximadamente igUAl.eevececrenncrearsraceraaranys
células subsidiarias menoreé que as adjaéentes...
bracteas florais persistenfes pelo menos até a an

S, v cvancsnasstvoseanssnasnsasssasansseonsens
bricteas £lorais CAdUCAS...sreesvcsearenrcasacsan
presenca de p2los uncinadoS.......ceesscrecanacn- X
auséncia de pelos uncinados.......;.....,........
presenga de noés dilatadés e de glandulas extra -

florais no eixo da inflorescéncia..;....;..... x X
ausencia de nds dilatados e de glandulas'extraflg

rais no eixo da inflorescinCid.-.eesesecse-ses X
eixo da inflorescéncia alongado....cecesceivsneass X
eixo da inflorescéncia contraldo.....eevccaneenn-
estilete espiralado..........m...;...............
estilete espiralado ou naé......,;....3........,.
estilete curvado em angulo reto...;..............
estigma terminal..........;..L.........;..._.....
estigma subterminale...coserrsrrerensrrcnvaeennes
auséncia de Acido pPipecBliCO..ceesesvorsararesnnse
auséncia de_asparagina e. presenga de P3"";T"" x
graos de pdlen com exina de. reticulacio fiﬁa..... X X
grios de polen com exina de reticulagao grosseira | X
camada infratectum da exina do tipo columelar.... X

camada infratectum da exina do tipo granular.....




0 género Macroptilium apresenta muita semelhanca co
Phaseolus, porém pode ser diferenciado em relacao a este no que
diz respeito a 6 caracteristicas apresentadas na TABELA 2: au -
séncia de pélos uncinados, presenca de nds dilatados e de glan-
dulas extraflorais no eixo da inflorescéncia, estilete curvado
em angulo reto, nunca espiralado, bracteas florais caducas, fo-
lhas primarias reniformes, ausencia de asparagina e presencga de
P3.

Contudo, um maior nimero de caracteristicas dife -
renciam Vigna: presenca de estipulas recorrentes, folhas prima-
rias sésseis, com forma ovado-lanceolada a lanceolada, células
subsidiadrias menores que as adjacentes, eixo da inflorescéncia
contraido, estilete espiralado ou nac, estigma subterminal,au -
séncia de acido pipecdlico, graos de pOlen com exina largamente
aberta e camada infratectum da exina do tipo granular.

A determinagdo das espécies utilizadas no estudo ci
toldgico também seguiu trabalhos taxondmicos disponiveis.Dentre
cada um dos trés uéneros estudados , as espécies puderam ser
mais prontamente reconhecidas por algumas caracteristicas, a
seguir apresentadas.

No género Macroptilium ,tanto as espécies M.brac -
teatum Ccomo M. erythroloma apresentam pedinculo estipitado e
com fasciculo de bracteas na base. Diferenciam-se entre si pelo
formato do vexilo e presenca ou auséncia de papilas na regiao
dos calos. M. bracteatum apresenta vexilo obovado e desprovi-
do das referidas papilas, enguanto em M. erytholoma o vexilo
& suborbicular e provido de papilas na regiao dos calos. Dentre

os materiais examinados também foi possivel observar uma distin



cdao quanto & coloracgdo da corola, sendo carmim em M.bracteatum €
rosado em M.erythroloma.

M.atropurpureum € M.lathyroides nao apresentam fac
ciculos de bracteas na base da inflorescéncia. Essas duas espé -
cies podem ser diferenciadas pelo formato das foliolos e pela
presenca ou ausencia de bracteas assoveladas no apice da inflo -
rescéncia. Tais bracteas sao observadas em M. lathyroides. © M.
atropurpureum caracteriza-se por apresentar uma peguena expan -
sdo em cada um dos dois foliolos laterais.

Dentre as trés espécies de Phaseolus egtudadas, P.cocci-
neus diferencia-se por apresentar o estigma em posigao acima das
anteras. Por outro lade, as espécies P.lunatus e P.vulgaris po-
dem ser distinguidas pelo formato da vagem. H1 F. lunatus esta &
achatada e amplamente falcada enqguanto gue em P. vulgaris & 1i -
near, sendo reta ou subfalcadsa.

Quanto ao genero Vigna, dentre as trés espécies aqui
estudadas, V. ungufculade & a Gnica a apresentar a quilha nao es
piralada, sendo apenas dobrada em angulo proximo a 90°. J& 7V .
peduncularte e V.radiata diferem guanto ac grau de espiraliza-
gao da quilha. V. peduncularis apresenta a quilha com uma espi -
ral bem aberta, enguanto gue em V.radiata a espiralizacao & mais
acentuada e , além disso, essa Ultima espécie caracteriza-se por

apresentar uma pétala da guilha com um apéndice lateral nitido.
6.2) TECNICAS CITOLOGICAS

Os testes realizados submetendo ou nao as raizes de
Phaseolus (s.1l.) a pré-tratamento em solugao saturada de PDB mos

traram gue, no lote nao submetido, os cromossomos se dispunham



na placa equatorial, agrupados, sendo dificil até mesmo fazer &
contagem do nimero de cromossomos. Por outro lado ,no lote subme
tido ao pré-tratamento, os cromossomos ficaram bem espalhados ¢
individualizados.

Em todas as quatro té&cnicas citoldgicas testadas, ¢
problema inicial foi a determinacao do tempo de permanéncia das
raizes em PDB, ou seja, a determinacdo do periodo de pré-trata-
mento ideal, para gque os cromossomos ficassem bem espalhados
mas nao muito curtos, de maneira que suas formas se acentuassen
ApOs varios testes, ficou demonstrado que o periodo ideal & de
cerca de 3h, & temperatura de 16al8°C. Abaixo de trés horas nac
Se conseguia espalhamento suficiente dos cromossomos, enguanto
que, acima desse periodo, ficavam excessivamente contraidos.

Com relacao & escolha de uma das quatro técnicas ex
perimentadas, esta recaiu sobre a técnica deSharma (apud MEDIN
& CONAGIN, 1964), modificada pelo tratamento com solugao de pec
tinase antes da hidrblise. Esta técnica foi escolhida por reu -
nir algumas gualidades que facilitaram bastante o trabalho,como
rapidez na preparagéo das laminas, maior disponibilidade de dro
gas e maior facilidade em localizar o material sobre a lamina ,
ao lado, principalmente, da caracterizagéo da forma dos cromos-

somos de maneira satisfatoria.

4,3 CITOLOGIA

Para as espécies Macroptilium atropurpureum,M.brac-
teatum, M.erythroloma, M.lathyrotides, FPhuseolus coccineus,P.lunatus,

Vigna peduncularis,V.radiata e V.unguiculata, das quais foram a



nalisadas 10 ou 11 células, e para P.vulgaris, que teve 9 célu
las estudadas, foi possivel elaborar seus caridtipos com bas
em valores médios de comprimento cromossomico e de indice centr
mérico, para a maior parte dos cromossomos. A FIGURA 2 apresen
ta os ideogramas dessas dez espécies. Cada cromossomo do genon
estd indicado por uma letra, em ordem decrescente de comprime
to.

Nas FIGURAS 3,4 e 5 sao mostrados cromossomos mité
ticos metafasicos de M.atropurpureum, P. lunatus € V. unguicula
ta, que representam seus respectivos generos.

Nas TABELAS 3 a 12, sao apresentados os compriment
médios, em um, dos cromossomos de cada espécie, além de seus r
pectivos indices e posigoes centroméricas médias, segundo a nc
menclatura proposta por LEVAN et ali#1964). Para cada valor mé
dio de comprimento (X) e de Indice centromérico (Y), sao apres
sentados seus respectivos desvio-padrao (DP) e coeficientes d

variagéo(cv)’ estes em porcentagem.

Uma observacao bastante dificil referiu-se & visua
lizagao do nlmero e posicao de satélites. No geral, nas espé
cies em gue foram encontrados, os satélites dificilmente era
visiveis em todas as células examinadas. Em alguns casos, com
em M.erythroloma, embora o cariotipo médio apresente um unico
par cromossOmico com satélite, numa TGnica célula examinada fo
ram observados dois pares cromossomicos com satélite, conforme
pode ser visto na FIGURA 6.

Foram cbservadas, esporadicamente, algumas células
tetraploides em meic a células dipldides normais, numa mesma r

em diversas espécies, como M.atropurpureum, M.bracteatum, M.er



“throloma, M. lathyroides, P. lunatus e P.pulgaris.

Dentre, aproximadamente, 100 ralzes examinadas de M.
atropurpureum, foram encontradas duas, onde todas as células em
divisdo eram tetraploides. Esta situacao difere da apresentada
no paréérafo anterior. As FIGURA 7 e 8 mostram uma célula tetra
pldide e um campo com varias células tetraploides, respectiva -

mente.

Na TABELA 13 sao apresentadas as formulas cariotipi-
cas das espécies de Macroptilium,de Fhaseolus e de Vigna aqui es
tudadas, enguanto gue na TABELA 14 sao mostrados seus respecti -

vos comprimento total de cromatina (CTC), em pm, e seus TF%.




m ° %
fwi E E o o M
W. m 2 .= 2 2 © ,,m
a -
u* © 2 o @ » R o o 3 o
o —— ~ =y o~ jos [ - b st &= 0
=) =t +- & 'S - o 35 o = - &3
— ») - — o o on L) o - o=
.m.u. ..mw — o o o= ..m %) .nﬂu [l 2y
. . o.w .!..“ & .m > [, — n.uM u m.._
=| s 5| s o ol o N > >| E
™2
e
43
&
- b B G L 3] (- = B R e - § B &
- i B ER = N B2 =2 Y & L F | - F ] S
- 5 = Bl B -} ] B A o Ea - f N Mmoo i R Y
£ e B2 e & En EaE = =l e o - § | B ER 0
]
o ] e g e B R R . s R S el i K8 ’
- B o g | M en i N s Y e N e ] ey
0
w e e i en A e i S B i B . | -§- ]
© =9 B B £ e B el e - B § - [ B R [ %
e}
O B e EREEE BERE B Ea S ERSR [ m
o o e R i T N B S B 5 b B Ba B G Nog
c ®©
U o
Tt
=
!
o~
-
w
m..l_
Frs




59

FIGURAS 3 a 8 - Cromossomos mitOticos metafasicos de:3 ~Macropti
Lium atropurpureum;4 - Phaseolus lunatus;5~ Vigna
ungutculata; 6 - Macroptilium erythroloma.As se-
tas indicam os quatro cromossomos com satélite .
¥X.1980.
71-Ceélula tetraploide de Macroptilium atropurpu -
reum; X 1540.

