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APRESENTAÇÃO

O setor de floricultura no Brasil vem crescendo com o passar dos anos, 
estando o país entre os 15 maiores produtores de flores mundiais. Este crescimento 
de produção está associado ao aumento da qualidade e durabilidade das flores 
produzidas, atribuindo uma maior satisfação aos consumidores. Sendo assim um 
mercado promissor para o agronegócio.

Entretanto, esse ramo da agricultura apresenta diversos desafios, dentre eles 
mão-de-obra capacitada, tecnologias aplicadas, clima e mercado. Diante dessas 
problemáticas, é necessário cada vez mais pesquisas voltadas para o crescimento 
da produção e comercialização de flores e plantas ornamentais dentro do território 
brasileiro, priorizando a qualidade do produto final.

 A obra “Floricultura, Plantas Ornamentais e Cultura de Tecidos de Plantas” 
apresenta trabalhos que visam agregar conhecimentos através de informações 
técnicas sobre propagação, cultivos e comercialização de flores e ornamentais. 
Ressaltando a importância da pesquisa voltada para a propagação das culturas, 
práticas de manejos e tecnologias adequadas.

Os conteúdos presentes nos 13 capítulos da obra têm por objetivo proporcionar 
ao leitor um vasto aprendizado sobre uma temática pertinente para o agronegócio 
brasileiro, visando um conhecimento sobre pesquisas que contribuem com melhorias 
para o desenvolvimento e crescimento deste setor. Desejamos uma ótima leitura.

Raissa Rachel Salustriano da Silva-Matos
Analya Roberta Fernandes Oliveira
Francisca Gislene Albano-Machado
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RESUMO: O gênero Dietes (Iridaceae), descata-
se por possuir espécies amplamente usadas 
na ornamentação devido à presença de flores 
exuberantes de fácil cultivo e boa adaptação 
a diversos tipos de solos. Embora as espécies 
sejam bastante utilizadas no paisagismo de 
casas, praças e jardins, pouco se sabe sobre 
a constituição cromossômica das espécies. O 
objetivo do presente trabalho foi caracterizar 
citogeneticamente a espécie Dietes bicolor 
por meio de análises de bandeamento com 

fluorocromos base-específicos (DAPI/CMA3) 
e estimar a quantidade de DNA nuclear por 
meio de citometria de fluxo. Para isso, folhas 
do padrão de referência (Pisum sativum) foram 
maceradas juntamente com folhas jovens de 
D. bicolor, em tampão WPB. A suspensão de 
núcleos resultante foi filtrada em uma malha de 
40µm e então foi adicionado 30µL do corante 
iodeto de propídeo (1mg/ml). As amostras foram 
analisadas em triplicas no citômetro de fluxo. Para 
a análise citogenética, meristemas radiculares 
oriundos de sementes foram pré-tratados 
com solução bloqueadora 8-hidroxiquinoleína 
(0,003M) por 10h e fixados em etanol e ácido 
acético (3:1). A digestão da parede celular foi 
realizada com solução enzimática Pectinase 
Celulase (2:20) durante 3h a 37ºC, em seguida 
lâminas foram confeccionadas por meio 
da técnica de dissociação celular seguida 
de secagem ao ar. Lâminas previamente 
analisadas foram submetidas ao bandeamento 
com os fluorocromos DAPI (específico para 
regiões ricas em AT) e Cromomicina A3 
(específico para regiões CG), permitindo a 
identificação de regiões heterocromáticas. 
A partir dos resultados, obtidos foi possível 
identificar que a espécie possui 2C = 17,93 pg 
de DNA. O cariótipo é composto por 2n = 40 
cromossomos, apresentando 8 sítios terminais 
CMA+/DAPI-, sendo sete marcas localizadas em 
braços curtos e uma marca localizada no braço 
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longo. Estas informações são inéditas para a espécie e contribuem para uma melhor 
caracterização cariotípica de D. bicolor, uma importante espécie ornamental. 
PALAVRAS-CHAVE: citogenética; cromossomo; citometria de fluxo. 

