Raissa Rachel Salustriano da Silva-Matos
Analya Roberta Fernandes Oliveira
Francisca Gislene Albano-Machado
(Organizadores)

X
N

S . p—
N o 5 4
® 3 .." ' i ".,
its )& B . «
" T T
[ -+ 4
,“«" N ;, > ¢ 3
T8 , >~ -
Lt ¢ el
A
\
1 A

<

,_
e
n","‘“'.

o P
¥ 18 A

R —

Floricultura, Plantas
Ornamentais e Cultura
de Tecidos de Plantas

Atena

Editora
Ano 2020



Raissa Rachel Salustriano da Silva-Matos
Analya Roberta Fernandes Oliveira
Francisca Gislene Albano-Machado
(Organizadores)

e N
s“ﬁ-‘ﬂi.

oS
aar e, -
48 Ay &

- 4 -~ - "
18 LS R
i5s P “B
; s » b Tt
SR AL WS ¢ 3
LSRR
o
» \
\
.

Floricultura, Plantas
Ornamentais e Cultura
de Tecidos de Plantas

Atena

Editora
Ano 2020



2020 by Atena Editora
Copyright © Atena Editora
Copyright do Texto © 2020 Os autores
Copyright da Edicao © 2020 Atena Editora
Editora Chefe: Prof? Dr® Antonella Carvalho de Oliveira
Diagramacao: Geraldo Alves
Edigcdo de Arte: Lorena Prestes
Revisdo: Os Autores

Todo o conteludo deste livro esta licenciado sob uma Licenga de Atribuicdo Creative
BY Commons. Atribui¢ao 4.0 Internacional (CC BY 4.0).

0 conteldo dos artigos e seus dados em sua forma, correcao e confiabilidade sao de responsabilidade exclusiva
dos autores. Permitido o download da obra e o compartilhamento desde que sejam atribuidos créditos aos
autores, mas sem a possibilidade de altera-la de nenhuma forma ou utiliza-la para fins comerciais.

Conselho Editorial

Ciéncias Humanas e Sociais Aplicadas

Prof? Dr® Adriana Demite Stephani - Universidade Federal do Tocantins

Prof. Dr. Alvaro Augusto de Borba Barreto - Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Alexandre Jose Schumacher - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia de Mato Grosso
Prof. Dr. Antonio Carlos Frasson - Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Prof. Dr. Antonio Gasparetto Junior - Instituto Federal do Sudeste de Minas Gerais

Prof. Dr. Antonio Isidro-Filho - Universidade de Brasilia

Prof. Dr. Carlos Antonio de Souza Moraes - Universidade Federal Fluminense

Prof. Dr. Constantino Ribeiro de Oliveira Junior - Universidade Estadual de Ponta Grossa
Prof? Dr? Cristina Gaio - Universidade de Lisboa

Prof? Dr® Denise Rocha - Universidade Federal do Ceara

Prof. Dr. Deyvison de Lima Oliveira - Universidade Federal de Rondonia

Prof. Dr. Edvaldo Antunes de Farias - Universidade Estacio de Sa

Prof. Dr. Eloi Martins Senhora - Universidade Federal de Roraima

Prof. Dr. Fabiano Tadeu Grazioli - Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai € das Missoes
Prof. Dr. Gilmei Fleck - Universidade Estadual do Oeste do Parana

Prof? Dr? Ivone Goulart Lopes - Istituto Internazionele delle Figlie de Maria Ausiliatrice
Prof. Dr. Julio Candido de Meirelles Junior - Universidade Federal Fluminense

Prof® Dr® Keyla Christina Almeida Portela - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia de Mato Grosso
Prof? Dr? Lina Maria Goncalves - Universidade Federal do Tocantins

Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Marcelo Pereira da Silva - Universidade Federal do Maranhao

Prof? Dr® Miranilde Oliveira Neves - Instituto de Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Para
Prof? Dr? Paola Andressa Scortegagna - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof? Dr? Rita de Cassia da Silva Oliveira - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof? Dr? Sandra Regina Gardacho Pietrobon - Universidade Estadual do Centro-Oeste
Prof? Dr? Sheila Marta Carregosa Rocha - Universidade do Estado da Bahia