8~Campo com células tetrapldides de Macroptilium
atropurpureum; X 245.



TABELA 3 - Cromossomos mitdticos metafisicos de Macroptilium ¢
tropurpureum. Médias do comprimento cromossdmico (X)
e do indice centromérico (;), com 08 respectivos des
vios-padroes (DP} e coeficientes de variagao (CV%)Po

sicao do centrdmero: m- mediana; sm - submediana.Nii-

mero de mediacoes: n.

COMPRIMENTO (um) INDICE CENTROMERICO

_ ” CENTR.
PAR n X DP Cve Y DP CV%
a 11 2,73 0,36 13,06 49,4 1,80 3,65 m
b 11 2,60 0,31 12,08 42,0 7,11 16,94 m
c 11 2,21 0,28 12,89 49,8 0,60 1,21 m
a 11 2,11 0,17 7,87 40,4 5,06 12,52 m
e 11 2,00 0,19 9,30 48,3 2,61 5,40 m
£ 11 1,88 0,21 11,16 47,6 3,64 7,66 m
g 11 1,79 0,17 9,51 39,1 7,29 18,64 m
h 11 1,73 0,14 8,28 49,4 2,11 4,28 m
i 11 1,64 0,17 10,42 42,3 6,40 15,15 m
3 9 1,42 0,14 9,78 48,7 2,83 5,81 m

k 3 1,39 0,25 17,64 37,0 3,00 8,11 sm




TABELA 4 - Cromossomos mitdticos metaflsicos de Macroptilium br
teatum. Médias do comprimento cromossﬁmico(%) e do
indice centromérico(Y), com seus respectivos desvios
padroes (DP) e coeficientes de variacdo (CV%).Posica

do centromero: m - mediana; sm - submediana. NOmero

de medigoes:n. Satélite : *.

COMPRIMENTO (um) INDICE CENTROMERICO

PAR n X DP CV% Y DP Cv& CENTR.
a 11 2,85 0,43 15,13 48,6 2,30 4,73 m
b* 11 2,72 0,33 11,99 40,7 5,57 13,71 m
c 11 2,54 0,40 15,72 46,1 4,68 10,15 m
a 11 2,30 0,25 10,87 38,0 6,97 18,35 m
e 11 2,29 0,25 10,97 45,8 5,74 12,53 m
£ 11 2,13 0,26 12,11 36,4 8,18 22,43 sm
g 11 2,01 0,22 10,96 46,6 4,34 9,31 m
h 11 1,93 0,25 13,06 40,2 6,16 15,33 m
i 11 1,82 0,24 13,03 48,9 2,77 5,67 m
3 11 1,76 0,18 10,44 42,7 5,73 13,43 m

k 10 1,44 0,19 13,01 46,9 5,04 10,75 m




TABELA 5- Cromossomos mitdticos metafasicos de Macroptilium e
throloma. Médias do comprimento cromossdmico (X)
do indice centromérico (Y), com seus respcetivoes des
vios-padroes (DP) e coeficientes de variacao (CV%).F
sicao do centrdmero: m - mediana. Nimero de medigoes
n. Satelite:*,
COMPRIMENTO (um) INDICE CENTROMERICO
PAR n X DP CVe Y DP CVS CENTR.
a 10 2,39 0,28 11,86 48,9 2,60 5,32 m
b* 10 2,10 0,30 14,46 46,9 3,60 7,68 m
c 10 2,02 0,25 12,49 49,6 1,26 2,55 m
d 10 1,90 0,25 13,32 49,4 1,90 3,84 m
e 10 1,81 0,24 13,21 48,3 5,38 11,13 m
3 10 1,73 0,25 14,40 47,6 4,43 9,30 m
g 10 1,68 0,24 14,00 49,2 1,40 2,84 m
h 10 1,63 0,21 12,75 50,0 0,00 6,00 m
i 10 1,57 0,21 13,30 47,2 4,02 8,52 m
i 10 1,48 0,23 15,42 50,0 0,00 0,00 m
k 8 1,42 0,17 12,29 48,5 2,78 5,73 m




TABELA 6 - Cromossomos mitdticos metafasicos de Macroptilium
lathyroides. Médias do comprimento cromossomico (X)e
do indice centromérico(¥), com seus respectivos des-
vios-padroes (DP) e coeficientes de variacao (CV%).Po

sigao do centrdmero: m - mediana. Nimero de medigoes:

In.
COMPRIMENTO {(um)  INDICE CENTROMERICO

PAR n X DP CV% Y DP CvV%  CENTR.
a 10 2,18 0,26 11,88 50,0 0,00 0,00 m

b 10 2,01 0,43 21,33 44,5 5,74 12,90 m

c 10 1,77 0,24 13,32 46,7 3,65 7,82 m

a 10 1,70 0,21 12,52 49,8 0,63 1,27 m

e 10 1,61 0,22 13,89 48,7 2,11 4,33 m

£ 10 1,50 0,26 17,11 38,5 5,06 13,14 m

10 1,46 0,25 17,16 47,4 4,50 9,50 m

h 10 1,38 0,23 36,96 46,6 4,88 10,47 m
i 10 1,28 0,18 13,85 50,0 0,00 0,00 m
3 5 1,12 0,19 16,60 50,0 0,00 0,00 m

k 4 1,07 0,22 20,88 46,2 7,50 16,22 m
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TABELA 7 - Cromossomos mitdticos metafasicos de Phasecolus cocel
neus. Médias do comprimento cromossomico (X) e do
indice centromérico (Y), com seus respectivos des -
vios-padroes (DP) e coeficientes de variacao (CV%).Po
sigao do centromero: m-mediana; sm ~submediana.Ni -

mero de mediagOes:n. Satélite: *.

COMPRIMENTO {um) INDICE CENTROMERICO

PAR n P DP CV3 ¥ DP CV%  CENTR.
a® 10 3,16 0,53 17,10 37,0 9,36 25,29 sm
p* 10 2,71 0,36 13,44 33,5 6,90 20,60 gm
c 10 2,50 0,36 14,49 43,5 5,42 12,46 m

a* 10 2,46 0,35 14,11 35,0 7,27 20,78  sm

e 10 2,30 0,35 15,45 47,0 3,46 7,37  sn
£ 10 2,24 0,28 12,46 36,1 7,20 19,95 sm
g 10 2,09 0,27 12,69 43,9 5,63 12,82 m
h 10 1,96 0,23 11,79 42,6 6,13 14,39 m
i 10 1,92 0,35 18,13 32,1 7,99 24,90 sn
g 7 1,78 0,19 10,42 47,4 3,41 7,19 m

k 3 1,61 0,21 13,26 40,3 10,00 24,83 m




TABELA 8 ~ Cromossomos mitoticos metafisicos de Phaseclus Lunc
tus.Médias do comprimento cromossdmico (X) e do Ind
ce centromerico (?), com seus respectivos desvios-g
droes (DP) e coeficientes de variacae (CV%).Posicac

do centrOmero: m - mediana; sm- submediana. Namero

de medicoes: n. Satélite: * .

COMPRIMENTO {um ) INDICE CENTROMERICO

PAR n X DP CVs Y DP CVs CENTR.
a® 10 2,67 0,48 17,98 32,9 6,95 21,13 sm
b 10 2,48 0,46 18,41 48,0 3,27 6,80 m
c 10 2,37 0,26 10,79 39,6 5,96 16,50 m
a* 1o 2,27 0,31 13,62 36,0 5,96 16,56 sm
e 10 2,17 0,24 11,24 46,9 4,51 9,61 m
£ 10 2,03 0,21 10,30 41,0 7,08 17,09 m
g 10 1,97 0,23 11,86 46,7 5,21 11,16 m
h 10 1,84 0,19 10,24 40,7 7,12 17,49 m
i 9 1,67 0,25 15,12 50,0 0,00 0,00 m
3 9 1,60 0,15 9,48 44,4 4,30 9,68 m

k 3 1,52 0,14 9,21 46,3 6,35 13,71 m




TABELA 9 -~ Cromossomos mitdticos metafisicos de Phaseolus vul -

garis. Médias do comprimento cromossomico (X) e do

indice centromérico (Y), com seus respectivos des -~
vios~padroes (DP) e coeficientes de variagéo(CV%).Pg
sicao do centrdmero: m -mediana; sm-submediana. N -

mero de medicoes: n. Satélite: *.

COMPRIMENTO (ym ) INDICE CENTROMERICO
PAR n X DP CV% Y DP CvVs  CENTR.
a g 2,79 0,34 12,23 31,9 7,24 22,69 sm
b 9 2,75 0,31 11,16 36,8 9,35 25,43 sm
c 9 2,51 0,40 15,95 43,9 7,90 17,99 m
q 9 2,50 0,28 11,43 30,7 7,09 23,11 sm
e 9 2,31 0,22 9,74 31,7 6,46 20,40 sm
£ 9 2,11 0,17 8,06 37,8 8,41 22,26 m
g 9 2,05 0,21 10,10 47,2 4,18 8,84 m
h 9 1,84 0,11 6,21 43,9 4,73 10,77 m
i 9 1,72 0,23 13,29 37,2 6,20 16,66 sm
3 8 1,59 0,13 g,11 46,1 5,59 12,12 m




TABELA 10 - Cromossomos mitdticos metafasicos de Vigna peduncu
laris. Médias do comprimento cromossdmico(X) e do
indice centromérico (§), com seus respectivos des-
vios-padroes (DP) e coeficientes de variacao (CV%).R

sigao do centromero: m - mediana; sm- submediana

Nimero de medicoes: n.

COMPRIMENTC {(um) INDICE CENTROMERICO

PAR n X bp CVg ¥ Dr Vg CENTR.
a 11 2,54 0,33 12,87 34,4 4,70 13,64 sm
b 11 2,13 0,21 10,08 45,4 6,70 14,76 sm
c 11 2,11 0,23 10,90 37,2 6,87 18,47 sm
a 11 1,91 0,22 11,72 47,3 3,58 7,57 m
e 11 1,91 0,17 8,75 37,9 7,83 20,65 m
£ 11 1,79 0,25 13,69 46,4 3,56 7,66 m
g 11 1,75 0,20 11,48 42,4 7,31 17,26 m
h 11 1,59 0,18 11,10 46,4 4,59 9,90 m
i 11 1,55 0,20 12,80 40,1 5,66 14,13 m
. 11 1,35 0,19 14,03 45,2 6,23 13,78 m




68

TABELA -11- Cromossomos mitdticos metafasicos de Vigna radiata.
Médias do comprimento cromossomico (X) e do indice
centromérico(¥) com seus respectivos desvios-padroes
(DP) e coeficientes de variagao (CV$).Posigao do
centromero: m-mediana;sm—- submediana. Numero de me-

dicdes: n. Satdlite: .