ABSTRACT: The genus Dietes (Iridaceae), is known to present species widely used 
in ornamentation due to the presence of beautiful flowers of easy cultivation and good 
adaptation to various types of soil. Although the species are widely used in the landscaping 
of houses, squares and gardens, little is known about the chromosomal constitution of 
the species. The aim of present work was to characterize the species Dietes bicolor by 
base-specific fluorochromes (DAPI/CMA3) banding analysis and to estimate the amount 
of nuclear DNA by flow cytometry. For this, reference standard leaves (Pisum sativum) 
were macerated with young leaves of D. bicolor in WPB buffer. The nuclei suspension 
was filtered through a 40µm mesh and then 30µl of the propidium iodide (1mg / ml) 
was added. Samples were analyzed in triplicate on the flow cytometer. For cytogenetic 
analysis, root meristems from seeds were pretreated with 8-hydroxyquinoline solution 
(0.003M) for 10h and fixed in ethanol and acetic acid (3v: 1v). Cell wall was removed 
with Pectinase and Cellulase (2:20) solution for 3h at 37°C. Slides were prepared 
by cellular dissociation technique followed by air drying. Previously analyzed slides 
were stained with DAPI (specific for AT rich regions) and Chromomycin A3 (specific 
for CG regions) fluorochromes, in order to detect heterochromatic regions. From the 
results, it was possible to identify that the species has 2C = 17.93 pg of DNA content. 
The karyotype is composed of 2n = 40 chromosomes, with 8 CMA+/DAPI- terminal 
sites, seven marks located in short arms and one mark located in the long arm. This 
is the first description of heterochromatin distribution for the species and contributes 
to a better karyotypic characterization of D. bicolor, an important ornamental species. 
KEYWORDS: chromosome; cytogenetics; flow cytometry.

1 | 	INTRODUÇÃO - CITOTAXONOMIA 

Frequentemente a distinção de plantas morfologicamente similares corresponde 
a uma tarefa difícil, sendo muitas vezes ambígua e/ou contraditória, em função da 
ausência de caracteres que auxiliem na identificação. Assim, análises citológicas têm 
sido extensivamente reconhecidas como ferramentas auxiliares para a taxonomia de 
plantas, visto que o genoma e o número cromossômico não são influenciados por 
fatores ambientais, constituindo, portanto, bons referenciais para a caracterização de 
espécies, assim como para o entendimento da evolução das mesmas (STTEBINS, 
1971; SHAN, et al., 2003; SADER, et al., 2019). 

Dentre os critérios básicos para a classificação e descrição citológica, as análises 
do nível de ploidia e conteúdo de DNA (C-value) por meio da técnica de citometria 
de fluxo têm sido amplamente usadas no reconhecimento e distinção de espécies, 
auxiliando em problemas taxonômicos e evolutivos (DOLEZEL, 2007). Segundo 
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Dolezel et al., (2007), a estimativa da quantidade de DNA tem sido realizada em 
vários grupos de plantas, principalmente em espécies que apresentam semelhanças 
ou diferenças morfológicas devido à plasticidade fenotípica.  Além disso, esse 
método tem se mostrado eficiente no estudo de genomas vegetais, principalmente 
pela reprodutibilidade, precisão e rapidez, além de requerer pequenas quantidades 
de tecido vegetal para as análises (DOLEZEL e BARTOS, 2005; SOUZA et al. 2019).

Com relação aos estudos citogenéticos, as descrições cariotípicas têm 
contribuído na caracterização de espécies, ancestralidade e detecção de poliploides 
e híbridos nos mais variados grupos vegetais. Descrições sobre o número, tamanho, 
morfologia e presença de constrições secundárias dos cromossomos correspondem 
a critérios essenciais para a caracterização de um táxon. Além disso, técnicas de 
bandeamento cromossômico e Hibridização in situ Fluorescente (FISH) também 
são extensivamente utilizadas na taxonomia (SADER, et al. 2019; REIS et al. 2014; 
BOGUNIC et al. 2011; CHESTER, et al. 2011). 

O bandeamento C e a coloração com fluorocromos base-específicos permitem 
identificar diferentes tipos de heterocromatina através de uma coloração diferencial ao 
longo dos cromossomos (SUMNER, 2003). O fluorocromo cromomicina A3 (CMA) e a 
quinacrina são específicos para regiões ricas em GC (SCHWEIZER, 1976) enquanto 
o Hoechst 33258 e o DAPI são específicos para regiões ricas em AT (GUERRA e 
SOUZA, 2002). 

Algumas espécies com problemas taxonômicos e com cariótipo estável podem 
revelar intensa variação estrutural, quando analisados com bandeamento C ou com 
fluorocromos. É o caso, por exemplo, do gênero Cycas, que apresenta espécies e 
subespécies com número e morfologia cromossômica bastante estáveis, possuindo, 
no entanto, quantidade e qualidade variáveis de heterocromatina em diferentes 
espécies e subespécies (KOKUBUGATA e KONDO, 1996). Em Citrus, é possível 
diferenciar os cromossomos em oito categorias, de acordo com a distribuição de 
heterocromatina rica em GC ao longo dos cromossomos (CARVALHO et al., 2005; 
MARQUES et al., 2011). Em Passiflora, a técnica de GISH associada ao bandeamento 
cromossômico DAPI/CMA permitiu a identificação de híbridos e parentais (SILVA et 
al., 2018).  Em espécies de Jaborosa, foi possível detectar alterações cromossômicas 
estruturais ocorridas ao longo da diversificação do grupo por meio de bandeamentos 
cromossômicos (CHIARINI, 2016). Assim, fica claro o quanto a caracterização 
citogenética baseada nos perfis de heterocromatina auxilia na descrição de espécies 
e contribui na taxonomia de diversos grupos vegetais. 