Prof. Dr. Rui Maia Diamantino - Universidade Salvador

Prof. Dr. Urandi Joao Rodrigues Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof? Dr® Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. William Cleber Domingues Silva - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Willian Douglas Guilherme - Universidade Federal do Tocantins

Ciéncias Agrarias e Multidisciplinar

Prof. Dr. Alexandre Igor Azevedo Pereira - Instituto Federal Goiano

Prof. Dr. Antonio Pasqualetto - Pontificia Universidade Catélica de Goias
Prof® Dr® Daiane Garabeli Trojan - Universidade Norte do Parana

| Atena

LEditora
Ano 2020




Prof® Dr® Diocléa Almeida Seabra Silva - Universidade Federal Rural da Amazonia
Prof. Dr. Ecio Souza Diniz - Universidade Federal de Vicosa

Prof. Dr. Fabio Steiner - Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul

Prof. Dr. Fagner Cavalcante Patrocinio dos Santos - Universidade Federal do Ceara
Prof? Dr? Girlene Santos de Souza - Universidade Federal do Recdncavo da Bahia
Prof. Dr. Julio César Ribeiro - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

Prof? Dr® Lina Raquel Santos Araujo - Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Pedro Manuel Villa - Universidade Federal de Vicosa

Prof? Dr? Raissa Rachel Salustriano da Silva Matos - Universidade Federal do Maranhao
Prof. Dr. Ronilson Freitas de Souza - Universidade do Estado do Para

Prof? Dr? Talita de Santos Matos - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Tiago da Silva Teéfilo - Universidade Federal Rural do Semi-Arido

Prof. Dr. Valdemar Antonio Paffaro Junior - Universidade Federal de Alfenas

Ciéncias Biolégicas e da Salde

Prof. Dr. André Ribeiro da Silva - Universidade de Brasilia

Prof? Dr? Anelise Levay Murari — Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto - Universidade Federal de Goias

Prof. Dr. Edson da Silva - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri
Prof? Dr? Eleuza Rodrigues Machado - Faculdade Anhanguera de Brasilia

Prof? Dr? Elane Schwinden Prudéncio - Universidade Federal de Santa Catarina
Prof. Dr. Ferlando Lima Santos - Universidade Federal do Reconcavo da Bahia

Prof. Dr. Gianfabio Pimentel Franco - Universidade Federal de Santa Maria

Prof. Dr. Igor Luiz Vieira de Lima Santos - Universidade Federal de Campina Grande
Prof. Dr. José Max Barbosa de Oliveira Junior - Universidade Federal do Oeste do Para
Prof? Dr® Magnélia de Araljo Campos - Universidade Federal de Campina Grande
Prof? Dr® Mylena Andréa Oliveira Torres - Universidade Ceuma

Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federacl do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Paulo Inada - Universidade Estadual de Maringa

Prof? Dr® Vanessa Lima Gongcalves - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof® Dr® Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias

Prof. Dr. Adélio Alcino Sampaio Castro Machado - Universidade do Porto

Prof. Dr. Alexandre Leite dos Santos Silva - Universidade Federal do Piaui
Prof. Dr. Carlos Eduardo Sanches de Andrade - Universidade Federal de Goias
Prof® Dr® Carmen Lucia Voigt - Universidade Norte do Parana

Prof. Dr. Eloi Rufato Junior - Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Prof. Dr. Fabricio Menezes Ramos - Instituto Federal do Para

Prof. Dr. Juliano Carlo Rufino de Freitas - Universidade Federal de Campina Grande
Prof. Dr. Marcelo Marques - Universidade Estadual de Maringa

Prof® Dr® Neiva Maria de Almeida - Universidade Federal da Paraiba

Prof? Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Takeshy Tachizawa - Faculdade de Campo Limpo Paulista

