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Caracterização citogenética de quatro espécies brasileiras de Alstroemeria 

(Alstroemeriaceae) com as técnicas de FISH, CMA e DAPI 

 

 

RESUMO 
 

O gênero Alstroemeria L. é constituído de plantas monocotiledôneas pertencentes à família 

Alstroemeriaceae, na sua maioria espécies diploides contendo 2n=2x=16 cromossomos. No 

Brasil são encontradas cerca de 40 espécies. As alstroemérias adquiriram relevância mundial 

como plantas ornamentais de cultivo e de corte. Há necessidade de se ampliar os 

conhecimentos básicos e citogenéticos para as espécies silvestres brasileiras, de forma a 

caracterizar sobremaneira os bancos de Germoplasma existentes e incrementar a criação de 

novos bancos. O conhecimento citogenético é importante ainda no pré-melhoramento das 

espécies passíveis de serem utilizadas na criação de híbridos com valor comercial. No 

presente trabalho objetivou-se a caracterização cariotípica de quatro espécies de Alstroemeria 

(A. caryophyllaea, A. longistaminea, A. ochracea e A. variegata), através da aplicação das 

técnicas de bandamento com os fluorocromos Cromomicina A3 com distamicina (CMA/DA) e 

4’-6-diamidino-2-fenilindol com actinomicina (DAPI/AMD). Também, foram mapeadas as 

regiões organizadoras do nucléolo através da técnica de hibridação fluorescente de ácidos 

nucleicos in situ (FISH) utilizando-se como sondas DNA ribossômico as sequências de rDNA 

45S e 5S. Os resultados obtidos a partir da aplicação das técnicas de bandamento CMA/DA, 

DAPI/AMD e FISH para rDNA são inéditos para três das espécies brasileiras de Alstroemeria 

analisadas neste trabalho. Os resultados obtidos para as referidas espécies mostram cariótipos 

assimétricos, com 2n=2x=16 cromossomos, confirmando o número somático relatado na 

literatura para o gênero. Os complementos cromossômicos das quatro espécies analisadas 

apresentam em comum a fórmula cariotípica 2m+1sm+1st+4T-sat. Através do bandamento 

com os fluorocromos, DAPI/AMD e CMA/DA foi possível a caracterização das espécies pela 

diferenciação longitudinal dos cromossomos. O emprego de FISH com a sequência de rDNA 

45S, resultou em número variado de sinais em diferentes posições nos conjuntos 

cromossômicos.  Alguns pares de homólogos apresentaram polimorfismo para as regiões de 

rDNA. Foram estimados o comprimento total da cromatina (CTC), o índice centromérico 

(IC), o índice de assimetria cariotípica (TF%) e o coeficiente de variação das médias dos 

comprimentos totais dos cromossomos (CV%). O conjunto de dados obtidos permitiu a 

distinção entre os cariótipos das quatro espécies resultando num avanço na diferenciação 

interespecífica deste grupo de plantas.  
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Cytogenetic characterization of four Brazilian species of the genus Alstroemeria 

(Alstroemeriaceae) with techniques FISH, CMA and DAPI 

 
 

ABSTRACT 
 

The Alstroemeria genus consists of monocotyledonous plants belonging to the family 

Alstroemeriaceae, most of the species are diploids containing 2n=2x=16 chromosomes. In 

Brazil there are about 40 species. The Alstroemeria flowers acquired global significance as 

ornamental plants for cultivation and cutting. There is a need to expand the basic and 

cytogenetic knowledge for wild Brazilian species, in order to characterize mainly the 

germoplasma banks and also enhance the creation of new banks. Cytogenetic data are 

important for the species that may be used in the creation of hybrids with commercial value. 

The present study aimed to characterize the karyotype of four species of Alstroemeria (A. 

caryophyllaea, A. longistaminea, A. ochracea and A. variegata), by applying banding 

techniques with fluorochromes like Chromomycin A3 with Distamycin (CMA/DA) and 4'-6-

diamidino-2-phenylindole with Actinomycin (DAPI/AMD). The nucleolus organizer regions 

were also mapped applying the technique of nucleic acid fluorescent in situ hybridization 

(FISH) using as probe the sequences of ribosomal DNA 45S (rDNA45S) and 5S (rDNA5S). 

The results obtained from banding techniques with CMA/ DA, DAPI/AMD and FISH for 

rDNA are new for three of the species here studied. The results obtained for the four species 

showed asymmetrical karyotypes, with 2n=2x=16 chromosomes and corroborated the somatic 

number reported in the literature for the genus. The chromosome complements of the four 

species analyzed have in common the karyotypic formula as 2m+1sm+1st+4T-sat. By 

banding with fluorochromes, DAPI/AMD and CMA/DA it was possible to characterize the 

species by longitudinal differentiation of chromosomes and the use of FISH with the 45S e 5S 

rDNA sequence resulted in a number of different signals in different positions in the 

chromosome sets. Some pairs of homologous showed polymorphism for some regions of 

rDNA. The study estimated the total length of chromatin (CTC), the centromeric index (CI), 

the karyotype asymmetry index (TF%) and coefficient of variation of mean total lengths of 

chromosomes (% CV). From the data obtained, it was possible to distinguish between the 

karyotypes of the four species, resulting in a step of great importance to differentiate between 

species in this group of plants. 

 

Key Words: germoplasm bank, karyotyping, ornamental plant, cytomolecular technique

 



1 
 

1 INTRODUÇÃO 

 
 

A família Alstroemeriaceae abrange cerca de 201 espécies que vão desde a região 

central do México e estendem-se por países como Chile, Bolívia, Peru, Venezuela, Paraguai e 

Argentina, Nova Zelândia, Austrália e Tasmânia. Já no Brasil, podem ser encontradas cerca 

de 40 espécies que estão distribuídas na região peri-amazônica sendo que grande parte das 

mesmas estão concentradas na porção leste do país (ASSIS, 2012).  

Sua ocorrência pode ser notada em quase todos os tipos de habitat como florestas, 

cerrados, campos de altitude, brejos, afloramentos rochosos e caatingas (ASSIS, 2001). 

O gênero é caracterizado principalmente por apresentar plantas herbáceas, eretas, 

rizomatosas, com raízes de reserva espessadas, folhas ressupinadas ou raramente não, 

inflorescência em cimeira umbeliforme e flores zigomorfas com padrões de manchas nas 

tépalas (ASSIS, 2001). As espécies são diploides (2n=2x=16) e possuem cariótipos 

assimétricos com cromossomos que variam em média de 7 a 30 μm no comprimento 

(ZANELA & PINTO-MAGLIO, 2010). 

Devido à beleza de suas flores, as espécies de Alstroemeria adquiriram nas últimas 

décadas, relevância mundial como plantas ornamentais de cultivo e de corte. Desde o século 

XVI até hoje, vários trabalhos de melhoramento têm sido realizados. Entre os países de maior 

produção comercial de Alstroemeria estão Holanda, Chile, Inglaterra, Estados Unidos, Japão e 

Venezuela (IBRAFLOR, 2013). 