COMPRIMENTO ( um) INDICE CENTROMERICO

PAR n X DP CVs Y DP CVs CENTR.
a 11 2,43 0,22 8,99 38,2 6,91 19,08 m
b 11 2,39 0,21 8,66 46,8 3,52 7,51 m
c 11 2,03 0,16 7,67 43,6 3,26 7,48 m
a 11 1,91 0,17 8,93 49,4 1,29 2,62 m
e 11 1,76 0,17 9,83 42,6 5,30 12,42 m
£ 11 1,68 0,24 14,26 48,7 2,24 4,60 m
g 11 1,62 0,22 13,90 42,0 5,83 13,88 m
h 11 1,53 0,18 12,10 47,0 3,46 7,37 m
i 10 1,41 0,18 12,96 47,5 4,03 8,49 m
3 8 1,40 0,16 11,48 43,6 6,48 14,85 m




TABELA 12— Cromossomos mitdticos metafasicos de Vigna unguicula

ta. Médias do comprimento cromossomico (X) e do indi
ce centromérico {Y) com seus respectivos desvios-pa-
droes {(DP) e coeficientes de variacao (CV%). Posicao

do centromero: m - mediana; sm - submediana. Namero

de mediacoes: n.

COMPRIMENTO (um) TNDICE CENTROMERICO
PAR n X DP CV$% Y DP CV% CENTR.
a 10 2,46 0,39 16,03 42,1 3,11 7,38 m
b 10 2,12 0,27 12,73 45,9 3,54 7,72 m
c 10 2,01 0,26 13,12 37,7 3,65 9,69 m
a 10 1,95 1,99 10,20 43,0 2,21 5,14 m
e 10 1,89 0,23 12,00 46,4 3,31 7,13 m
£ 10 1,79 0,23 12,91 40,1 4,36 10,87 m
g 10 1,76 0,18 10,23 48,0 3,09 6,44 m
h 10 1,65 0,21 12,99 47,4 3,63 7,65 m
i 10 1,60 0,18 11,46 41,9 6,10 14,56 m
j 10 1,47 0,20 13,62 40,2 5,94 14,78 m
k 9 1,40 0,18 12,63 47,4 5,00 10,54 m

6



TABELA 13- Formulas cariotipicas de espécies de Macroptilium ,
Phaseolus e Vigna.Posicao do centromero: m-mediana ;
sm ~ submediana. Comprimentc cromossomico:A-entre 3

e 4 um ; B- entre 2 e 3 um ; C-entre 1 e 2 um . Saté

lite: *.

ESPECIE FORMULA CARIOTIPICA
M. atropurpureunm 5m(B) + 5m(C) + 1 sm(C)
M. bracteatum Sm{B) + Im(B)*+ lsm(B) + 4m(C)
M. erythroloma 2m(B) + 1m(B)"+ 8m(C)
M. lathyroides 2m(B) + 9m(C)
P. coccineus lsm(A)*+ 2m(B)+2sm{BT+ 2em(B)+3m{C)+1lsm (C)
P. lunatus 4m(B) + 2sm(B)*+ 5m(C)
P. vulgaris 3m(B) + 2sm(B) + 2sm(B) + 3m(C) + lsm(C)
P. peduncularts 3sm(B) + 8m(C)
V. radiata 2m(B) + Im(B) + 8m(C)

V. unguieculata 3m{B) + 8m{(C).




TABELA 14- Valores de comprimento total da cromatina (CTC) , em
micrémetros, e de TF% para espécies dos géneros Ma-

eroptilium, FPhaseolus e Vigna.

ESPECIES CTC (um) TF%
M. atropurpureum 43,00 44,91
M. bracteatum 47,58 43,72
M. erythroloma 39,48 48,69
M. lathyroides 35,46 47,16
P. coccineus 49,34 39,85
P. lunatus 45,18 42,95
P. vulgaris 47,32 38,73
V. peduncularis 39,30 42,15
V. radiata 38,84 45,05

V. unguiculata 40,20 43,65
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7) DISCUSSAO

7.1) TECNICAS CITOLOGICAS

0Os bonsg resultados de espalhamento de cromossomos ob
tidos com o prée-tratamento de ralizes do complexo Phaseolus~Vigna
Macroptilium com PDB sugerem gue parece ser inevitavel o empre-
go dessa técnica para elaboracao de caridtipos em espécies des-—
se grupo, apesar dos problemas que possam advir de ssautilizacao.

Mesmo considerando que especies de Phaseolus (s.l1.)
tém cromessomos curtos e gue, sequndo as observacoes de CONAGIN
(1950), o prée-tratamento com PDB acentua a forma de cromossomos
longos, mas nao a de curtos, a determinacao do periodo ideal de
pré-tratamento trouxe as facilidades atribuidas por SHARMA &
SHARMA (1972) para o estudo de cromossomos, considerando nao so
o espalhamento como a visualizacao de constricoes dos cromos-
50MOS .

Segundo SHARMA & SHARMA (1972), o pré~tratamento
independentemente da substancia utilizada, guebra o balango de
viscosidade entre os consgtituintes do citoplasma e do fuso de
divisao, destruindo o mecanismo deste. Istc faz com gue os cro-
mogsomos fiquem livres dentro da célula, assegurando desse modo
altas fregflencias de células em metafase e cromossomos bem es -
palhados. A visualizagac de constrigoes cromossOmicas também se
deve a mudanca de viscosidade do citoplasma, levando & hidrata-
cao diferencial de segmentos dos cromossomos.

O excesso no periodo de pré-tratamento pode prove -

car nao s0 o encurtamento em demasia dos cromossomos, como le -
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var & Quplicacdo do niimero de cromossomos, pela quebra do meca -
nismo do fuso (MEYER,1945). BISWAS & BHATTACHARYA (1976) induzi -
ram polipldides em Phaseolus vulgaris atraves do tratamento com
colquicina, uma droga comumente usada em pré-tratamento e que &
bastante conhecida como agente responsivel pela duplicacao de
cromossomos em um numero infindavel de plantas agricolas.

A padronizacao do periodo de pré-tratamento para to-
das as especies agui estudadas permitiu a comparacao dos resulta
dos obtidos, embora se deva considerar gue durante o pré-trata -
mento as células possam estar em diferentes estddios de divisao,
o que pode = interferir sobre ¢ grau de contracao e sobre a for -
ma dos cromossomos. Assim, o periodo de pré-tratamento com PDB
durante 3 horas foi considerado ideal para a elaboragao de ca -
ridtipos em Phaseolus, Macroptilium e Vigna,por acentuar a for-
ma dos Cromossomos.

Apesar de todos os cuidados tomados para se determi-
nar as condicoes mais adequadas para a cbtencao de todas as ?re~
paracoes citologicas, & necessadrio registrar a dificuldade na
obtencac dos resultados. Mesmo apds a padronizacac de todos os
detalhes de técnica, foi necessirio elaborar um grande nimerc de
laminas para cada uma das espécies estudadas. Tal dificuldade pa
rece ser inerente ao trabalho citoldgico.

A dificuldade em evidenciar com nitidez a morfelogia
dos cromossomos,o que & uma caracteristica do material estudado,
aliada ao tamanho razoavelmente pegueno dos mesmos, foi um dos
fatores que mais prejudicaram esse estudo citoldgico.

Outro ponto de dificuldade observado foi uma respog
ta diferencial na obtengao de melhores preparacoes citologicas

em determinadas épocas do ano. Mesmo controlando-se a tempera -
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_tura de germinagao de sementes, apenas foram obtidas 13minas com
células gue pudessem Sel utilizadas nesse estudo a partir de ra
diculas emergidas nos Neses de temperatura mais alta. Em outro
periodo, o nimero de divisoes celulares fol pegueno € dificilmen
+e se podia obter © padrio de espalhamento € de contracgao Cromog
«Smicos desejaveis. Essa resposta diferencial a condigoes ambien
tes ja foi verificada em outros grupos vegetals, como enm Hippeag
trum, DOYem,neste caso, melhores preparacoes citologicas foram
obtidas no perilodo de inverno {J.AJLDutﬂﬁchmﬂﬁngéo pessoal) .

0s valores de desvio-padrao (DP) e de coeficiente de
Variagéo (cve) referentes ao comprimento cromossomico e ao indi-
ce centromeérico para cada par cromossomico das espécies estuda -
das dao uma idéia da variacao dos regultados obtidos. Em termos
estatlsticos, pode-se dizer que © cve da uma idéia da imprecisao
do experimento, sendo considerado baixo quando inferior a 10%;
medic, quando de 10 a 20%; alto, guando de 50 a 30%; e muito al-
to, guando superior a 302 (COMES ,1978).

Assim, observando 0S8 valores de CV$% apresentados nas
TARELAS 3 a 12, nota-se dgue & grande maioria deles se enguadra
na classe de (V% médio. Como maiores excegoes, estao os valores
de CV% para 08 fndices centroméricos de M.erythroloma, onde qua-
gse todos os valores sao menores do gue 10% (CV% baixo} e tambemn
P. vulgaris,em que, ao contrario, mais da metade dos valores de
Cv% podem ser considerados altos. No total, dentre os valores de
Cv% apresentados nas TABELAS 3 a 12, em apenas $,8% foram obser
vados CV$ classificados como altos.