Conselho Técnico Cientifico

Prof. Msc. Abraao Carvalho Nogueira - Universidade Federal do Espirito Santo

Prof. Msc. Adalberto Zorzo - Centro Estadual de Educacao Tecnol6gica Paula Souza
Prof. Dr. Adaylson Wagner Sousa de Vasconcelos - Ordem dos Advogados do Brasil/Seccional Paraiba
Prof. Msc. André Flavio Gongalves Silva - Universidade Federal do Maranhao

Prof® Dr® Andreza Lopes - Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento Académico

Prof® Msc. Bianca Camargo Martins - UniCesumar

Prof. Msc. Carlos Antdnio dos Santos - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Msc. Claldia de Araljo Marques - Faculdade de Musica do Espirito Santo

Prof. Msc. Daniel da Silva Miranda - Universidade Federal do Para

Prof?® Msc. Dayane de Melo Barros - Universidade Federal de Pernambuco

| Atena

Editora
Ano 2020




Prof. Dr. Edwaldo Costa - Marinha do Brasil

Prof. Msc. Eliel Constantino da Silva - Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita

Prof. Msc. Gevair Campos - Instituto Mineiro de Agropecuaria

Prof. Msc. Guilherme Renato Gomes - Universidade Norte do Parana

Prof* Msc. Jaqueline Oliveira Rezende - Universidade Federal de Uberlandia

Prof. Msc. José Messias Ribeiro Jlnior - Instituto Federal de Educacao Tecnoldgica de Pernambuco
Prof. Msc. Leonardo Tullio - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof® Msc. Lilian Coelho de Freitas - Instituto Federal do Para

Prof® Msc. Liliani Aparecida Sereno Fontes de Medeiros - Consércio CEDERJ

Prof® Dr? Livia do Carmo Silva - Universidade Federal de Goias

Prof. Msc. Luis Henrique Almeida Castro - Universidade Federal da Grande Dourados

Prof. Msc. Luan Vinicius Bernardelli - Universidade Estadual de Maringa

Prof. Msc. Rafael Henrique Silva - Hospital Universitario da Universidade Federal da Grande Dourados
Prof® Msc. Renata Luciane Polsagque Young Blood - UniSecal

Prof® Msc. Solange Aparecida de Souza Monteiro - Instituto Federal de Sao Paulo

Prof. Dr. Welleson Feitosa Gazel - Universidade Paulista

Dados Internacionais de Catalogagao na Publicagao (CIP)
(eDOC BRASIL, Belo Horizonte/MG)

F635 Floricultura, plantas ornamentais e cultura de tecidos de plantas
[recurso eletrbnico] / Organizadoras Raissa Rachel Salustriano
da Silva-Matos, Analya Roberta Fernandes Oliveira, Francisca
Gislene Albano-Machado. — Ponta Grossa, PR: Atena Editora,
2020.

Formato: PDF

Requisitos de sistema: Adobe Acrobat Reader.
Modo de acesso: World Wide Web.

Inclui bibliografia

ISBN 978-85-7247-972-1

DOI 10.22533/at.ed.721203001

1. Floricultura. 2. Plantas ornamentais — Cultivo. |. Silva-Matos,
Raissa Rachel Salustriano da. Il. Oliveira, Analya Roberta Fernandes.
lll. Albano-Machado, Francisca Gislene.

CDD 635.915

Elaborado por Mauricio Amormino Junior — CRB6/2422

Atena Editora
Ponta Grossa - Parana - Brasil
www.atenaeditora.com.br
contato@atenaeditora.com.br

| Atena

Editora
Ano 2020




APRESENTACAO

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

Entretanto, esse ramo da agricultura apresenta diversos desafios, dentre eles
mao-de-obra capacitada, tecnologias aplicadas, clima e mercado. Diante dessas
problematicas, € necessario cada vez mais pesquisas voltadas para o crescimento
da producéo e comercializagao de flores e plantas ornamentais dentro do territorio
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 informacgdes
técnicas sobre propagacéo, cultivos e comercializacdo de flores e ornamentais.
Ressaltando a importancia da pesquisa voltada para a propagacdo das culturas,
praticas de manejos e tecnologias adequadas.