Grandes exportadores de mudas de ornamentais, como a Holanda, utilizam 

principalmente espécies chilenas como base de melhoramento. As espécies brasileiras por 

apresentarem espécies com morfologia floral diversificada também têm se tornado alvo de 

interesse para estes países. 

No Brasil, o mercado dessas plantas ainda é dependente de materiais importados, 

principalmente de híbridos envolvendo espécies chilenas e alguns deles com espécies 

brasileiras, que na sua maioria são desenvolvidos na Holanda.  

Há, portanto, a necessidade de se ampliar os conhecimentos básicos e de pré-

melhoramento para as espécies silvestres brasileiras de forma a caracterizá-las e sobremaneira 

caracterizar também os bancos de Germoplasma existentes bem como incrementar a criação 

de novos bancos.  

Nesse sentido, dados citogenéticos são importantes na caracterização de espécies bem 

como na pré-avaliação de afinidade genética entre espécies parentais, quando de cruzamentos 

para produção de híbridos, e após os cruzamentos, na avaliação da estabilidade de híbridos. 
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Este conhecimento vem complementar a caracterização das espécies do Banco de 

Germoplasma do IAC o qual foi constituído visando à utilização de espécies em programas de 

cruzamento para a produção de híbridos com potencial ornamental e também a preservação de 

espécies nativas.  

Diferentes técnicas citogenéticas clássicas e técnicas de citogenética molecular, tais 

como a coloração com Giemsa, o bandamento com os fluorocromos 4-6- diamidino-2-

fenilindol com actinomicina D (DAPI/AMD) e Cromomicina A3 com distamicina (CMA/DA) 

como também a técnica de hibridação in situ de ácidos nucleico fluorescente (FISH) com 

sequências específicas, têm sido importantes na caracterização de espécies de plantas e 

animais. O bandamento com DAPI/AMD e CMA/DA, diferencia os cromossomos 

longitudinalmente pela composição de bases do DNA presente na cromatina. O corante DAPI 

evidencia regiões de cromatina do cromossomo ricas em pares de base AT, e o corante CMA 

revela regiões ricas em GC, permitindo a individualização dos cromossomos dentro do 

complemento das espécies. A técnica FISH, associada ao uso de sequências específicas de 

DNA ribossômico (rDNA) como sonda é usada para determinação do número e localização de 

regiões organizadoras do nucléolo (NOR), presentes no complemento cromossômico das 

espécies. As sequencias de rDNA são marcadores cromossômicos que além de caracterizar as 

espécies podem ser associados com características morfológicas particulares de espécies que 

tenham particular interesse para serem utilizadas em programas de cruzamento para a 

obtenção de progênies com características especiais para floricultura.  

Este trabalho teve como objetivo dar continuidade à caracterização citogenética de 

espécies brasileiras do gênero Alstroemeria do banco de germoplasma do IAC. A 

caracterização foi realizada através da cariotipagem, com a aplicação de técnicas de 

bandamento cromossômico com os fluorocromos DAPI/AMD e CMA/DA e da hibridação in 

situ fluorescente (FISH) para a sequência de DNA ribossômico (rDNA) 18S-5,8-26S e 5S, em 

quatro espécies: A. caryophyllaea Jacq., A. longistaminea Mart. ex Schult. & Schult.f., A. 

ochracea M.C.Assis e A. variegata M.C.Assis. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 

 

2.1 Aspectos Gerais da Família Alstroemeriaceae 
 
 

O gênero Alstroemeria foi descrito em 1714 quando Feuille noticiou e descreveu pela 

primeira vez espécies de alstroemérias crescendo às margens de um riacho na cidade de 

Concepción no Chile e classificou essa planta como uma espécie de Hemerocallis, 

possivelmente por causa das raízes tuberosas de armazenamento. Após encaminhar as novas 

espécies para identificação a Linnaeus, Feuille nomeou o gênero Alstroemeria em 

homenagem ao estudante e amigo, Claes Alstroemer (AKER & HEALY, 1990). 

No passado, o gênero foi agrupado na família Amaryllidaceae (BAKER, 1888) e 

posteriormente Liliaceae (BUXBAUM, 1954), sendo hoje pertencentes à Alstroemeriaceae. A 

família é dividida em cinco gêneros: Alstroemeria L., Bomarea Mirb., Leontochir Phil., 

Luzuriaga Ruiz. et Pav. E Drymophila R. Br. (APG III, 2009; ASSIS 2001, 2004b, 2007, 

2012; CONRAD & CLIFFORD, 1998; SANSO & XIFREDA, 2001).  

A Alstroemeria é composta por plantas perenes com raízes de armazenamento ricas 

em amido. As espécies do gênero são caracterizadas principalmente por plantas herbáceas, 

eretas, com inflorescências em cimeira umbeliforme e de flores zigomorfas com padrões de 

listras nas tépalas (SANSO, 1996; ASSIS, 2001; SANSO & XIFREDA, 2001) (Figura 1). O 

gênero é distribuído em uma ampla variedade de habitat, desde pântanos a áreas desérticas, ou 

regiões baixas de florestas tropicais às altas áreas da região dos Andes.  

Espécies de Alstroemeria são encontradas no Peru, Chile, Brasil, Venezuela, Paraguai, 

Bolívia e Argentina. O centro de distribuição aparentemente é a região central do Chile 

(BAYER, 1987). Algumas espécies como A. pelegrina, A. ligtu e A. aurea são vastamente 

distribuídas, já outras como A. patagonica, são endêmicas de pequenas áreas. (UPHOF, 

1952). Espécies do gênero Alstroemeria apresentam duas áreas de maior distribuição: o grupo 

das espécies brasileiras ocorre na região leste do Amazonas e nos estados de Goiás, Minas 

Gerais, Piauí, Pará, São Paulo e Rio Grande do Sul. Já o grupo de espécies chilenas pode ser 

encontrado desde a região costeira do Peru, se estende por todo território chileno, 

atravessando as áreas Andinas até Bolívia, ocorrendo até o sul da Argentina e Patagônia 

(BAKER, 1888; BAYER, 1987).  

A distribuição fitogeográfica desses dois grupos coincide com regiões de elevações 

altas ou áreas costeiras. Estudos fisiológicos revelam que o florescimento de algumas 

cultivares de Alstroemeria é altamente dependente de períodos e solos que apresentam baixas 
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temperaturas (STINSON, 1942, 1952; HEALY & WILKINS 1982, 1986). Esse fator também 

é necessário para a germinação de sementes de muitas espécies de Alstroemeria 

(HANNIBAL, 1942). Sendo assim, a distribuição de Alstroemeria é limitada em algumas 

regiões da América do Sul (Figura 2). 

Das 100 espécies do gênero Alstroemeria L. registradas para a América do Sul, 39 

delas são endêmicas do Brasil (ASSIS, 2001). Entretanto, tal número de espécies pode 

apresentar variação já que existe um grande problema na distinção de espécies de 

Alstroemeria devido à grande variedade de características morfológicas e da alta frequência 

de hibridação interespecífica espontânea. Além disso, existem poucas barreiras citológicas 

para impedir o cruzamento interespecífico em Alstroemeria (HANNIBAL, 1941; TSUCHIYA 

et al., 1987).  