Embora se tenha procurado padronizar diversos fato -
res que pudessem interferir nos resultados, cOmoO as condicoes pa

ra germinagac de sementes, O comprimento das raizes primarias co




75

" letadas, o periodo de pré-tratamento e outros detalhes de técni-
ca citolbgica, como as condigoes para as medigoes dos Cromosso -
mos, outros fatores podem ser responsaveis pelas variagoes obser
vadas. Dentre estes,possivelmente a contragéo cromatinica difereg
cial (BAJER,1959; SASAKI,1961; MATERN & SIMAK, 1968) seja a prin
cipal responsavel pelas variacgoes observadas nos valores de com-
primento cromossomico e de indice centromérico e gue sao repre -
sentados pelos respectivos DP e CVs, apresentandos nas TABELAS 3
a 12. Nestas tabelas pode-se observar qgue os maiores valores de
CV% de comprimento cromossomico nao guardam correspondéncia com
os de Indice centromérico. Isso parece corroborar a afirmagao de
que a contracao cromatinica diferencial seja a principal respon-
sivel pelas variagoes observadas. Contragoes diferenciais no com
primento comoum todo podem ser advindas da contracao total do
cromossomo ou de uma contragao maior do brago longo ou vice-ver-
sa. Contracido diferenciais dos bragos sao refletidas nos CV% dos
indices centroméricos e sua influencia no comprimento cromossomi
co & também refletida no CV% dos comprimentos, COmO pode ser ob

servado nas TABELAS 3 a 12.

7.2) CITOTAXONQMIA E EVOLUGAC

Algumas das espécies apresentadas no presente traba-
lho j& foram também investigadas por outros autores ao nivel de
metifase mitdotica , como por SEN & BHOWAL, (1960) ;MARECHAL(1969 ,
1970); SINGE & ROY (1970), SARBHOY (1977, 1978a,1978b,1980) ; JOSEPH
& BOUWKAMP (1978) e SINHA & ROY({1979a). Contudo, nao houve concor

dincia nos resultados na maioria dos casos.
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As TABELAS 15 e 16 apresentam, respectivamente,os va
iores de CPC e de TF% para as dez espécies estudadas, segundo
diferentes autores. Na TABELA 17 s3o apresentados os cariotipos
elaborados por esses autores nas diferentes especies. Para cada
uma das espécies apresentadas no presente trabalhor nas TABELAS
15,16 e 17 foram verificados os seus respectivos nomes cientifi
cos antigos, fazendo-se a equiparacao de acordo com a revisao a
presentada por MARECHAL et al¢7(1978). Assim, dentre os diversos
trabalhos citados nas referidas tabelas, foi possivel comparar
caridtipos de espécies aparentemente distintas gue, na realida-
de, representam uma mesma unidade taxonomica. Também se observa
na TABELA 17 que caridtipos de trés espécies, como M.erythrolo-
ma, V. peduncularis e V.ungutculata saoc originalmente apresen-
tados no +presente trabalho.

Ainda complementando a TABELA 17, a morfologia de cro
mossomos de V. unguiculata foi estudada por outros autores,em-
bora sua respectiva formula cariotipica ainda nao houvesse si-
do apresentada. SEN & BHOWAL (1960) estudaram essa espécie so0b
a denominacao de V.sinenste, V.sesquipedalis e V.catjang,obser
vando-se grande semelhanc¢a nos trés casos estudados, com dois
pares cromossomicos com satélite e predominancia de Cromossomos
metacéntricos. Em oposicao, no trabalho de SRIVASTAVA & NATTHANI
(1964), onde V. unguiculata & referida como V. catjang, dez de
seus onze pares cromossomicos apresentam constrigao primaria sub
terminal, nZo se detectando a ocorrencia de satelites.

A naoc concordincia nos resultados citologicos obti-
dos pelos diversos autores supracitados, no que se refere a for

ma de cromossomos e visualizacdo de satélite (TABELAS 15,16 e



TABELA 15- Valores de CTC, em micrometros, de espécies de Ma -~
eroptilium, Phaseolus e Vigna,encontrados na lite-
ratura.

(1) -MARECHAL(1969,1970); (2) THUAN (1975) ; (3)SARBHOY
(1977,1978,1980) ; (4)JOSEPH & BOUWKAMP (1978); (5) SINHA &

ROY(1979);:; (6) presente trabalho.

ESPECIES 1) (2) (3) (4) (5) (6}
M. atropurpureum 46,89 36,50 - 33,98 743,00
M.bracteatum - 30,80 43,26 - 47,58
M.erythroloma 40,25 - - - 39,48
M. lathyroides 32,19 28,60 22,34 - 35,46
P.coccineus 43,55 44,6 35,20 26,98 - 49,34
P.lunatus 42,41 35,20 31,86 45,18
P.vulgaris 34 ad2 40,6 - 30,54 47,32
V.peduncularts 39,30
V.radiata 31 a37 42,4 37,40 23,94 34a40 38,84

V. unguiculata 35 a37 - e - 40,20
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BELA 16~ Valores de TF%

lus e Vigna,

segundo a literatura: (1)

SARBHOY (1978

1980), (2} JOSEPH & BOUWKAMP (1978); (3) SINHA &

{1979); (4) presente trabalho.

78

de espécies de Macroptilium, Phaseo -

¥

ESPECIES (1) (2) {3) (4)
M.atropurpureum 45,40 - 41,20 44,91
M. bractegtum 45,60 43,40 - 43,72
M.erythroloma - - - 48,69
M.lathyroides 39,80 42,20 - 47,16
P.coceineus 46,57 42,02 - 39,85
F.lunatus 47,15 - 45,13 42,95
P.vulgaris 49,25a49,90 - 42,50 38,73
Vipeduncularis - - - 42,15
V.radiata 46,14 40,43 40,55a42,21 45,05
Vi.unguiculata - - - 43,65
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.17) pode ser devida a varios fatores, como & possivel variacao gé
nética existente entre individuos de uma mesma espécie (DATTA
1975; KAMALA,1976; VERMA & OHRI,1979;SINHA & KUMAR,1979; GOSWAMI ,
1979; éﬁiFINO—SAMPAIO,1979) e & idade e condicao ambiente a que
a planta esteve submetida (PIERCE,1937;REES et alzi,1966; REES &
JONES,1968; BENNETT & REES,1969; BENNETT, 1970 ;FLANNAGAN & JONES ;
1973; VERMA & OHRI,1979). Além destes,podem ser citados como fa~
tores responsaveis pela nao concordancia nos resultados obtidos.
procedimentos de técnica citologica (SYBENGA, 1959 ;MARECHAL, 1970,
SHARMA & SHARMA,1972) e o critério de classificagac de cromosso
mos, principalmente para Cromossomos COm posicidc de centromero
intermediaria, ou seja, de transigao entre tipos metacentricos

e submetacentricos e, eventualmente, entre estes e subterminais.

STNGH & ROY(1970) e SINHA & ROY(1979) nao menciona
ram o critério adotado para a classificacac dos Cromossomos.
JOSEPH & BOUWKAMP (1978) basearam-se na nomenclatura apresentada
por SRIVASTAVA et ali? (1973 apud JOSEPH & BOUWKAMP, 1978) ,enguan
to que SARBHOY(1977,1978a,1978b,1980), da mesma forma gue no pre
sente trabalho, segue a nomenclatura proposta por LEVAN et alii
(1964). Existem ainda outros sistemas de classificacao cromosso
mica nac utilizados na elaboracido de cariotipos em Phaseolus,Co
mo o de ADHIKARY(1974) e o de BATTAGLIA (1955).0s quais,da mes-
ma forma que os citados anteriormente,se baseiam na proporgao
de bracos cromossomicos. .

Assim, a existéncia de diversos sistemas de nomen=-
clatura atesta a necessidade de padronizacgao da classificacao da
posicido da constrigao primaria para estudos de cariotipos.Tal -
vez seja mais conveniente utilizar a nomenclatura proposta por

LEVAN et alif (1964), que, na determinagio do Indice centroméri-
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TABELA -17- Férmulas cariotipicas de espécies de Macroptilium ,
Phaseolus e Vigna,segundo diversos autores. Posigao
do centromero: m - mediana; sm~submediana; st —sub-
terminal ,nm-quasimediana; nst - guasisubterminal.
Comprimento do cromossomo: A-maior do gue 3 um; B -
entre 3 e 2 ym ; C- entre 2 e 1 um; D- menor do que

1 yum. * satélite.

AUTORES M. ATROFURPUREUYM
STNGE & ROY (1970} Im{(C)+ 5sm(C)+2m(D)+3sm (D)
SARBHOY (1978) 2nm (C) + 6sm{C) + 3m(C)
SARBHOY (1980) 2m(C) + 4sm{C) + 3m(D) + 2sm(D}
SINHA & ROY (1979} 5m{C) + 6sm{C)
NESTE TRABALHO 5m(B) + 5m(C} + lsm(C)

AUTORES M.BRACTEATUM
JOSEPH & BOUWKAMP (1978) 4m(B) + 2sm(B) + lsm(BJ) + 2m(C) +

lsm(C) + 1sm{(C)™
SARBHOY {(1980) 3m(C) + 5sm(C) + 3m(D) + lsm(C)”

NESTE TRABALHO 5m{B} + 1m(BJ + lsm(B) + 4m(C)
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TABELA 17 (Continuagao)

AUTORES MfEE??Hééééyé
NESTE TRABALHO - 2m(B) + lm(Bf% T
AUTORES M.LATHYROIDES -
STNGH & ROY,1970 3m(C) + 6sm(C) + 2m(D)
JOSEPH & BOUWKAMP (1978] lm(C) + 1m(C§ + 2sm(C) + 4m(D) +

2sm (D) + lst(D)

SARBHOY (1980} 5sm(C) + 3m{C) + ism (D) + 2st(D)
NESTE TRABALHO 2m(BY + 9m{C).
AUTORES P.COCCINEUS
JOSEPH & BOUWKAMP (1978 1sm(C) + 5m(D} + 4em(D)+ lst (D}
SARBHOY {1980) 2sm (B) + 4sm(C) + 2m(C) + 3m (D}

*
NESTE TRABALHO Lem(AT+ 3m(B)+ 2sm(B) + lsm(B) +

am(Cc) + lsm{(C}

AUTORES P. LUNATUS
gINHA & ROY (1978) Tm(C) + 3sm(C) + 1st (C)
SARBHOY (1980) 4m(B) + 5sm(C) + 2m(D) + 1m (Y

*
NESTE TRABALHO 4 (B) + 2sm(B) + 5sm(C)
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TABELA 17 (Continuagao)

AUTORES P.VULGARIS
SINHA & ROY (1979) 4m{C)+ 6smi{C) + Inst{C)
SARBHOY (1980) dm(B) + 3sm(C} + 4m{C)
*®
NESTE TRABALHO 3m(B) 4+ 2sm(B) + Zsm(B) + 3m(C)+
lsm (C)
AUTORES V.PEDUNCULARIS
NESTE TRABALHO 2sm(B)+ 1Im{(B)} + 8m(C)
AUTORES V. RADIATA
JOSEPH & BOUWKAMP (1978) 3m{C)+ 1sm(C)+ 1st(C)+3m(D)+3smO)
*
SINHA & ROY (1979) Am{C)Y+ Ssm{Ci+ lam(B)+1lst{B)
SINHA & ROY (1979) S5m (C)+ 3sm(C)+ 2Znst{C) + 1lst(B)
SINHA & ROY (1979) 4m (C)+ Im(B)+ S5sm{C)+ lst(B)*
SARBHOY (1980) 2em(B) + 3sm(C)+ 3m(C)+3m(D)+lam(B)
+*
NESTE TRABALHO Zm{B) + Im(RBR) + 8Bm(C)

AUTORES V. UNGUICULATA

NESTE TRABALHO 3m(B) + 8m(C)
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corutiliza o mesmo procedimento empregado por HAGA(1937) para de
terminar o Indice F%, que expressa a razao entre o comprimento

do brago curto pelo comprimento total de cada Cromossomo do com-
plemento. Assim, como muitos trabalhos sobre cariOtipos apresen-
tam esse indice F% & possivel fazer uma correspondencia direta
com o Indice centramérico de LEVAN et alii (1964), permitindo, dessa for
ma, a comparacao de resultados obtidos por diferentes autores.