Os conteudos presentes nos 13 capitulos da obra tém por objetivo proporcionar
ao leitor um vasto aprendizado sobre uma tematica pertinente para o agronegécio
brasileiro, visando um conhecimento sobre pesquisas que contribuem com melhorias

para o desenvolvimento e crescimento deste setor. Desejamos uma 6tima leitura.

Raissa Rachel Salustriano da Silva-Matos
Analya Roberta Fernandes Oliveira
Francisca Gislene Albano-Machado
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CAPITULO 7

BANDEAMENTO CROMOSSOMICO E ESTIMATIVA DO
CONTEUDO DE DNA EM Dietes bicolor (IRIDACEAE),
UMA IMPORTANTE ESPECIE ORNAMENTAL

Data de aceite: 20/01/2020

Data de submissao: 04/11/2019

Aryane Campos Reis

Universidade Federal de Juiz de Fora, Dep. de
Biologia

Juiz de Fora— MG

ID Lattes: http://lattes.cnpq.br/7130316406868595
Isabel Teresa Silva Souza

Universidade Federal de Juiz de Fora, Dep. de
Biologia

Juiz de Fora— MG

ID Lattes: http://lattes.cnpq.br/0325853578086244
Saulo Marcal de Sousa

Universidade Federal de Juiz de Fora, Dep. de
Biologia

Juiz de Fora— MG

ID Lattes: http://lattes.cnpq.br/1072595667261078

RESUMO: O género Dietes (Iridaceae), descata-
se por possuir espécies amplamente usadas
na ornamentacdo devido a presenca de flores
exuberantes de facil cultivo e boa adaptacao
a diversos tipos de solos. Embora as espécies
sejam bastante utilizadas no paisagismo de
casas, pracas e jardins, pouco se sabe sobre
a constituicdo cromossdmica das espécies. O
objetivo do presente trabalho foi caracterizar
citogeneticamente a espécie Dietes bicolor
por meio de andlises de bandeamento com

Floricultura, Plantas Ornamentais e Cultura de Tecidos de Plantas

fluorocromos base-especificos (DAPI/CMA,)
e estimar a quantidade de DNA nuclear por
meio de citometria de fluxo. Para isso, folhas
do padréao de referéncia (Pisum sativum) foram
maceradas juntamente com folhas jovens de
D. bicolor, em tampé&o WPB. A suspensédo de
nucleos resultante foi filtrada em uma malha de
40pum e entao foi adicionado 30uL do corante
iodeto de propideo (1mg/ml). As amostras foram
analisadasemtriplicasnocitometrodefluxo.Para
a anadlise citogenética, meristemas radiculares
oriundos de sementes foram pré-tratados
com solucédo bloqueadora 8-hidroxiquinoleina
(0,003M) por 10h e fixados em etanol e acido
acético (3:1). A digestao da parede celular foi
realizada com solucédo enzimatica Pectinase
Celulase (2:20) durante 3h a 37°C, em seguida
laminas foram confeccionadas por meio
da técnica de dissociacdo celular seguida
de secagem ao ar. Laminas previamente
analisadas foram submetidas ao bandeamento
com os fluorocromos DAPI (especifico para
regibes ricas em AT) e Cromomicina A,
(especifico para regides CG), permitindo a
identificacdo de regides heterocromaticas.
A partir dos resultados, obtidos foi possivel
identificar que a espécie possui 2C = 17,93 pg
de DNA. O caribtipo é composto por 2n = 40
cromossomos, apresentando 8 sitios terminais
CMA+/DAPI, sendo sete marcas localizadas em

bracos curtos e uma marca localizada no brago
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longo. Estas informacdes séo inéditas para a espécie e contribuem para uma melhor
caracterizagao cariotipica 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
adaptationtovarioustypes of soil. Although the species are widely usedinthe 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/CMA,) 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. bicolorin WPB buffer. The nuclei suspension
was filtered through a 40um mesh and then 30yl 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 A, (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.