2 | 	CITOGENÉTICA DE DIETES BICOLOR

A família Iridaceae, descata-se por possuir espécies com flores exuberantes, 
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muito usadas na ornamentação. No Brasil, os gêneros mais utilizados no paisagismo 
são Iris, Neomarica, Trimezia, Gladiolus, Dietes e Crocosmia, sendo os três primeiros 
nativos do país e os três últimos representados por espécies exóticas (LORENZI e 
SOUZA, 2001). Além da importância ornamental, algumas espécies também são 
utilizadas na fitoterapia (apresentando ações antifúngicas e antibacterianas) e na 
culinária (CARPELLARI JUNIOR, 2000; HOSSEINZADEH et al., 2005).

Dentre as espécies utilizadas na ornamentação, Dietes bicolor corresponde a 
uma espécie amplamente empregada no paisagismo de casas, praças e jardins. Sua 
resistência às variações ambientais, fácil cultivo, aliada às características atraentes 
das flores a torna uma espécie interessante para o mercado de plantas ornamentais. 
No entanto, embora a espécie seja muito utilizada no paisagismo, existem poucos 
estudos sobre descrições cariotípicas. Os dados se restringem apenas ao número 
cromossômico (2n=40 (GOLDBLATT, 1981).

Assim, tendo em vista o potencial ornamental e a escassez de estudos 
citogenéticos para o grupo, nós propusemos caracterizar citogeneticamente a 
distribuição da heterocromatina por meio da coloração diferencial dos fluorocromos 
DAPI/CMA3, além de estimar a quantidade de DNA por meio da técnica de citometria 
de fluxo em indivíduos de Dietes bicolor coletados em Juiz de Fora, MG.

3 | 	MATERIAL E MÉTODOS

3.1 Material vegetal

Sementes de D. bicolor coletadas no município de Juiz de Fora (MG) foram 
escarificadas por abrasão e germinadas em placas de petri contendo papel filtro 
umedecido com 2 mL de água destilada. As plântulas originadas foram transplantadas 
para vasos contendo terra e substrato (1:1). Meristemas radiculares foram coletados 
para análises citogenéticas e folhas jovens foram coletadas para as análises de 
estimativa da quantidade de DNA.

3.2 Estimativa da quantidade de DNA 

Para a estimativa do conteúdo de DNA, folhas de plântulas jovens foram 
maceradas juntamente ao tecido foliar do padrão interno de referência Pisum sativum 
(9,09 pg de DNA) (DOLEZEL et al., 2007), em 700 μL do tampão WPB (LOUREIRO 
et al., 2007). A suspensão de núcleos resultante foi filtrada em uma malha de 50 μm 
e o produto do filtrado coletado em um tubo de poliestireno. A coloração dos núcleos 
foi realizada com a adição de 25 μL de iodeto de propídio (1mg/mL). Além disso, 5 
μL de RNAse (1mg/mL) foram acrescentados à mistura com a finalidade de diminuir 
possíveis interferências ocasionados por moléculas de RNA durante a leitura das 
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amostras.
As análises foram realizadas em triplicatas a partir de 10 indivíduos. 

Aproximadamente 5.000 núcleos foram analisados por amostra, em citômetro 
de fl uxo CytoFLEX (Beckman Coulter, CA, EUA). Os histogramas gerados foram 
analisados utilizando-se o programa CytExpert 2.0.1 e o conteúdo de DNA obtido 
segundo a fórmula proposta por DOLEZEL e BARTOS (2005):

3.3 Confecção de Lâminas

Para a análise citogenética, meristemas radiculares foram pré-tratados com o 
bloqueador mitótico 8-hidroxiquiloneína (HQ) 0,003M por 10 horas a 4°C. Decorrido 
o bloqueio, os meristemas foram lavados em água purifi cada, e devidamente fi xados 
em etanol e ácido acético (3:1) por no mínimo 24 horas a 4 °C. A remoção da parede 
celular ocorreu a partir da solução enzimática Pectinase (Sigma) e Celulase (Serva-
Onozuka R-10) nas concentrações de 20% e 2%, respectivamente, por cerca de 4 
horas a 37 °C. As lâminas foram confeccionadas a partir da técnica de dissociação 
celular com secagem ao ar (CARVALHO, 1993; 1997) e coradas com 4-6-diamidino-
2-fenilindol (DAPI, Sigma, EUA). 