Embora a maioria das espécies de Alstroemeria seja restrita a América do Sul, gêneros 

próximos de Alstroemeria também são encontrados em regiões que se estendem da América 

do Sul até região central do México, como, por exemplo, o gênero Bomarea (UPHOF, 1952). 

 

 

Figura 1 - Ramos reprodutivo e vegetativo de espécies do gênero Alstroemeria em cultivo na 

estufa do Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de Recursos Genéticos Vegetais do Instituto 

Agronômico de Campinas (IAC). (A) Flores A. cunha; (B) Frutos de A. cunha; (C) Ramo 

vegetativo mostrando o rizoma com raízes de reserva de A. plantaginea (Imagem retirada de 

ASSIS (2001) - Desenhista - Eduardo Henrique Peiruque Kickhofel). Fotos de C.A.F. Pinto- 

Maglio. 
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Figura 2 - Espécies de Alstroemeria encontradas na América do Sul, com seus respectivos 

locais de origem (AKER & HEALY, 1990). 



6 
 

 
 

2.2 Aspectos Econômicos do Gênero Alstroemeria L. 
 
 

O mercado mundial de flores movimenta valores próximos de US$ 60 bilhões por ano, 

sendo o segmento de flores de corte o mais significativo, seguido pelo de plantas vivas, 

bulbos e folhagens (BATALHA & BUAINAIN, 2007). 

O principal mercado consumidor mundial de flores e plantas ornamentais é a União 

Europeia, cujos principais fornecedores são Holanda, seguidos por Colômbia, Equador, Peru, 

Itália, Costa Rica, Chile, México, Dinamarca, Israel, Quênia, África do Sul e Austrália. 

No Brasil o mercado das flores movimenta cerca US$ 750 milhões por ano e 

(SEBRAE, 2006), sendo os principais países importadores a Holanda (50,09%), Estados 

Unidos (21,29%), Itália (9,63%), Japão (4,94%) e Bélgica (4,41%). Essa atividade 

caracterizada pela presença de pequenos e médios produtores, além de um reduzido número 

de grandes empresas (IBRAFLOR, 2011). 

O agronegócio de flores e plantas ornamentais vem se expandindo no Brasil, com 

taxas de crescimento de 12% ao ano e um dos aspectos que contribui para a expansão são as 

condições climáticas do país que favorece o cultivo de flores de clima temperado e tropical 

(IBRAFLOR, 2012).  

De acordo com MOTOS (2001), a produção nacional é voltada basicamente para o 

mercado interno. Um dos entraves à exportação de flores e plantas ornamentais diz respeito à 

qualidade e padronização das espécies. A perecibilidade e a consequente perda de produto 

pós-colheita, pode atingir até 40%.  

Segundo dados do SEBRAE (2006), a produção de flores e plantas ornamentais está 

distribuída em 304 municípios e a área de produção de flores estimada é de 11.800 mil 

hectares.  

A Região Sudeste é o principal centro consumidor, sendo a maior concentração no 

Estado de São Paulo que detém 74,5% da produção nacional, seguidos de Santa Catarina, 

Pernambuco, Alagoas, Ceará, Rio Grande do Sul, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Paraná, 

Goiás, Bahia, Espírito Santo, Amazonas e Pará (BATALHA & BUAINAIN, 2007).  

O estado de São Paulo tem a liderança em tecnologia, produção e lançamento de 

produtos sendo o comércio de plantas ornamentais liderados pelo Veiling - Holambra (leilão 

através da Cooperativa), pela CEAGESP (Cia de Entreposto de Armazéns Gerais de São 
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Paulo) e pela CEASA-Campinas (Central de Abastecimento S.A.) (JUNQUEIRA & PEETZ, 

2008). 

O gênero possui importância econômica desde os tempos dos incas, aonde as raízes 

tuberosas ricas em amido eram bastante utilizadas.  Através dos anos as alstroemérias 

passaram a ter valor ornamental como flores de cultivo e posteriormente também como flores 

de corte (BULLOCK, 1952; HEALY & WILKINS, 1982, 1986).  

Segundo a IBRAFLOR, (Instituto Brasileiro de Floricultura-

http://www.ibraflor.com.br), em 2011 o setor de floricultura faturou cerca de R$ 4,3 bilhões e 

tem registrado crescimento de 10 a 15% ao ano nos últimos 10 anos, representando um 

aumento de 2 a 5% no PIB. 

Também conhecidas como lírio dos incas, espécies de Alstroemeria e híbridos tem 

ganhado popularidade em todo o mundo como flores de corte devido a grande variedade de 

cores e alta durabilidade das flores após a colheita (SANSO, 2002). 

Espécies nativas do Chile apresentam flores de tamanho maior quando comparadas às 

espécies nativas brasileiras. No entanto, as alstroemérias brasileiras, embora com flores 

menores, apresentam maior diversificação de padrões de flores. A criação de híbridos unindo 

estes dois aspectos (tamanho e variedade) traz para o mercado um fator de grande interesse. 

Especificamente para Alstroemeria, na cotação do mercado permanente de flores do 

dia 22/02/2013, na Ceasa-Campinas, o valor da dúzia de hastes variou de R$ 6,00 a R$ 9,00. 

Esse valor oscila conforme a época de produção das flores 

(http://www.ceasacampinas.com.br).  

Devido ao crescimento do setor de plantas ornamentais no país, observa-se a 

necessidade de ampliar as pesquisas de caracterização e conservação de espécies nativas com 

características potencialmente econômicas para utilização das mesmas na área de 

melhoramento.  

Grande parte da variabilidade das plantas comercializadas tem origem em hibridações 

(BUITENDIJK et al., 1995; DE JEU & JACOBSEN, 1995) ou através de tratamentos 

mutagênicos (LU & BRIDGEN, 1997), no entanto, essas metodologias têm gerado híbridos 

com diferentes graus de incompatibilidade. Uma das maneiras de se efetuar a avaliação da 

estabilidade dos híbridos, antes de serem colocados no mercado, é conhecer 

citogeneticamente as espécies parentais bem como os híbridos formados. Através das técnicas 

de bandamento ou hibridação, é possível montar padrões específicos para cada cromossomo 

individualmente, diferenciando-os tanto dentro do conjunto cromossômico e entre espécies.  
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Assim, além de ser possível verificar diferentes graus de homologia entre os 

cromossomos, com essas técnicas podem-se estimar os possíveis parentais da espécie 

estudada, criar relações filogenéticas, verificar ocorrência de mutações (deleção, inserção e 

translocação), como também conferir a estabilidade de híbridos através de estudos no 

pareamento dos homólogos. 

 
 

2.3 Estudos Citogenéticos para o Gênero Alstroemeria L. 
 
 

Um dos primeiros estudos envolvendo citogenética clássica foi realizado por 

TSUCHIYA & HANG (1987), onde foi determinado o número cromossômico para nove 

espécies (A. aurantiaca, A. psittacina, A. pulchella, A. pelegrina, A. versicolor, A. haemantha, 

A. chilensis, A. caryophyllaea e A. hookeri). Todas apresentaram cariótipo diploide com 

2n=2x=16 cromossomos. Nos anos seguintes, TSUCHIYA & HANG (1988; 1989), 

estudaram outras espécies e os autores determinaram 2n=16 como número cromossômico 

somático para o gênero. Apenas a cultivares apresentaram número diferenciado de 

cromossomos tendo sido observados triploides e tetraploides. 