11 INTRODUCAO - CITOTAXONOMIA

Frequentemente a distincao de plantas morfologicamente similares corresponde
a uma tarefa dificil, sendo muitas vezes ambigua e/ou contraditéria, em funcédo da
auséncia de caracteres que auxiliem na identificacdo. Assim, analises citologicas tém
sido extensivamente reconhecidas como ferramentas auxiliares para a taxonomia de
plantas, visto que o0 genoma e o numero cromossémico n&o sao influenciados por
fatores ambientais, constituindo, portanto, bons referenciais para a caracterizacéo de
espécies, assim como para o entendimento da evolugcao das mesmas (STTEBINS,
1971; SHAN, et al., 2003; SADER, et al., 2019).

Dentre os critérios basicos para a classificagao e descri¢ao citologica, as anélises
do nivel de ploidia e contetdo de DNA (C-value) por meio da técnica de citometria
de fluxo tém sido amplamente usadas no reconhecimento e distincdo de espécies,
auxiliando em problemas taxonémicos e evolutivos (DOLEZEL, 2007). Segundo
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Dolezel et al., (2007), a estimativa da quantidade de DNA tem sido realizada em
varios grupos de plantas, principalmente em espécies que apresentam semelhancas
ou diferencas morfolégicas devido a plasticidade fenotipica. Além disso, esse
método tem se mostrado eficiente no estudo de genomas vegetais, principalmente
pela reprodutibilidade, precisado e rapidez, além de requerer pequenas quantidades
de tecido vegetal para as analises (DOLEZEL e BARTOS, 2005; SOUZA et al. 2019).

Com relacdo aos estudos citogenéticos, as descricbes cariotipicas tém
contribuido na caracterizacao de espécies, ancestralidade e deteccao de poliploides
e hibridos nos mais variados grupos vegetais. Descricbes sobre 0 numero, tamanho,
morfologia e presenca de constricdes secundarias dos cromossomos correspondem
a critérios essenciais para a caracterizacdo de um taxon. Além disso, técnicas de
bandeamento cromossémico e Hibridizacdo in situ Fluorescente (FISH) também
sao 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 coloragdao com fluorocromos base-especificos permitem
identificar diferentes tipos de heterocromatina através de uma coloracéo diferencial ao
longo dos cromossomos (SUMNER, 2003). O fluorocromo cromomicina A, (CMA) e a
quinacrina sao especificos para regides ricas em GC (SCHWEIZER, 1976) enquanto
o Hoechst 33258 e o DAPI séo especificos para regides ricas em AT (GUERRA e
SOUZA, 2002).

Algumas espécies com problemas taxonémicos e com cariétipo estavel podem
revelar intensa variagdo estrutural, quando analisados com bandeamento C ou com
fluorocromos. E o caso, por exemplo, do género Cycas, que apresenta espécies e
subespécies com numero e morfologia cromossOémica bastante estaveis, possuindo,
no entanto, quantidade e qualidade variaveis de heterocromatina em diferentes
espécies e subespécies (KOKUBUGATA e KONDO, 1996). Em Citrus, é possivel
diferenciar os cromossomos em oito categorias, de acordo com a distribuicdo de
heterocromatina rica em GC ao longo dos cromossomos (CARVALHO et al., 2005;
MARQUES etal., 2011). Em Passiflora, a técnica de GISH associada ao bandeamento
cromossémico DAPI/CMA permitiu a identificacdo de hibridos e parentais (SILVA et
al., 2018). Em espécies de Jaborosa, foi possivel detectar altera¢cdes cromossdmicas
estruturais ocorridas ao longo da diversificacdo do grupo por meio de bandeamentos
cromossémicos (CHIARINI, 2016). Assim, fica claro o quanto a caracterizacao
citogenética baseada nos perfis de heterocromatina auxilia na descricao de espécies
e contribui na taxonomia de diversos grupos vegetais.