3.4 Bandeamento cromossômico DAPI/CMA3

Para a caracterização da heterocromatina rica em GC, lâminas envelhecidas, 
previamente selecionadas foram submetidas ao protocolo de bandeamento de acordo 
com SCHWEIZER (1976). Aproximadamente 30 µL de CMA3 (0,1mg/mL) foram 
adicionados às lâminas, e estas foram incubadas em câmara escura por uma hora. 
Decorrido o tempo de incubação, as lâminas foram lavadas com água destilada e em 
seguida foi adicionado 30 µL de distamicina (DA) por 30 minutos. Sequencialmente, 
as lâminas foram coradas com DAPI (1µg/mL), incubadas durante 30 minutos e 
montadas em meio Antifade. As análises foram realizadas em microscopia de 
epifl uorescência Olympus BX51 com um conjunto de fi ltros apropriado. 

4 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

A partir dos resultados obtidos foi possível confi rmar o número cromossômico 
de D. bicolor de 2n=40, como previamente descrito por Goldblatt e Takei (1997). O 
conteúdo de DNA estimado foi de 2C = 17,93 pg (Fig. 1), um valor elevado, quando se 
compara o C-value de outras espécies vegetais (GREILHUBER e LEITCH, 2013). De 
acordo com as análises, D. bicolor apresenta o cariótipo simétrico com cromossomos 
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metacêntricos e submetacêntricos (Fórmula Cariotípica = 11m + 9sm) (Fig 2). Esta 
simetria cariotípica também pode ser observada em outras espécies de Dietes e em 
outros gêneros de Iridaceae, como em Belamcanda, por exemplo (ALVES, 2008). 
Considerando o número básico do gênero como x=10, provavelmente, D. bicolor 
corresponde a uma espécie tetraploide. 

Com relação ao bandeamento cromossômico, nós encontramos oito sítios 
terminais CMA+/DAPI-, sendo sete sítios localizados no braço curto e um sítio no 
braço longo. Adicionalmente, foi possível observar heteromorfismos entre alguns 
pares cromossômicos. Os cromossomos VII e XIX apresentaram variação quanto à 
presença de marcas CMA+. Relatos de heteromorfismos já foram observados em outros 
gêneros de Iridaceae e são considerados frequentes na família, especialmente na 
tribo Tigrideae (ALVES, 2008; SENGUPTA e SEM, 1988). Rearranjos cromossômicos 
como inversões e translocações são sugeridos para explicar as diferenças entre 
homólogos, e segundo os autores, tais variações teriam um importante valor 
adaptativo para as espécies, as quais se mostram bastante adaptadas ao ambiente 
em que vivem (GOLDBLATT, 1982; BELTRÃO e GUERRA, 1990).   

Embora todas as marcas CMA+ tenham sido observadas nas porções terminais 
dos cromossomos, grandes diferenças quanto à dimensão das marcas e brilho dos 
sinais foram detectados. Isso pode ser explicado por mecanismos capazes de alterar 
sequências repetitivas. Frequentemente, regiões de heterocromatina constitutiva são 
formadas por repetições de nucleotídeos in tandem, que são susceptíveis a várias 
alterações estruturais, como: duplicação de segmentos, deleção de sequências, 
transposição, entre outras. Todos estes rearranjos auxiliam na diferenciação de 
cariótipos e contribuem para a diversificação das espécies ao longo do tempo 
(HLOUŠKOVÁ  et al. 2019; CHESTER et al. 2011).

Estas informações são inéditas para a espécie e contribuem para uma melhor 
caracterização cariotípica, que poderá ser utilizada para estudos futuros de pré-
melhoramento genético. Além disso, os resultados somam informações relevantes 
para a evolução cariotípica no gênero e levantam discussões sobre a estrutura 
dos cromossomos e composição cariotípica de D. bicolor, uma importante espécie 
ornamental. 
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Fig 1: Histograma representativo da quantidade de DNA de Dietes bicolor (2C = 17,93 pg). O 
padrão interno de referência utilizado foi Pisum sativum (2C = 9,09 pg).

Fig 2. Metáfases de Dietes bicolor (2n=40) coradas os fl uorocromos: a) DAPI e b) CMA3. C) 
sobreposição das colorações DAPI/CMA3. d) Idiograma representativo dos cromossomos de 
Dietes bicolor. As setas indicam heteromorfi smo de pares cromossômicos; m = metacêntrico; 

sm = submetacêntrico. Barra = 5µm. 
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