Outros estudos citogenéticos vieram confirmar que as espécies de Alstroemeria são 

diploides na sua maioria com 2n=2x=16 cromossomos (PINTO-MAGLIO et al., 1995; 

SANSO, 2002; ZANELA, 2009; ZANELA et al., 2010). Alguns trabalhos registraram 

híbridos interespecíficos triploides (3n=3x=24) e tetraploides (4n=4x=32) (BUITENDIJK & 

RAMANA, 1996; ISHIKAWA & ISHIKAWA, 2002).  

SANSO (1996) caracterizou citogeneticamente a maioria das espécies argentinas de 

Alstroemeria. Já BAYER (1987) e MUÑOZ-SCHICK (2003), se dedicaram à caracterização 

de espécies chilenas. SANSO (2002), em outro estudo citogenético, trabalhou tanto com 

espécies argentinas como espécies chilenas, a saber: A. pygmaea, A. andina ssp. venustula, A. 

patagonica, A. pseudospathulata, A. hookeri ssp. cummingrana, A. hookeri ssp. recumbens e 

A. palliada. Para as espécies A. andina ssp. venustula e A. pygmaea foi feita a cariotipagem, 

já para as demais espécies foram realizados estudos meióticos. Para todas estas espécies 

foram registrados números diploides com 2n=2x=16 cromossomos. 

Além de contagem cromossômica e cariotipagem outros trabalhos de citogenética 

aplicada, também têm sido registrados para Alstroemeria, pois parte da variabilidade das 

plantas comercializadas de Alstroemeria tem origem a partir de hibridações interespecíficas 
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ou de tratamentos mutagênicos (TSUCHIYA et al., 1987; KUIPERS, 1997). Estas 

metodologias geram híbridos com diferentes graus de incompatibilidade.  

Na literatura encontram-se trabalhos, onde cariótipos de diferentes espécies de 

Alstroemeria foram comparados, buscando-se similaridades citogenéticas de forma a 

direcionar cruzamentos para a produção de híbridos estáveis ou para estabelecer a filogenia de 

híbridos já formados (BUITENDIJK & RAMANNA, 1996; BUITENDIJK et al., 1997). 

DE JEU et al. (1997), através da técnica de FISH, estudaram três sequencias de DNA 

isoladas de biblioteca genômica de DNA da espécie A. aurea, sendo uma sequência altamente 

específica, uma telomérica e uma não específica. A técnica de FISH revelou sequencias 

repetitivas específicas em todos os cromossomos em regiões de heterocromatina de A. aurea. 

Diferenças no padrão de marcação foram notadas e utilizadas como ferramenta para análise 

cariotípica. As sequências não específicas mostraram sinais dispersos por todos os 

cromossomos de híbridos interespecíficos de Alstroemeria. Através das técnicas de FISH e 

Southern-blot, foi possível realizar estudos filogenéticos, analisar híbridos interespecíficos 

como também estudos de introgressão entre 21 espécies de Alstroemeria chilenas e 

brasileiras.  

No mesmo ano KAMSTRA et al. (1999), monitoraram através da técnica de FISH, 

duas sequências específicas de DNA (A001-I – específica para A. aurea e D32-13 – específica 

para A. inodora) e duas sequências conservativas de rDNA (25S e 5S) para as duas espécies 

de Alstroemeria. As duas espécies diferiam na quantidade de heterocromatina, a espécie 

chilena A. aurea apresentou maior quantidade de heterocromatina do que a espécie brasileira 

A. inodora. A região específica A001-I hibridizou especificamente nas regiões de 

bandamento-C de todos os cromossomos em A. aurea. A localização das sequencias D32-13 

nos cromossomos em A. inodora assemelhou-se com a localização da sequencia nos 

cromossomos em A. aurea. Também, foi verificada uma notável diferença no número e 

distribuição de regiões de rDNA entre as duas espécies. A técnica de FISH possibilitou à 

construção dos cariótipos de ambas as espécies com a identificação individual dos 

cromossomos baseada na localização dos sinais de hibridação.  

KUIPERS et al. (1997), estudaram a relação entre os genomas de quatro espécies de 

Alstroemeria chilenas (A. aurea, A. ligtu, A. magnifica A. pelegrina) com duas espécies 

brasileiras (A. inodora e A. psittacina), através das técnicas de Slot-blot e Southern blot. 

Como resultado, os autores puderam verificar diferenças entre os cromossomos parentais dos 

híbridos entre espécies chilenas e brasileiras. Através de outra técnica citomolecular, a técnica 

de análise de hibridação in situ com de DNA genômico total (genomic in situ hybridization – 
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GISH), aplicada nos híbridos interespecíficos entre as espécies acima, obtidos por cultura de 

óvulo, pôde ser constatada claramente a distinção entre dos genomas parentais.  

Outra maneira de distinguir as espécies é através do conteúdo de DNA nuclear 

(BUITENDIJK et al., 1995; DE JEU AND JACOBSEN, 1995). Sendo assim, BUITENDIJK 

et al. (1997), estimaram o conteúdo nuclear de DNA em 12 espécies de Alstroemeria, 

utilizando técnicas de citometria de fluxo e bandamento-C com DAPI.  

SANSO et al. (1998), seguindo a linha da citogenética clássica, efetuaram estudos 

comparativos dos cariótipos de espécies de Alstroemeria (A. psittacina e A. isabellana) e de 

espécies do gênero Bomarea (B. boliviensis e B. edulis). Neste trabalho os autores puderam 

observar que os cromossomos do gênero Alstroemeria eram comparativamente mais 

assimétricos e com comprimentos maiores que os cromossomos de Bomarea. Além desta 

diferença morfológica entre os cromossomos, os gêneros também apresentam números 

cromossômicos diferentes, sendo 2n=2x=16 para o gênero Alstroemeria e 2n=2x=18 para 

Bomarea.  

A fim de estimar a extensão e posição dos cromossomos homólogos recombinantes 

durante a meiose em híbridos interespecíficos distantes em Alstroemeria, KAMSTRA et al. 

(1999), analisaram a constituição cromossômica de seis primeiras gerações de 

retrocruzamento usando a técnica de FISH e GISH. Quatro diferentes sondas foram usadas 

para análise de FISH, sendo duas específicas para espécies e duas sondas de rDNA. As seis 

primeiras gerações de híbridos foram obtidas através do cruzamento A. aurea X A. inodora. 

Através da técnica de GISH foi possível identificar claramente todos os cromossomos de 

ambos os genomas parentais assim como os cromossomos recombinantes. As análises em 

conjunto de GISH e FISH permitiram a identificação precisa dos cromossomos individuais 

das plantas dos retrocruzamentos, resultando na construção detalhada dos cariótipos das 

plantas. Através do GISH foi possível registrar os cromossomos homeologos recombinantes 

em dois diferentes tipos de gametas de híbridos F1. Também foram vistas evidências de 

rearranjos estruturais (inversão e translocação) entre cromossomos das espécies parentais. 