2| CITOGENETICA DE DIETES BICOLOR

A familia Iridaceae, descata-se por possuir espécies com flores exuberantes,
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muito usadas na ornamentacao. No Brasil, os géneros mais utilizados no paisagismo
sao Iris, Neomatrica, Trimezia, Gladiolus, Dietes e Crocosmia, sendo 0s trés primeiros
nativos do pais e os trés ultimos representados por espécies exéticas (LORENZI e
SOUZA, 2001). Além da importéncia ornamental, algumas espécies também séao
utilizadas na fitoterapia (apresentando acdes antifungicas e antibacterianas) e na
culinaria (CARPELLARI JUNIOR, 2000; HOSSEINZADEH et al., 2005).

Dentre as espécies utilizadas na ornamentacao, Dietes bicolor corresponde a
uma espécie amplamente empregada no paisagismo de casas, pragas e jardins. Sua
resisténcia as variagbes ambientais, facil cultivo, aliada as caracteristicas 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 descricoes cariotipicas. Os dados se restringem apenas ao nimero
cromossémico (2n=40 (GOLDBLATT, 1981).

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

31 MATERIAL E METODOS
3.1 Material vegetal

Sementes de D. bicolor coletadas no municipio de Juiz de Fora (MG) foram
escarificadas por abrasdo e germinadas em placas de petri contendo papel filtro
umedecido com 2 mL de 4gua destilada. As plantulas originadas foram transplantadas
para vasos contendo terra e substrato (1:1). Meristemas radiculares foram coletados
para andlises citogenéticas e folhas jovens foram coletadas para as analises de
estimativa da quantidade de DNA.

3.2 Estimativa da quantidade de DNA

Para a estimativa do conteudo de DNA, folhas de plantulas jovens foram
maceradas juntamente ao tecido foliar do padrao interno de referéncia Pisum sativum
(9,09 pg de DNA) (DOLEZEL et al., 2007), em 700 pL do tampdo WPB (LOUREIRO
et al., 2007). A suspensao de nucleos resultante foi filtrada em uma malha de 50 um
e o produto do filtrado coletado em um tubo de poliestireno. A coloracao dos nucleos
foi realizada com a adi¢cdo de 25 uL de iodeto de propidio (1mg/mL). Além disso, 5
pL de RNAse (1mg/mL) foram acrescentados a mistura com a finalidade de diminuir
possiveis interferéncias ocasionados por moléculas de RNA durante a leitura das
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amostras.

As analises foram realizadas em ftriplicatas a partir de 10 individuos.
Aproximadamente 5.000 nucleos foram analisados por amostra, em citbmetro
de fluxo CytoFLEX (Beckman Coulter, CA, EUA). Os histogramas gerados foram
analisados utilizando-se o programa CytExpert 2.0.1 e o conteudo de DNA obtido
segundo a formula proposta por DOLEZEL e BARTOS (2005):

Valor observado no canal do pico da espécie
Valor observado no canal do pico do padrao

Amostra (2C) = x Quantidade de DNA do padrao interno

3.3 Confeccao de Laminas

Para a analise citogenética, meristemas radiculares foram pré-tratados com o
bloqueador mitético 8-hidroxiquiloneina (HQ) 0,003M por 10 horas a 4°C. Decorrido
o bloqueio, os meristemas foram lavados em agua purificada, e devidamente fixados
em etanol e acido acético (3:1) por no minimo 24 horas a 4 °C. Aremocao da parede
celular ocorreu a partir da solugdo enzimatica Pectinase (Sigma) e Celulase (Serva-
Onozuka R-10) nas concentragdes de 20% e 2%, respectivamente, por cerca de 4
horas a 37 °C. As Ilaminas foram confeccionadas a partir da técnica de dissociacao
celular com secagem ao ar (CARVALHO, 1993; 1997) e coradas com 4-6-diamidino-
2-fenilindol (DAPI, Sigma, EUA).