No presente trabalho,a visualizagao de satélites
constituiu-se em uma grande dificuldade, talvez devido ac tamanho bas
tante reduzido dos cromossomos, Os guals raramente 530 maiores
gque 3 um. A visualizacao de satélites parece ser melhor sucedida
no estidio bem inicial da metdfase mitdtica, ou seja, antes de
os cromossomos atingirem seu maior grau de contragao. A FIGURA
6 mostra uma célula de M. erythroloma com cromossomos bastante
distendidos, permitindo observar constricao secundaria em dois
pares cromossomicos. Em outras células examinadas, onde 0s Cromo
somos se acham mais contraidos, foi possivel visualizar somen-
te um par com satélite. Ao que parece, a medida que a contragaoc
dos cromossomos se acentua, a constrigac secundaria vai se tor -
nando imperceptivel.

Dessa forma, a observagao de células em diferentes
estidios de metafase mitdtica pode levar a4 determinacao inexata
do caribtipo de uma espécie. Esse fato, talvez, possa ser 0 prin-
cipal responsavel pela discordancia nos resultados apresentados
na TABELA 17 no que se refere & observacao de satélites por par-
te de diferentes autores , embora nao se possa descartar a pos -
sibilidade de ocorréncia de outros fatores responsaveis por di -
ferengas na observacao de cromossomos portadores de satéelite,co-

mo supressac genética ou alteragoes estruturais em Cromossomos
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‘com provavel funcao de organizagdo nucleolar.

JOSEPH & BOUWKAMP (1978) citaram dolis pares Cromos-
sdmicos com satélite para M.bracteatum, engquanto gue, no presen-
te trabalho, apenas um foi observado. Agueles autores também ci-
taram dois pares CromossOmicos com satélite para M. lathyroides,
porém aqui estes nao foram ocbservados. J& em M.erythroloma tam-
bom foi encontrado um Gnico par cromossomico com satélite, nao
se dispondo de dados comparativos para essa espécie.

Fm V. radiata, SINHA & ROY(1979) e SARBHOY {1980) ve
rificaram a existéncia de um Gnico par cromossomico com satélite,
porém, no primelro caso, esse localizava—se em Cromosscomos com
centromero na posigao subterminal e, no segundo,num submedianc ,
enquanto gque agui foi observado em Crompssomos CON centromero me
diano (ic = 0,38), bem proximo a transicao para submediano.

Em V. unguiculata, tanto no presente trabalhoc como
node_ SRIVASTAVA & NAITHANI(1964), onde tal espécie era denoming
da por V.ecatjang,nao foram observados Cromossomos com satélites.
pPor outro lado, SEN & BHOWAL(1960) citaram a presenca de dois pa
res de cromossomos com satélites em V.sinensis, V.sesquipedalis
e em V.catjang, que sao sindnimos dessa mesma espécie V. ungui-
cutata.

No que se refere a P, lunatus, foi detectada a ocCOX
rencia de dois pares com satélites. Por outro lado, SARBHOY (1280)
citou a ocorréncia de Unico par, enguanto SINHA & ROY (1978) nao
detectaram satélites nessa espécie.

Em P. vngaris"e em P. coceineus foram observados,
respectivamente, dois e trés Cromossomos com satélite, enquanto

gue MOK & MOK (1976), autores que tzabalharam com bandamento nes
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‘sas espécies, verificaram a ocorréncia de constrigdes secundarias
em dois pares cromossomicos em cada uma delas. BHATTACHARXZA(197&
também aplicou a técnica de bandamento em F. vulgaris ,encontran -
do igualmente dois pares cromossomicos com satélite, enguanto gue
NAGL(1969), desenvolvendo tal tipo de estudo em P.coceineus,Ccons
fatou a ocorréncia de trés pares com constrigao secundaria.CHENG
& BASSET(1981) estudaram a morfologia de Cromossomos de P.vulga -
»is na fase de diploteno, detectando apenas um Cromossomo liga=-
do ao nucléolo.

Talvez, para se determinar com malor seguranga © ni
mero de satélites de uma determinada. espécie,seja necessario re-
correr a outros tipos de anilise, como através da técnica do ban
damento NOR(regido organizadora do nucléolo) ou através da conta
gem de Cromossomos (bivalentes) ligados ao nucléeolo, fazendo-se
a correspondéncia com o nimero de Cromossomcs em metafase mitdti-
ca com constrigao secundaria.

Contudo, nem sempre & observada tal correspondéncia
ao comparar resultados da analise meidtica e mitdtica de algumas
espécies apresentadas por SARBHOY (1978a,1978b,1980}) e por SINHA
& ROY(1979). No trabalho de SARBHOY(1980), por exemplo, a espé -
cie M.bracteatum & citada como tendo um par de cromossomos Com
catélite em metafase mitdtica, enquanto que na profase meidtica
sao observados dois pequenocos nucléolos, supondo-se gue a cada um
deles se associe pelo menos um par de Cromossomos homdlogos, oOu
seja, gue possuam constricao secundaria.

Utilizando este mesmo tipo de comparagao, em certos
casos pode haver coincidéncia no nimero de constricoes secunda-

rias numa determinada espécie, embora nac haja coincidéncia guan
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to & posicao do Cromossomo em que se localizam no ideograma . Isso foi

44
verificado mor KRISHNAN & DE (1965) em P.aures, sendo  que

na fase de pagultenc o0s Cromossomos COM constricdo secundaria
eram o oitavo e o nono em ordem decrescente de tamanho,enguan-
to que em metdfase mitdtica eram os dois mais longos.Igualmen-—
te para P.mungo, DE & KRISHNAN(1966) verificaram que em pagul
teno os cromossomos ligados ao rmicléolo eram o sétimo e o nono
enguanto que em metafase mitdtica tais cromossomos foram clas-
sificados como o segundo e o terceiroc, sempre em ordem decres-
cente de comprimento.

Analisando-se os indices cariotipicos apresentados
na TABELA 14 podem ser feitas algumas consideracoes a respeito
da caracterizacio cromossomica das dez espécies aqui estudadas.
Assim, em termos de CTC (TABELA 14), embora a discussao nao se
ja argumentada em testes estatisticos, pode-se reconhecer, a
grosso modo, tres grupos distintos. No primeiro, em gue sao a
grupadds as espécies de cromossomos mais curtos, podem ser dis
tinguidas M. lathyroides, M.erythroloma, V.peduncularis,V.ra -
digta e V.unguiculata, variando de 35,46 a 40,20 um. A seguilr,
observa-se M.atropurpureum, com valor de CTC de 43,0 um que
parece ser intermedifrioc entre o primeiro e o terceiro grupo ,
sendo este ultimo constituido pelas espécies M.bracteatum e as
trés de Phaseolus ou seja P.lunatus, P.vulgaris e PFP.coecel -
neus, variando de 45,18 a 49,34 um.

No gue se refere a Indice centromérico (TABELA 14)
expresso pelo indice TF%, cada um dos trés generos estudados
parece ser representado por um grupo diferente, embora haja va

lores de sobreposicac entre eles. Assim, no género Phaseolus
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sio observados os menores valores, variando de 38,73 a 42,95,se
guindo-se em posigao intermedifria o género Vigna,com variagao
de 42,15 a 45,05 e, finalmente, © terceiro grupo representado pe
lo género Maeroptilium, que possui valores variando de 43,72 a
48,69. Assim, © parametro indice centromérico parece ser mais e
fetivo para separar as espécies e géneros estudados, sendo tam-—
bém mais sintético para a andlise dos resultados, 38 que leva
em conta conjuntamente o comprimento cromossomico e a relagao en
tre seus bragos.

Um resultado interessante a ser discutido & a relacao
entre as espécies de Phaseolus estudadas, havendo sempre maior
semelhanca entre caracteres cariotipicos de P.coccineus e P.vul
garis do gue com P.Zunaﬁus.Tais resultados estao de acordo com
estudos baseados em caracteres bioguimicos, citoldogicos, de hi=-
bridacdes interespecificas e morfoldgicos, nos quais foram dis-
cutidos os relacionamentos entre agquelas trés espécies.

Assim, do ponto de vista bioguimice, podem ser cita-
dos os estudos de KLOZ(1971), DERBISHIRE et alii (1976a) e de
MICHELIN-RAMOS (1980). No primeiro, foi detectada a presencga de
faseolina em P.vulgaris e em  P.coccineus,nas naoc  em P.
lunatus (KLOZ,1971). Através da determinagao do padrac de bandas
protéicas e do potencial de aglutinacao de extratos de sementes
com relacao ao grupo O de células sanguineas humanas, DERBISHIRE
et alii (1976a) concluiram que P.vulgaris e P.coccineus sao proxi
mamente relacionadas,enguanto gque P. lunatus difere destas ape-
nas por ligeiras reacoes imunogquimicas, nao apresentando a gli-
coproteina II como a maior protéina da semente. Ja MICHELIN-

RAMOS (1980), através do estudo do padrao eletroforético de ban-
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das protéicas, determinou gue a principal protélina de reserva de
cementes das espécies de P.vulgartis, P.coceineus € de P.acutifo-
7ius & a globulina 1, enguanto gque em P.lunatus nao foi possi -
vel afirmar se esta realmente ocorre, devido a obtencao de ban -
das fracas e nao proeminentes. £ interessante assinalar a corres
pondéncia entre os resultados obtidos por MICHELIN-RAMOS (1980} e
por DERBYSHIRE et al<t (1976a) ,5& que a globulina 1 e a glico-
proteina II mencionadas por esses autores, respectivamente, pa -
recem ser equivalentes,A globulina 1 & uma preparacao impura da

glicoproteina II (DERBYSHIRE et alit,1976b).