Apesar de o gênero Alstroemeria apresentar a maioria das espécies diploides, existem 

híbridos interespecíficos naturais e também híbridos sintéticos poliploides. A análise de 

meiose de genomas híbridos em geral, mais precisamente a análise do pareamento entre 

cromossomos homólogos é um ponto essencial para a previsão de possíveis problemas de 

fertilidade dos gametas que serão produzidos. Sendo assim, KAMSTRA et al. (2004) 

avaliaram a associação cromossômica e formação de quiasmas em células mãe de pólen na 

metáfase II de quatro plantas alotriploides do retrocruzamento (BC1) de plantas (2n=3x=24) 
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obtidos através do retrocruzamento (BC1) de híbridos de A. aurea X A. inodora com o 

parental A. inodora. Os autores distinguiram os cromossomos de ambos parentais através da 

técnica de GISH, onde os cromossomos paternos foram marcados através da técnica de FISH 

com duas sondas com diferentes cores, específicas para regiões repetitivas de satélites. As 

quatro plantas do BC1 possuíam dois genomas de A. inodora e um genoma de A. aurea. 

Números variáveis de cromossomos recombinantes, resultantes da recombinação meiótica dos 

híbridos interespecíficos, foram encontrados nas plantas. Através das técnicas, GISH e FISH, 

foi possível distinguir, durante o pareamento cromossômico, a associação de cromossomos 

bivalentes e trivalentes. 

BAEZA et al. (2006), compararam o cariótipo de cinco populações de três subespécies 

de Alstroemeria ligtu (A. ligtu subsp. incarnata, A. ligtu subsp. simsii e A. ligtu subsp. ligtu), 

utilizando apenas o fluorocromo DAPI como corante. Em seguida BAEZA et al. (2007), 

caracterizaram acessos de cinco espécies de Alstroemeria chilenas (A. aurea, A. hookeri, A. 

ligtu, A. pelegrina e A. presliana) usando a técnica de FISH com uma sonda de sequência 

repetitiva denominada A001-1 além de sondas de rDNA 5S e 45S. Para o rDNA 5S os autores 

constataram alto grau de polimorfismo entre diferentes populações de uma das espécies 

estudadas. O número de pares de cromossomos com o sítio de rDNA 5S variou também entre 

as espécies analisadas sendo em números de 5, 7, 5, 3 e 7 respectivamente em A. aurea, A. 

hookeri, A. ligtu, A. pelegrina e A. presliana. Comparativamente o número de sítios de rDNA 

45S variou em menor grau tendo sido registrado respectivamente 7, 7, 6, 5 e 7 

respectivamente para as mesmas espécies acima mencionadas. Os autores visualizaram ainda 

a co-localização de sinais dessas três sondas em graus diferentes para cada uma das espécies. 

Os autores enfatizaram que essas observações relativas às regiões das sequências de 

rDNA revelam uma alta dinâmica evolucionaria no gênero Alstroemeria. Após essa 

publicação BAEZA et al. (2008) realizaram ainda uma análise comparativa entre cariótipos de 

outras duas subespécies de Alstroemeria presliana Herb (A. presliana subsp. presliana e A. 

presliana subsp. australis).  

  Utilizando a técnica de coloração com DAPI, CAJAS et al. (2009), analisaram a 

relação de populações de Alstroemeria hookeri, da região costeira e da região leste do Chile, 

através da comparação dos cariótipos dos indivíduos das mesmas. Como resultado, os autores 

obtiveram claras evidências de diferenciação entre as subespécies e, consequentemente, a 

ocorrência de uma possível divergência evolutiva entre as populações. Dando continuidade a 

esse trabalho, BAEZA et al. (2010), através de coloração citológica básica (corante carmim 

acético), também realizaram a comparação de cariótipos de populações de Alstroemeira 
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hookeri das regiões costeiras e leste do Chile e obtiveram resultados semelhantes aos 

resultados obtidos por CAJAS et al. (2009). 

Para espécies brasileiras de Alstroemeria os estudos citológicos restringem-se aos 

trabalhos efetuados por (PINTO-MAGLIO, 1995; ZANELA, 2009) nos quais foram 

caracterizadas quatro espécies nativas de Alstroemeria (A. cunha, A. inodora, A. 

longistaminea e A. psittacina) através da aplicação de técnicas tradicionais de coloração, 

como o Giemsa e também por meio da diferenciação longitudinal de cromossomos com 

bandamento CMA/DA e DAPI/AMD. Também, foram mapeadas as regiões organizadoras do 

nucléolo através da impregnação pela prata (bandamento AgNOR) e da técnica de hibridação 

fluorescente de ácidos nucleicos in situ (FISH) utilizando-se como sondas as sequências de 

rDNA 45S e 5S. Os resultados para as referidas espécies mostraram cariótipos assimétricos e 

semelhantes entre as espécies e todos com 2n=2x=16 cromossomos, confirmando o número 

somático relatado na literatura para o gênero.  

Através do bandamento com os fluorocromos DAPI/AMD e CMA/DA foi possível a 

caracterização das espécies pela diferenciação longitudinal dos cromossomos. O emprego de 

FISH com as sequências de rDNA 45S e 5S, resultou em número variado de sinais em 

diferentes posições nos conjuntos cromossômicos, complementando as informações que 

permitiram a individualização das espécies. Alguns pares de homólogos apresentaram 

polimorfismo para as regiões de rDNA. Através da impregnação pela prata foram detectados 

os sítios ativos para o organizador nucleolar, alguns deles coincidentes com as bandas de 

CMA e/ou com os sinais de FISH para rDNA 45S.  

Para as espécies brasileiras do gênero encontram-se também estudos de cunho 

taxonômico desenvolvidos por ASSIS, (2002, 2003, 2006) onde foram descritas novas 

espécies de Alstroemeria L. ocorrentes no Brasil, sendo cinco delas no estado de Minas 

Gerais: A. julieae M.C. Assis, A. ochracea M.C. Assis, A. penduliflora M.C. Assis, A. 

rupestris M.C. Assis, A. variegata M.C. Assis; no Estado do Paraná e Santa Catarina a 

espécie A. amabilis; no estado do Espírito Santo a A. capixaba e no Estado do Pará a A. 

paraensis M.C. Assis. 

 

 

2.4 As Espécies do Gênero Alstroemeria Estudadas neste Trabalho 
 
 

2.4.1 Alstroemeria caryophyllaea Jacq. 
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A espécie A. caryophyllaea foi descrita por Jacquin (1804). 

Esta espécie é frequentemente encontrada em locais úmidos e sombreada nos estados 

de Minas Gerais e Rio de Janeiro, mas pode ser encontrada em toda a região sul e sudeste do 

Brasil.  

O florescimento desta espécie ocorre principalmente nos meses de Junho e Julho e a 

frutificação ocorre em Setembro e Outubro (JACQUIN, 1804). 