3.4 Bandeamento cromossomico DAPI/CMA,

Para a caracterizacdo da heterocromatina rica em GC, laminas envelhecidas,
previamente selecionadas foram submetidas ao protocolo de bandeamento de acordo
com SCHWEIZER (1976). Aproximadamente 30 yL de CMA, (0,1mg/mL) foram
adicionados as laminas, e estas foram incubadas em camara escura por uma hora.
Decorrido o tempo de incubacéo, as laminas foram lavadas com agua destilada e em
seguida foi adicionado 30 pL de distamicina (DA) por 30 minutos. Sequencialmente,
as laminas foram coradas com DAPI (1ug/mL), incubadas durante 30 minutos e
montadas em meio Antifade. As analises foram realizadas em microscopia de

epifluorescéncia Olympus BX51 com um conjunto de filtros apropriado.

4 1 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos resultados obtidos foi possivel confirmar o nUmero cromossdémico
de D. bicolor de 2n=40, como previamente descrito por Goldblatt e Takei (1997). O
conteudo 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 analises, D. bicolor apresenta o cariétipo simétrico com cromossomos
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metacéntricos e submetacéntricos (Férmula Cariotipica = 11m + 9sm) (Fig 2). Esta
simetria cariotipica também pode ser observada em outras espécies de Dietes e em
outros géneros de Iridaceae, como em Belamcanda, por exemplo (ALVES, 2008).
Considerando o numero basico do género como x=10, provavelmente, D. bicolor
corresponde a uma espécie tetraploide.

Com relagédo ao bandeamento cromossGmico, n6s encontramos oito sitios
terminais CMA*/DAPI,, sendo sete sitios localizados no brago curto e um sitio no
braco longo. Adicionalmente, foi possivel observar heteromorfismos entre alguns
pares cromossdémicos. Os cromossomos VIl e XIX apresentaram variagcao quanto a
presencade marcas CMA*. Relatos de heteromorfismos jaforam observados emoutros
géneros de Iridaceae e sao considerados frequentes na familia, especialmente na
tribo Tigrideae (ALVES, 2008; SENGUPTA e SEM, 1988). Rearranjos cromossémicos
como inversdes e translocacbes sdo sugeridos para explicar as diferengas entre
homdlogos, e segundo os autores, tais variacbes teriam um importante valor
adaptativo para as espécies, as quais se mostram bastante adaptadas ao ambiente
em que vivem (GOLDBLATT, 1982; BELTRAO e GUERRA, 1990).

Embora todas as marcas CMA* tenham sido observadas nas por¢des terminais
dos cromossomos, grandes diferencas quanto a dimensao das marcas e brilho dos
sinais foram detectados. Isso pode ser explicado por mecanismos capazes de alterar
sequéncias repetitivas. Frequentemente, regides de heterocromatina constitutiva séo
formadas por repeticoes de nucleotideos in tandem, que sao susceptiveis a varias
alteragdes estruturais, como: duplicacdo de segmentos, delecdo de sequéncias,
transposicdo, entre outras. Todos estes rearranjos auxiliam na diferenciagcao de
cariotipos e contribuem para a diversificacdo das espécies ao longo do tempo
(HLOUSKOVA et al. 2019; CHESTER et al. 2011).

Estas informagdes sao inéditas para a espécie e contribuem para uma melhor
caracterizagdo cariotipica, que podera ser utilizada para estudos futuros de pré-
melhoramento genético. Além disso, os resultados somam informagdes relevantes
para a evolugao cariotipica no género e levantam discussbes sobre a estrutura
dos cromossomos e composi¢ao cariotipica 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
padrao interno de referéncia utilizado foi Pisum sativum (2C = 9,09 pg).

18 19 19 20
sm sm sm m

il

Fig 2. Metafases de Dietes bicolor (2n=40) coradas os fluorocromos: a) DAPI e b) CMA, C)
sobreposic¢éo das coloragbes DAPI/CMA, d) Idiograma representativo dos cromossomos de
Dietes bicolor. As setas indicam heteromorfismo de pares cromossémicos; m = metacéntrico;

sm = submetacéntrico. Barra = 5ym.
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