Considerando resultados de hibridacoes interespecifi
cas também & possivel verificar a maior proximidade de P.vulga-
pis com P.coceineus Qo gue entre alguma delas com P.lunatus
Embora seja mais facil obter hibridos no cruzamento entre P
vulgaris € P.coccineus, quando a primeira espécie & utilizada
como parental feminino (AL YASIRI & COYNE, 1966 ; HAWKINS & EVANS,
1973;THOMAS,1974;SAVOVA,1979),hé citagoes de nibridacao natural
entre elas (Techermak-Seyseneqg, 1942 apud SMARTT,1970; MIRANDA ,
1967; RUTGER & BECKHAM,1970). smbora o sucesso na hidridagac de-
penda dos cultivares utilizados, estudos citogeneticos de hibri
dos entre P.vulgaris X P. coccineus revelaram a ocorréncia de
pareamento predominantementa por bivalentes (HAQ et aliz, 1980)
com apenas 5 a 10% de univalentes (SAVOVA,1979), sugerindo que
a barreira interespecifica nSo deve estar a nivel cromossomico

Com relagdo a P.lunatus, as tentativas de cruzamen -
tos com P.vulgaris. parecem ter sido menos bem sucedidas. Al -
guns autores obtiveram &xito na hibridacdo, como HONMA & HEECKT
(1959), porém em outros trabalhos houve abscisac das vagens em

desenvolvimento (AL YASIRI & COYNE, 1966; HAQ et alit, 1978)sen




do necessirio recorrer A cultura de embrioes ¢m vitro. Por ou -
tro lado, no cruzamento-artificial entre P.coccineus e P.luna -
tus foram observados melhores resultados, obtendo-se hibridos
guando a primeira especie foi utilizada como parental feminino
(HONMA & HEECKT,1958). SMARTT(1970) mediante a analise de resul
tados obtidos em cruzamentos de espécies de Phaseolus, concluiu
que P.lunatus divergiu antes de P.acutifolius em relacao a 1i -
nha P.vulgaris=P.coccineus. Em concordancia com tais sugestoes,
BURNS (1977) propds um novo sistema de classificacao, objetivan~-
do a transferéncia de caracteres agrondmicos desejaveis para F.
vulgaris,,através do gual P.vulgaris e P.coccineus estao proxi
mamente relacionadas, seguindo—-se P.acutifolius e, finalmente,
em posicao mais distante, esta P.lunatus.

Em termos citoldgicos & dificil comparar cariotipos
de P.coccineus,P.lunatus e P.vulgaris ja que foram apresentados
para as trés espécies conjuntamente apenas agqui e por SARBHOY
(1980). Para SARBHOY(1980), tanto em termos de CTC como de TF%,
as espécies P.coccineus e P.lunatus tem valores mais proximos
entre si do que com P.vulgaris (TABELAS 15 e 16). Por outro la
do, os dados aqui apresentados na TABELA 14 mostram gque as espé
cies P.coccineus e P.vulgaris tém valores de CTC e de TF% muito
mais proximos, do gue com relacdo a P.lunatus.Além disso,a oOb-
servacao dos ideogramas apresentados na FIGURA 2, cuja sintese
& apresentada na TABELA 13 através das respectivas formulas ca-
ricotipicas sugere a maior proximidade das espécies P.coccineus
com P. vulgaris.Nas formulas cariotipicas essas especies dife -
rem apenas em um dos tres maiores pares Cromossomicos, 43 que em P
vulgaris estes apresentam centromeros en posigéo mediana, tendo

comprimento variando de 2 a 3 um, enguanto que en P.coceineus
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~ apenas dois deles apresentam estas caracteristicas morfoldgicas,
enquanto o outro & maior{(entre 3 e 4 um), tendo centrdmero em
posicao submediana, além de uma constricdo secundaria.

As espécies P.vulgarie e P.cocecineus também foram com
paradas através de caridtipos obtidos pela técnica de bandamento
(MOX & MOK,1976) e através de cariOtipos obtidos pela analise de
cromossomos meidticos em dipldoteno (CHENG & BASSET,1981), nao
sendo constatadas diferencas apreciaveis entre elas, o que suge-
re o intimo relacionamento entre essas duas espécies. Infelizmen
te, nao se dispoe de dados semelhantes para a espécie P.lunatus.

Através de estudos taxondmicos, envolvendo nao soO ca-
racteres morfoldgicos, mas também todos os disponiveis,MARECHAL
et glit (1978) reconheceram as especies F.vulgaris e FP.cocel -
news como integrantes de um grupo com alto indice de similarida
de, que variava de 82 a 91%. No extremo oposto, a uma distancia
consideravel, acha-se P.lunatus, com apenas 65 a 75% similarida-
de, estando outras espécies mais proximas ao grupo de P.vulga -
ris e P.coccineus. P.acutifolius mostra similaridade de 80 a
83% com P.vulgaris e de 75 a 81% com P, lunatue, sendo interme -
diaria entre esses dois grupos.

Embora os cromossomos de espécies de Macroptilium, de
Phaseclus e de Vigna nao apresentem diferengas acentuadas na for
ma e nem tampouco em nimero, podem ser discutidas algumas tendén
cias evolutivas dentre as espécies estudadas.

Contudo, tal discussao deve levar em consideragao que
determinadas caracteristicas cromossOmicas nao podem ser aponta-
das como critérios unidirecionais para avallar-se a diregao do

processo evoliutivo. A evolugac do complemento cromossomico em di
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" ferentes organismos pode ter ocorrido em diferentes direcoes e
a extrapolacao de conceitos de um grupo para outro deve ser con
siderada com extrema cautela (JONES,1970C).

A andlise conjunta de diferencas na posigao do cen -
tréomero e no comprimento relativo dos Cromossomos possibilitou
a criacdo do conceito de simetria de caridtipos por Levitsky
(STEBBINS,1971) .Embora existam evidencias contrarias em alguns
grupos de plantas (JONES,1970),geralmente & aceita a tendéncia
a aumentar a assimetria em plantas superiores (STEBBINS,1971).C
aumento em assimetria cariotipica em géneros com nimero Cromos-
edmico constante pode ter .sido causado por inversoes pericentri
cas ou translocagoes desiguais (STEBBINS,1971). Particularmente
para o genero Phaseolus,tais alteracoes estruturais sao citadas
como as principais responsaveis na evolucao, ao contrario de al
teragbes em numero de Cromossomos, COMO poliploidia (SARBHOY ,
1977} .

A comparacao de valores de TF% propicia a andlise do
grau de simetria de caridtipos, sendo maior nos valores proxi -
mos a 50. Assim, analisando a TABELA 14, a espécie com caridti-
po mais assimétrico & p. vulgaris (TF% = 38,3), seguida por P.
Tunatus (TF: = 42,30),ficando o maior grau de simetria para as
espécies de Macroptilium, especialmente M.erythroloma (TF% =
48,71).

Assim, embora os resultados de TF% sejam referentes
a apenas dez espécies e se necessite ampliar o nimero de espé -
cies em estudo, parece gue, em termos de siﬁetria de cariotipos,
as espécies do género Phaseolus propriamente dito sao mais evo-

luidas do gue as de Macroptilium,estando as de Vigna em posicao
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" intermedifria. Contudo, & necessario considerar gue os valores
TF% obtidos neste trabaiho nao éstao em concordancia com os a-
presentados por outros autores, principalmente por SARBHOY(1980),
segundo o gual P.vulgaris apresenta um caridotipo extramemente si
métrico.

Ccontudo uma outra linha evolutiva sugerida para o gé-
nero Phaseolus (s.l.) & a reducao de CTC(SARBHOY,1977).Exaninan
do os valores d&e CTPC apresentados na TABELA 14, dentre as dez
espécies estudadas, os das trés especies de Phaseolus propriamen-
te dito, classificam-se entre os guatro malores, sendo a segunda
posiGao ocupada por M.bracteatwnm . Assim, por esse critério,tais espé
cies de Phaseolus estariam entre as mais primitivas, portanto nu
ma posicao evolutiva oposta a sugerida pelo conceito de simetria
de Levitsky. Agui mais uma vez torna-se dificil tragar um parale
lo entre estes resultados de CTC e os apresentadosg por outros au
tores, gue no geral, sao discordantes entre si.

Outros critérios podem ser empregados para determinar
o grau de evolugao de géneros proximos, como & o caso de Phasep
lus, Macroptilium e Vigna. Um deles & a variacao da quantidade
de DNA nuclear, porém seu significado nao & muito claro (GRANT,
1975) . Muitas vezes, diferencas no conteldo de DNA entre egpécies proi
mas podem estar relacionadas ao DNA redundante, o que pode ser
deduzido da facilidade de hibridagao entre espécies com grandes
diferencas de DNA (AYONOADU,1974).

- Aquele autor estudou a variacao da quantidade de DNA
nuclear numa série de espécies de Phaseclus (s.l.), das quais P.
lathyroides, P.lunatus, FP.coccineus e P.vulgdris Sao comunsg  ao

presente trabalho,encontrando os valores de 2,3; 2,5; 3,2; e 3;7;
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Esses nameros por si sB, forneceriam pouca informagao, porém ao
associd~los ao habito de cada espécie (bi-anual para P.Zathyroi
des, anual a perene para P.lunatus e P.coceineus e anual para
P.vulgaris), AYONOADU(1974) sugeriu que a evolugao no género Fha
solus (s.1.) ter—-se—ia dado pelo ganho de material cromossomico,
baseando~se na aceitacao de gue plantas anuais sejam mais recen-
tes do que as perenes e bi-anuais. Dessa forma, P.vulgaris seria
a espécie mais evolulda dentre as quatro analisadas. Essa hipd -
tese choca-se com a de SARBHOY(1977), segundo a gqual a evolugao
no genero Phaseclus ter-se-ia dado por reducao de CTC, porém a
ela parecem-se adeguar os valores de CTC agui obtidos e mostra -
dos na TABELA 1l4.