A. caryophyllaea é semelhante à A. capixaba pelos ramos vegetativos, mas 

diferenciam-se pelas flores. Em A. caryophyllaea elas são odoríferas e com tépalas externas 

sem manchas, enquanto que em A. capixaba elas não possuem odor e todas as tépalas são 

maculadas. A. sellowiana e A. cayophyllaea são as únicas espécies do Brasil com flores 

odoríferas (JACQUIN, 1804). Esta espécie pode ser encontrada como forma cultivada na 

região sudeste. 

 
 

2.4.2 Alstroemeria longistaminea Mart. ex Schult. & Schult.f. 
 
 

A espécie A. longistaminea foi descrita por Martius (1829).  

É encontrada nos afloramentos rochosos em locais sombreados das caatingas de 

Pernambuco, Sergipe e Bahia (MARTIUS, 1829) e apresenta porte herbáceo.  

O florescimento da espécie ocorre na estação mais seca, principalmente nos meses de 

Maio a Agosto, podendo às vezes florescer em Setembro e Outubro; frutifica em Agosto e 

Setembro. A espécie é conhecida na Bahia (BA) como salsaparrilha e no Sergipe (SE) como 

Bico-de-nambu. A. longistaminea é facilmente identificável por suas flores pêndulas, suas 

tépalas externas elípticas a obovadas, filetes e estiletes papilosos e seu hábito vegetativo com 

folhas membranáceas glabras e patentes (MARTIUS, 1829). 

 
  

2.4.3 Alstroemeria ochracea M.C.Assis 
 
 

A espécie A. ochracea, descrita por M.C. Assis (ASSIS, 2002) é frequentemente 

encontrada no interior ou na borda de matas em Minas Gerais. 

O florescimento da espécie ocorre de Janeiro a Abril e a frutificação ocorre em 

Fevereiro e Junho. 



14 
 

Alstroemeria ochracea é de fácil identificação, pois possui folhas membranáceas a 

cartáceas, distribuídas no terço distal ou por todo o ramo vegetativo e as flores são 

amareladas, com todas as tépalas maculadas (ASSIS, 2002). 

Alstroemeria stenopetala tem flores semelhantes às de A. ochracea, mas tem folhas 

coriáceas distribuídas por toda a extensão dos ramos vegetativos e reprodutivo. Além disso, a 

inflorescência de A. stenopetala é concentrada enquanto que em A. ochracea é laxa (ASSIS, 

2002). 

 
 

2.4.4 Alstroemeria variegata M.C.Assis 
 
 

A espécie A. variegata foi descrita por M.C. Assis (ASSIS, 2002).  

São endêmicas de Caldas, Minas Gerais, onde é encontrada em altitudes elevadas em 

afloramentos rochosos.  

O florescimento da espécie ocorre de Novembro a Fevereiro e a frutificação acontece 

em Janeiro (ASSIS, 2002). 

Alstroemeria variegata caracteriza-se por apresentas as flores com todas as tépalas 

variegadas. As folhas são cartáceas e concentradamente distribuídas pelos ramos vegetativos e 

reprodutivos. 

Alstroemeria variegata é bastante semelhante morfologicamente a A. foliosa com 

exceção das flores que em A. foliosa não são variegadas, as tépalas não possuem manchas e as 

internas são rubro-listradas (ASSIS, 2002).  

 

 

2.3 Bandamento com os Corantes Fluorescentes CMA e DAPI  
 
 

A técnica de coloração utilizando corantes fluorescentes (fluorocromos) para 

bandamento tem sido usada para a obtenção de padrões diferenciais característicos de bandas 

fluorescentes nos cromossomos o que proporciona uma análise mais refinada dos conjuntos 

cromossômicos. Os fluorocromos mais utilizados atualmente são o 4-6-diamidino-2-fenilindol 

(DAPI) e a Cromomicina A3 (CMA).  

Segundo SCHWEIZER (1976a), preparações cromossômicas com os fluorocromos 

DAPI e CMA produzem padrões de bandamento de acordo com a afinidade de bases do 

DNA. O corante fluorescente CMA é um fluorocromo que se liga às regiões heterocromáticas 

ricas em bases nitrogenadas guanina e citosina (GC), já o DAPI é um fluorocromo que se liga 
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às regiões cromossômicas ricas em bases nitrogenadas adenina e timina (AT). Estes 

fluorocromos podem ser associados a antibióticos como a distamicina e actinomicina, 

respectivamente. O fluorocromo CMA pode ser usado associado ao antibiótico distamicina 

(CMA/DA) o qual age como um contracorante que se liga às bases AT, permitindo um maior 

contraste nas regiões ricas em GC. Da mesma forma, o DAPI quando associado ao antibiótico 

actinomicina (AMD) faz com que este funcione também como um contracorante, neste caso 

ligando-se às bases GC promovendo maior contraste das regiões ricas em AT.  

Os resultados obtidos com o uso de corantes fluorescentes têm permitido um melhor 

entendimento sobre a origem e evolução dos cariótipos de plantas pelo fato dessas técnicas 

permitirem uma comparação entre os padrões de bandas fluorescentes, e sua composição, nos 

diferentes cromossomos e nos diferentes complementos.  

Caracterizações citogenéticas de espécies ornamentais, mediante bandamento 

cromossômico com o uso de fluorocromos, foram realizadas por vários autores. Para o gênero 

Crinum (Amaryllidaceae), AHMED et al. (2004), determinaram o número cromossômico e o 

padrão de bandas CMA e DAPI para três espécies do gênero (C. amoenum, C. asiaticum e C. 

latifolium). A partir destes dados os autores foram capazes de determinar que C. latifolium era 

um alotriploide de segmento. Com o objetivo de encontrar informações adicionais de 

diferenciação e organização genômica para espécies do gênero Hypochaeris (Asteraceae) 

CERBAH et al. (1998), realizaram bandamento com CMA, impregnação com prata e 

hibridação in situ com sequências de rDNA 18S-5.8S-28S e 5S. Todas as espécies analisadas 

apresentaram bandas CMA positivas (CMA+), bandas NOR e sinais de hibridação in situ 

localizados, principalmente, na região do satélite e nas constrições secundárias. Todas as 

bandas CMA+ corresponderam às localizações das bandas NOR e dos sinais de hibridação 

com rDNA 18S-5.8S-28S.  

Baseados nos dados resultantes destas técnicas, os autores puderam estudar a evolução 

cariotípica do gênero. Caracterização citogenética com as técnicas de bandamento-C, 

bandamento com fluorocromos CMA e DAPI e hibridação in situ para rDNA, foi também 

realizada por RAN et al. (1999), para quatro espécies do gênero Clívia as quais possuíam 

número e forma de cromossomos muito semelhantes. As diferenças nos padrões de 

bandamento obtidas entre as espécies permitiram que as mesmas fossem perfeitamente 

identificadas. Para as quatro espécies o padrão de bandamento-C foi muito similar ao do 

bandamento DAPI. Os sítios de rDNA variaram de um a três e coincidiram com as bandas de 

CMA+ e com a impregnação com prata para (banda-NOR) duas espécies (C. miniata e C. 

gardenii). CARVALHO & GUERRA (2002), determinaram que as espécies de Manihot e 
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cultivares de Manihot esculenta apresentam grande similaridade no complemento 

cromossômico. Todas as espécies apresentaram cariótipo simétrico com 2n=36 cromossomos. 

Com técnicas convencionais de coloração os autores definiram poucas variações entre os 

cariótipos; porém com as técnicas de banda-C, banda-NOR, bandamento com corantes 

fluorescentes CMA e DAPI, e a localização de sequências de rDNA 5S e 18S-5.5S-26S 

diferenciaram efetivamente as espécies. Para diferenciação de espécies do gênero Lilium (L. 

pyrenaicum Gouan, L. pomponium L. e L. carniolicum Bernh.) que possuem todas 2n=24 

cromossomos, SILJAK-YAKOVLEV et al. (2003) utilizaram as técnicas de impregnação com 

prata, bandamento com os fluorocromos DAPI e CMA e hibridização in situ para rDNA. O 

número e a posição das bandas de CMA e o número e localização de sítios de rDNA, 

permitiram que as espécies fossem diferenciadas a nível cromossômico.  

A fim de compreender melhor a citogenética e a evolução do gênero Selaginella 

(Pteridophyta) MARCON et al. (2005), realizaram estudos citogenéticos em sete espécies 

brasileiras do gênero (S. muscosa Spring, S. simplex Baker, S. willdenowii Baker, Selaginella 

sp., S. producta Baker, S. plana, S. convoluta Spring) utilizando diferentes métodos de 

coloração. Determinaram a distribuição de sítios de rDNA 45S, bandamento com os 

fluorocromos CMA com distamicina e DAPI e impregnação com prata. O bandamento com 

os fluorocromos CMA e DAPI mostrou uma fraca diferenciação cromossômica. As bandas 

CMA+ mostraram sintonia com os sítios de rDNA 45S. As espécies estudadas apresentaram 

grande variação no comprimento cromossômico, quando comparadas entre elas, e o número 

cromossômico variou de 2n=18, 20 e 24. A partir destes dados associados à localização dos 

sítios de rDNA, os autores concluíram que grandes variações estruturais cariotípicas 

contribuíram para a evolução do gênero, e que as variações do número básico do gênero x=9 e 

x=10 poderiam ter surgido, neste grupo, duas ou mais vezes, independentemente.  

MONDIN et al. (2007), também caracterizaram cromossomicamente a espécie 

Crotalaria juncea (Fabaceae) utilizando técnicas de bandamento-C, impregnação com prata, 

bandamento com fluorocromos e hibridação in situ para as sequências de rDNA 18S-5.8S-

26S e 5S. Os autores descreveram que todos os cromossomos de C. juncea apresentaram 

bandas-C e bandas CMA/DA na região do centrômero; a coloração com DAPI resultou em 

bandas negativas e a hibridação in situ revelou dois sinais de rDNA 18S-5.8S-26S e um de 

rDNA 5S. A coloração com prata revelou bandas coincidentes com alguns dos sítios de 

rDNA.  

As técnicas de coloração com os fluorocromos CMA e DAPI foram usadas por 

KOEHLER et al. (2008), para rever a delimitação e propor uma classificação mais estável 
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para o gênero Christensonella (Orchidaceae). Os dados citogenéticos indicaram o número de 

cromossomos variando de 2n=36, 38 e 76. Embora estudos complementares sejam ainda 

necessários para uma melhor compreensão do gênero Christensonella, os padrões de bandas e 

a contagem cromossômica sugerem a ocorrência de fusão cêntrica e/ou fissão, especialmente 

para C. ferdinandiana; os resultados sugerem também que as espécies com número 

cromossômico igual a 2n=36 evoluíram das espécies com número cromossômico igual a 

2n=38.  

Portanto, os padrões de heterocromatina e outros dados cariotípicos, provaram ser de 

grande importância para entender os padrões evolutivos dentro do gênero. Em alguns dos 

estudos acima ficou claro que a utilização do bandamento com fluorocromos é uma 

ferramenta importante para a diferenciação, caracterização e até mesmo uma visualização dos 

processos evolutivos das espécies.  

 
 

2.4 Hibridação in situ Fluorescente 
 
 

 A hibridação in situ (HIS) é uma técnica empregada para a visualização de sequências 

definidas de ácidos nucleicos, DNA alvo (DNA ou RNA), em preparações celulares, através 

da hibridação com sequências complementares conhecidas (DNA sonda). O objetivo final da 

hibridação in situ, consiste basicamente em verificar se a célula, tecido ou cromossomos 

possuem sequências de nucleotídeos do DNA utilizado como sonda. Esse método foi descrito 

pela primeira vez por GALL & PARDUE (1969), utilizando sondas radioativas. 

A técnica proporciona a interação entre conhecimento da biologia celular, citogenética 

clássica e genética molecular. A técnica de hibridização in situ fluorescente (fluorescense in 

situ hybridization - FISH) difere da anterior HIS por utilizar corantes fluorescentes, ao invés 

de sondas radioativas, para detectar os nucleotídeos marcados da sonda. Nesta técnica podem 

ser usadas como sonda, sequências únicas ou repetitivas (organizadas em tandem) ou ainda o 

DNA genômico total de um organismo, neste caso denominando-se a técnica de GISH 

(genomic in situ hybridization). Essa técnica é utilizada na construção de mapas físicos de 

cromossomos, na análise e investigação da estrutura, função e evolução dos cromossomos, e 

na detecção de genomas (LEITCH et al., 1994). As sondas mais comumente utilizadas são 

aquelas de sequências repetitivas as quais proporcionam sinais mais evidentes e por isso são 

mais facilmente detectadas. Das sondas de sequências repetitivas, uma das mais aplicadas são 

as sequências de rDNA 45S e 5S. A sonda de rDNA conhecida como pTa71 possui 9,0 Kb e 
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corresponde à sequência de DNA ribossômico de Triticum aestivum, que abrange as regiões 

28S, 5.8S e 26S e foi clonada no plasmídeo pUC19 (GERLACK & BEDBROOK, 1979) e a 

sonda de rDNA 5S conhecida como pScT7 corresponde à sequência de DNA ribossômico 5S 

isolada de Secalle cereale, possui 300-500 pb e foi clonada no plasmídeo pUC8, 

(LAWRENCE & APPELS, 1986).  

Com a finalidade de construir uma árvore filogenética ADAMS et al. (2000), usaram a 

técnica de FISH para verificar a distribuição das sequências de rDNA 5S e 18S-5.8S-26S em 

13 espécies de Alӧe (Asphodelaceae). As espécies possuem vários níveis de ploidia, estão 

distribuídas em várias regiões geográficas e apresentam uma gama de tipos morfológicos 

diferentes. Os autores constataram que a distribuição de sinais de rDNA 5S era semelhante em 

posição em todas as espécies analisadas, já a distribuição de sítios de rDNA 18S-5.8S-26S 

mostrou-se instável e variável em número, localização e tamanho. Os resultados 

demonstraram claramente que essa região de rDNA 45S mudou ao longo da especiação nesse 

grupo de plantas.  