BENNETT & SMITH(1976) apresentam uma lista bastante
grande com valores de DNA para inimeras espécies de angiosper -
mas dentre as guais se acham oito do género Phaseclus (s.l.)Nes
ta lista sao também apresentadas outras informagoes, como ciclo
de vida de cada espécie, sendo gue, dentre as oito citadas,trés
sio anuais, trés sao perenes, uma & bi-anual e, para a Gltima,es
se dado nao & fornecido. Também neste trabalho, as maiores guan
tidades de DNA nuclear pertencem a espécies anuais.

MARECHAL et ol77(1978,1981) apresentam as tendéencias
evolutivas nesses trés géneros estudados. Segundo os autores, ©
inicio da diferenciacao genérica deve ter se dado na regiac neo
tropical, sendo o subgénero Sigmoidotropis de Vigna consideran-
do como © mais primitivo dentre as taxons infragenéricos de Pha-
seolus, de Vigna e de Macroptilium. De um lado, nesse género
Sigmoidotropis, ha tendéncias em direcao a Phaseolus que culmi -

nam com a secao Leptospron e, de outro, had a tendéncia em dire -
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cao aos demais subgéneros de Vigna do velho mundo, através da se
cao Pedunculares. O referido subgénero Sigmotidotropis apresenta

caracteres morfoldgicos comuns a Phaseolus, COmMO poOr exemplo, a
presenca de estipulas nao recorrentes, e outros tipicos de Vigna.

IETTEO FILHO(1974) definiu caracteres primarios e se-
cundarios para caracterizar as diversas espécies de Phaseolus (s.
1.) sendo a forma da guilha e a posicac do estigma considerados
como caracteres primarios. Através da anialise desses caracteres,
a antiga secao Sigmoidotropis de Phaseolus(s.1l.) fol considera-
da como a mais primitiva do género, por apresentar guilha encur-
vada, formando uma nitida letra S, e por ter estigma subterminal.

STATNIER & HORVAT(1978),através do estudo da ultraes-
trutura da exina, determinaram a natureza da camada infratectum
nos géneros Phaseolus e Vigna como sendo columelar e granular,
respectivamente, observando, contudo, que no subgénero Sigmoi -
dotropis de genero Vigna a referida camada tinha estrutura gra
nular, mas com arranjo em colunas verticais,sendo, provavelmen-
te, um pontc de jung&o primitivo entre linhas evolutivas desses
dois geéneros.

MICHELIN-RAMOS (1980), através do estudo de eletrofo-
rese de proteinas de sementes, também concliuiu gue esse grupo
Sigmoidotropis se apresenta intermedidrio entre Phaseolus e
Vigna.

Assim, LEITEO FILHO(1974), STAINIER & HORVAT(1978) e
MICHELIN-RAMOS (1980) parecem confirmar o carater intermediario
de Sigmoidotropis, apontado como o subgenero mais primitivo em
Vigna.

0 subgénero Lasiospron do género Vigna, de distri-

buigéo neotropical, apresenta cinco caracteres distintivos des-
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- se género, como estipulas prolongadas, inflorescéncia contralda,

pedicelos curtos, pdlen triporado com exina de reticulacao frou
xa e estigma subterminal em uma das trés espécies do grupo
MARECHAL et al¢i ,1981).

No subgéneroc Plectotropis,que deve ter ser originado
no velho mundo, ja sao encontradas todas as caracteristicas ti-
picas do género Vigrna mencionadas anteriormente. Seu maior cen-
tro de variabilidade especifica estd concentrado na Africa, mas

hi espécies como V.vezillata com centro de variabilidade infra-

especifica tanto na Africa como na Asia. Ha ddvidas sobre o lo-
cal original de penetracao de estogues origindrios da América ,
se na Africa ou na Asia. No velho mundo parecem ter divergido
duas linhas evolutivas; uma delas direcionou-se para a Asia,ha-
vendo especializagao de estruturas florais, culminando no subge
nero (Ceratotropis, uma entidade taxondmica bastante homogénea ;
a outra linha resultou no subgénero Vigna nativo na Africa,re-
presentado por espécies que apresentam simplificacao de morfolo
gia floral, restaurando a simetria bilateral (MARECHAL et alit,
1981).

Pelas sugestdes formuladas por MARECHAL et @111 (1978
e 1981), os géneros Phaseolus e Macroptilium, concentrados ex -
clusivamente no continente americano, originaram =se independen
temente a partir do subgénero Sigmoidotropis do genero Vigna.

Aceitando as proposigbes eveolutivas de MARECHAL
( 1978 e 1981 ) e considerando a tendéncia a assimetria cario
tipica e ao ganho de material cromatinico como um grau mais evo
luido, os resultados cobtidos no presente estudo citotaxondmico,
indicam que as espécies do género Phasecolus seriam mais evolul

das que as de Vigna e de Mageropttilium.Entretanto, observa-se dis



“ cordancia quando se comparam cariotipos das trés espécies de
Vigna agui estudadas, sendo que cada uma delas enguadra-se den
tro de um subgenero diferente. A espécie V. peduncularis perten
ce ao subgeénero Sigmoidotropis, V.radiata ao subgénero Cerato-
tropis e V. unguiculata ao subgénero Vigna. Assim, pelo discuti
do anteriormente seria esperado gue a espécie do subgénero Sig-
moidotropi& apresentasse menor valor de CIC e maior de TF% ao
que a das duas outras espécies, porém observa-se que a referida
espécie mostra valores intermediarios para esses dois parame -
tros cromossomicos (TABELA 14). Contudo, & bom ressaltar o pe -
queno niumero de espécie agui estudadas.

0 estudo de linhas evolutivas no complexo Phaseclue—
Vigna-Macroptilium torna-se bastante complicado porgue algumas
espécies de Phaseolus e de Vigna foram domesticadas pelo EHo -
mem, sofrendo processo gradual de selecao que visou a preserva-
sio de caracteristicas agrondmicas favoraveis. Por outro lado ,
as espécies de Macroptrlium nao devem ter passado por tal pro -
cesso e , somente agora, algumas de suas espécies estac sendo
cultivadas como plantas forrageiras, passando por Um programa de
melhoramento genético,

RURKART (1952), SMARTT(1976) e EVANS(1980) apresentam

diversas caracteristicas gue parecem decorrentes da domesticao
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de diferentes especies do complexo. Entre as caracteristicas mais

citadas estdo a perda de deiscéncia de frutos e a redugao ou
desaparecimento
mentes.

Foi observadc nas espécies estudadas de Macroptilium

de endocarpo fibroso para evitar a perda das se -

e de Vigna com excecdo de V.unguiculata, que as vagens sao deis
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centes, possuindo diversas sementes (até 20 em Macroptilium)} ,dis
persas por autocoria. Por outro lado, nas trés espécies de Pha -
seolus e em V.unguiculata,que sao todas cultivadas, as vagens
s30 indeiscentes, possuindo, no geral, sementes maiores e em me-
nor numerc, as quais seriam dispersas pox barocoria. Segundo
BURNS (1977), dentre as gquatro espécies de Phaseolus mais comu -
mente cultivadas, trés possuem sementes grandes, ou seja,P.coc~
cineus, P.lunatus e P.vulgaris,enquanto que apenas P.acutifoli-
us apresenta sementes peJquenas. Contudo, & necessario ressaltar
gue numa mesma especie, como P,vulgaris, podem ser observadas
diferentes texturas de vagens, indo desde as muito fibrosas
altamente deiscentes até aguelas mais tenras e gue raramente se
abrem {(EVANS,1980;}.

A observacdo de células tetrapléides esporadicas em
meio &s células dipldides normais em espécies de FPhaseolus e de
Maepoptiliwn mais uma vez contesta a sugestao de BERGER
(1958), segundo a gual, dentre as leguninosas, a subfamilia Pa-
pilionoideae apenas ocasionalmente apresentaria essa situacao ,
de tal forma que esse critério seria Gtil para a delimitacao ta
xonomica das trés subfamilias de Leguminosae. Ainda segundo es-
ses autores, todas as especies de Mimosoideae estudadas até a -
gquela época mostravam algumas células polipldides em meio a con
dicdo dipldide normal e, em Caesalpinioidefe, esta eram encon -
tradas apenas algumas espécies,

SCHREIBER(1966) apresentou varios casos de variagao
de ploidia durante a histogénese, em animais e vegetals.Esse au
tor denominou tal fendmeno de endopoliploidia, ou crescimento
ritmico, das células de certos tecidos gue desempenham um papel

muito importante, seja no crescimento total do organismo, seja
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na diferenciagdo de determinadas categorias celulares. A endopo
liploidia se caracterizaria pela multiplicagao repetida dos ge-
nonas, sem gue se realize a divisdo do nlicleo e da cé&lula. Infe
lizmente, estudos sobre endopoliploidia foram realizados mui -
to mais em animais do que em vegetais. Um desses estudos mostrou
que existe relagao entre a variacao nco nivel de ploidia e a di-
ferenciagac funcional de tecidos secretores de insetos, pois es
tes podem aumentar o nivel de secrecac, aumentando o nimero de
genomas, gue poderiam ser distribuidos em cromossomos simples
de genomas polipldides, ou em Cromossomos politénicos de geno -
mas diploides.

Dessa maneira, extrapolando o exemplo mencionado aci
ma para a observacdo de .raras células tetrapldides em meio a
células dipldides normais de uma raiz, seria possivel associar
essa variacao nc nivel de ploidia a uma maior elaboracgao de suls
tancias, como proteinas e outras, necessarias ao crescimento
constante desse Orgao, em plantulas.

A associacdo de uma maior intensidade de sintese de
substancias com alteracoes no nivel de ploidia fol também obser
vada em cromossomos politénicos de células do tecido suspensor
do embriac de Phaseolus coccineus (AVANZI et «lii1,1970). Esses
autores supuseram qgue, em alguns estadios do desenvolvimento ,
células do suspensor produziriam maior guantidade de RNA ribos-~
sdmico do gue a necessaria para elas proprias.Per outro lado
BRADY & CLUTTER (1974) re-investigaram o problema e nao confir-
maram a ocorrencia de sintese de DNA extra em cromossomos poli-
ténicos daguela espécie,

A ocorréncia de raizes com células exclusivamente te

traploides em Macroptilium &ﬁropurpureum (UEC 11.146) & bas -
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“ tante interessante. Como os materiais examinados eram raizes pri
marias, € permitido supor que, caso a germinagﬁo das sementes e
consequente desenvolvimento das plantulas fossem bem sucedidos
em condicoes naturais, haveria o aparecimento de plantas tetra -
pldides. Dessa forma, essa populacdo de M.atropurpureum poderia
ser constituida por individuos dipldides e tetrapldides.Tal fe-
némeno tambeém foi observado em espécies de Hippeastrum {Amarylli
daceae) porﬁ:HJLEmﬁﬂﬂicamﬁncag&Jpesaxﬂ) ,porém neste caso as
plantas apresentam eficiente sistema de propagacao vegetativa .
Egsa poliploidia pode ser explicada pela falta de divisao (cito-
cinese) apbs a divisdo cromossomica, de modo que a célula fique
com o numero de cromossomos duplicado.

Como tais ralzes com células tetraploides foram en -
contradasem meio a uma populagéo diplbide de M.atropurpureum e
como a referida espécie & exdtica, nao mencionada cCOmO de ocor -
réncia no Brasil (HUTTON, 1962), pode-se fazer especulagoes a
respeito de seu sistema genético. Essa espécie sofreu um proces-
so de melhoramento genético na Australia objetivando sua utili -
zacio como planta forrageira (HUTTON & BEALL,1977) o gue permite
supor o surgimento de formas polipldides que seriam mantidas iso
ladas geneticamente das formas diploides, embora pudessem perten
cer a uma mesma populagao. Por outro lade, talvez seja mails vali
do considerar a ocorréncia de formas polipldides como apenas OcCa
sional, ou, talvez supor gue as ralzes com tetraploidia nao ne -
cessariamente originem plantas do nivel de ploidia diferente de
2n=22, nimero de CromossOmos para essa espécie.

Na realidade, a poliploidia parece ser um evento bas~-

tante raro no género Phaseolus (s.l.), nao desempenhando papel
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- de destague na evolugado desse grupo vegetal. SARBHOY (1977) e
SINHA & ROY (1979b) opinaram que a evolucgao tivesse ocorrido a_
través de rearranjos estruturais, como inversdes e translocagoes
Essa seria uma situacao bastante diferente daguela apresentada
por STEBBINS(1956) em Gramineae, onde 70% das espécies estudas
citologicamente sao polipldides. Em termos de vantagens adapta-
tivas, por conter uma série de recombinagoes de caracteristicas
de espécies dipldides, os polipldoides podem ser tolerantes a
uma maior diversidade de ambiente, nao sd devido aos genomas in
dividuais, como tambem & propria populacac, que pode possuir
maior variedade de gendtipos interrelacionados do gque em popula
coes exclusivamente diplbéides.

Os resultados agui obtidos confirmam a constancia do
nimero cromossomice 2n=22 para espécies do complexo Phaseolus -
Vigna-Macropitilium , com raras excegoes citadasna literatura
(DARLINGTON, 1955; SEN & BOHWAL, 1960; BOLKHOVSKIKY e¢ alf: ,1969 ;
MARECHAL, 1970; BANDEL,1972;J0OSEPH & BOUWKAMP,1978; GOLDBLATT ,
1981).Contudo, embora a anidlise dos caridtipos elaborados para
as dez espécies estudadas mostre uma predominancia de cromosso-
mos com centromero em posigac mediana e medindo de 1 a 3 um de
comprimento, sugerindc uma aparente uniformidade de forma e ta-
manho, um estudo mais aprofundado enfocando principalmente o in-
dice TF%, gue resume a posigao centromérica para 08 Cromossomos
de uma dada espécie, tem-se, a grosso modo, trés grupos,cada um
correspondendo a um dos géneros estudados. A aplicacao de tes -
tes estatisticos adeguados para apurar a real significancia dos
resultados poderia melhor avaliar a utilidade da utilizacgao de
dados cromossomicos como critério taxonOmico na delimitacao dos

géneros Phaseolus, Vigna e Macreoptilium,agora melhor individua
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lizados apbs estudos taxondmicos, quimiotaxonamicos e palinold-
gicos.

Em acrescimo aos estudos taxondmicos desenvolvidos
nesses 3 géneros, um outro critério gue pode ser itil para deli
mita~los & o tipo de estrutura utilizada na estratégia contra
insetos, ou seja, pelos uncinados em Phaseolus e nectarios ex -
traflorais em Vigna e Macroptilium (FORNI-MARTINS & MARTINS, 1982}.
Phuseolus © o Gnico que possui pélos uncinados e tanto ninfas co
mo adultos de insetos podem ser impalados através de diferentes
partes do corpo, COmO nembranas intersegmentais do abdomen e em
segmentos das pernas, dependendo da densidade e do angulo do
gancho dos pélos uncinados (PILLEMER & TINGEY,1976).

Ji em Macroptilium e Vigna, a estratégia  defensiva
estd relacionada a nectarios extraflorais, através de relagoes
mutualisticas entre plantas e formigas, sendo gque as plantas for
necem alimento &s formigas, recebendo, em troca, protecac con -
tra insetos herbilvoros (JANZEN,1981).Essa fungao protetora  dos
nectirios extraflorois ja& havia sideo defendida por BENTLEY{1977),
gue apresentou uma revisio com uma série de evidéncias experi -
mentais em favor a essa hipOtese. Em um experimento realizado
com plantas de Phaseolus vulgaris e, portanto, sem nectarios ex
traflorais, as quais foi fornecido "nectar", verificou-se uma
relacao inversa entre a abundancia de formigas e a intensidade
de danos causados as plantas por insetos herbivoros (BENTLEY ,
1977). Parecem existir diferengas estruturais nos nectarios ex-
traflorais dos géneros, Vigna e Macropiilium,CoOmo na posicao da
brictea que protege cada nectdrio antes de entrar em funciona -
mento. Em Vigna, essa bractea tem seu ponto de insercao abaixo

do nectaric, enquanto que em Naeroptilium a insercao ocorre na
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prépria margem do nectirio. Estudos anatomicos posteriores pode
rac indicar outras possiveis diferengas estruturais nos necta -

rios extraflorais desses dois génerog (FORNI-MARTINS & MARTINS ,

1982} .
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8) CONCLUSOES

Na elaboracao de cariotipos foram utilizados cromos-—
SOmOs em metéfasé mitdtica de pontas de raiz. Foi constatado ser
essencial o pré-tratamento com PDB. Dentre as técnicas citoldgi
cas testadas foi escolhida a técnica de Sharma modificada pelo
usoc de pectinase.

Foi confirmado o nimero cromossomico 2n=22 para to-
das as espécies estudadas. 05 Cromossomos apresentam tamanho re
duzido e bastante semelhante entre si, variando de 1 uym até ne
maximo 3 um de comprimento; possuen centrimero em posicao mediana e sub
mediana, e em algumas espécies foram observadas constrigoes se -
cundarias. Sho apresentados ideogramas e formulas cariotipicas
para cada espécie estudada.

As formulas cariotipicas aqui obtidas foram compara-
das as elaboradas por outros aﬁtores nas mesmas espécies aqui es
tudadas, observando-se guase sempre a nao cencordancia nos resul
tados, tanto quanto & forma de Cromossomos guanto A visualizacao
de satélites: tais diferencas podem ser explicadas pela provavel
ocorréncia de variagao genética entre individuos de uma mesma es
pécie, pelas condigoes ambiente a gue as plantas estudadas foram
submetidas, por diferentes procedimentos de técnica citoldgica e
pelo tipo de nomenclatura utilizada para a classificagao de cro
MOSSOMOS .

Em cada espécie foram calculados valores médios  de
desvio padrao e de coeficiente de variacao (CV%) para cada um de
seus pares cromossomicos, separadamente para comprimento Cromos-

sdémico e para indice centromérico. Observou-se variagao entre cé
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luias observadas de uma mesma espécie, sendo gque a maioria dos
valores de CV$ obtidos se enguadra na classe média. Tal varia -
cdo pode ser atribulda a variagao genética, contracao cromatini
ca diferencial ou problemas de técnica, embora se tenha procura
do padronizar condicoes para germinagéo de sementes,coleta e pré
tratamento de ralzes e condicoes para medicoes dos Cromossomos.

Em algumas espécies foram observadas células tetra -
pldides em meioc a células dipldides normais, enguanto que em M.
atropurpureum foram examinadas raizes com células exclusivamen -
te tetrapldides em uma populagao com individuos diploides.

Foram calculados o comprimento total de cromatina
(CTC) e o indice TF% para cada uma das espécies estudadas.Os va-
iores de CTC variaram de 35,46 um a 49,34 um. O valor minimo foi
observado em M.lathyroides,encontrando-se os maiores valores em M. brac
teqgtum e nas trés espécies de Phaseolus. O indice TF%, gue ex -
prime o grau de simetria cariotipica de cada espécie, variocu de
48,69 até 38,73. Os menores valores, que indicam malor assimetrda
no caribtipo, foram obtidos em espécies do género Phaseolus,con-
trastandc com M.erythroloma, em que fol verificado TF% igual a
48,69.

No geral, em termos evolutivos, considerando a ten -
déncia a assimetria cariotipica e ao aumento de CTC, tem-se que
as espécies de Phaseolus seriam mais evoluidas do que as de Ma -
croptilium, estando as de Vigra en posicao intermediaria.Contu-
do, dentro do género Vigna parece nao se observar essa mesma re
lacdo no que se refere a diferentes espécies e seus corresponden
tes subgeneros.

Embora haja falta de testes estatisticos para se ter
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-bases mals seguras para a interpretacao dos resultados,comparan-
do~se CTC pode-se verificar, a grosso modo, trés grupos distin -
i tos. As espécies de Phaseclus e de Vigna agrupam-se distintamen
te em cada um deles. M.atropurpureum parece ser intermediaria en
tre esses dois agrupamentos, sendo M.bracteatum incluido junta -
mente com as espécies de Phaseolus,restando M.erythroloma e M.
lathyroides no grupo de Vigna.Por outro lado, guando se analisam
os Indices centroméricos, através do TF%, sao observados tres
grupos distintos, cada um correspondendo a um dos géneros estuda
dos.
Como foi observada const@ncia no nfimero e aparente u-
niformidade em tamanho e forma dos cromossomos, a aplicacao de
testes estatisticos poderd melhor avaliar sua utilizacao no estu

do citotaxonémico do complexo Phaseolus-Vigna-Macroptilium.
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