A fim de determinar a variabilidade de sítios de rDNA 5S e 45S em 20 espécies de 

Passiflora com vários níveis de ploidia, MELO & GUERRA (2003), usaram a técnica de 

hibridação in situ com sondas de rDNA 5S e 45S para investigar a origem da variação do 

número cromossômico básico, propostos para o gênero como sendo x=6, com x=9, x=10 e 

x=12. O número e a localização dos sítios de rDNA 5S e 45S foram consistentes com a 

hipótese de x=6 ser o provável genoma ancestral para o gênero.  

A localização de regiões organizadoras do nucléolo (NORs) para a determinação da 

origem poliploide das espécies do subgênero Rosa, foi investigada por FERNÁNDEZ-

ROMERO et al. (2001), pela técnica de hibridação in situ (FISH). Regiões NORs reveladas 

pela hibridação in situ, foram localizadas em cinco espécies diploides com 2n=2x=14 

cromossomos (Rosa gigantea Coll., Rosa moschata Herrm., Rosa multiflora Thunb., Rosa 

rugosa Thunb. e Rosa sempervirens L.), em uma espécie triploide com 2n=3x=21 

cromossomos (Rosa chinensis Koehne) e em uma espécie tetraploide com 2n=4x=28 

cromossomos (Rosa gallica L.). As espécies diploides, a triploide e a tetraploide apresentaram 

respectivamente dois, três e quatro sítios de rDNA. Estas análises juntamente com análises 

meióticas, levaram os autores a concluírem que a espécie R. chinensis Koehne é um 

autotriploide e R. gallica L. é um alopoliploide natural.  

Informações sobre o cariótipo, organização do genoma e a evolução de sítios de rDNA 

para o gênero Silene, foram determinados por SIROKÝ et al. (2001). Quatro espécies (S. 

latifolia, S. vulgaris, S. pendula, S. chalcedonica) pertencentes a diferentes seções foram 
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estudadas e todas apresentam mesmo número cromossômico, 2n=2x=24. A hibridação in situ 

com duas sondas de rDNA 45S e 5S simultaneamente, revelou acentuada variação no número 

e localização dos loci de rDNA. Com isso, os autores indicaram que o genoma das espécies, 

altamente diversificado, é resultante de inúmeras amplificações de DNA e translocações.  

Visando aumentar a compreensão da história evolutiva da espécie Camellia reticulata 

e esclarecer a origem de poliploides, GU & XIAO (2003), utilizaram a técnica de hibridação 

in situ com sonda de rDNA 18S-26S para a construção de mapas físicos para três tipos de 

ploidia da espécie C. reticulata e suas espécies afins, C. japonica, C. yunnanensis, C. pitardii 

e C. saluenensis. Foram observados oito, doze e dezoito sítios de rDNA no genoma diploide, 

tetraploide e hexaploide, respectivamente. Os autores verificaram através da multiplicidade de 

número, de tamanho, e da localização dos sítios de rDNA que o comportamento dos sítios de 

rDNA era extremamente complexo, impedindo qualquer conclusão a respeito dos possíveis 

parentais dessas espécies poliploides.  

Com o objetivo de esclarecer a ascendência de espécies poliploides do gênero 

Hordeum de origem americana, TAKETA et al. (2005), utilizaram a técnica de hibridação in 

situ com as sondas de rDNA 5S e 18S-25S. Os autores determinaram que todas as espécies 

estudadas apresentavam variação nas sequências de rDNA. Seis espécies tetraploides 

diferenciaram-se no número de sítios de rDNA e quatro espécies hexaploides foram similares 

em número e localização dos sítios correspondentes às duas sondas. Baseados nesses dados os 

autores concluíram que as espécies tetraploides parecem ser alopoliploides com genoma de 

uma espécie diploide asiática e de outra espécie diploide americana.  

Trabalho semelhante, de investigação parental, foi realizado por LIM et al. (2007), os 

quais utilizaram ferramentas da citogenética molecular para investigar a suposta origem do 

alopoliploide Iris versicolor envolvendo os progenitores Iris virginica (2n=70) e Iris setosa 

(2n=38). A técnica de GISH mais a de FISH com as sondas de rDNA 5S e 18-26S foram 

utilizadas para identificar a origem parental dos cromossomos. A técnica de GISH aplicada 

nos cromossomos da espécie I. versicolor mostrou que esta herdou o complemento 

cromossômico das duas espécies em questão a técnica de FISH revelou que todos os sítios de 

rDNA 18-26S presentes em I. versicolor são herdados de I. virginica. Em contraste, os dois 

sítios de rDNA 5S presentes em I. versicolor são encontrados, um em cada espécie, I. setosa e 

I. virginica. Estes dados confirmaram a hipótese de que I. versicolor é um alopoliploide 

envolvendo as espécies I. virginica e I. setosa.  

Como no gênero Lilium as espécies podem se reproduzir através da apomixia, 

MARASEK et al. (2004), realizaram estudo através da utilização de métodos citológicos e 
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citogenética molecular para confirmar a natureza de plantas obtidas a partir de cruzamentos de 

Lilium henryi com as cultivares Marco Polo e Expression. De acordo com análises 

citológicas, todos os genótipos testados apresentaram 2n=2x=24 cromossomos. A técnica de 

GISH e de FISH com as sondas de rDNA 5S e 25S foram utilizadas para a verificação da 

origem dos cromossomos parentais dessas plantas. A presença dos marcadores 

cromossômicos característicos de cada um dos genótipos parentais confirmou que as plantas 

obtidas do referido cruzamento eram realmente híbridas.  

Comparação cariotípica entre populações de duas espécies de Grindelia Willd. 

(2n=12) e três espécies de Haplopappus Cass. (2n=10 e 2n=12) de origem chilena, 

pertencentes à família Asteraceae, foram realizadas por BAEZA & SCHRADER (2005). A 

realização da hibridação in situ com as sondas de rDNA 45S e 5S, confirmou a hipótese de 

que os cariótipos das espécies Grindelia e Haplopappus não passaram por grandes mudanças 

durante a evolução, não havendo dúvidas entretanto, quanto à ocorrência de pequenos 

rearranjos cromossômicos, principalmente nos sítios de rDNA 5S.  

CHUNG et al. (2008), estudando polimorfismo cromossômico dos genes ribossomais 

do gênero Oryza, com o uso da técnica FISH e sondas de rDNA 18S-5.8S-28S determinaram 

que inversões cromossômicas e transposição de sequências de rDNA podem ter ocorrido 

durante a evolução da espécie Oryza.  

Um dos primeiros estudos em espécies de Alstroemeria usando a técnica de hibridação 

in situ, foi o de KUIPERS et al. (1998). Estes autores efetuaram a caracterização de quatro 

espécies chilenas e brasileiras de Alstroemeria (A. aurea, A. inodora, A. pelegrina, e A. 

psittacina) baseada na localização física de sequências repetitivas e de retrotransposons. Os 

autores utilizaram a técnica de FISH com a sonda de rDNA 18S-5.5S-25S (pTa71) para a 

detecção da sequência ribossomal e as sondas A001-I e D32-18 para as demais sequências 

repetitivas. As análises de sequências amplificadas, correspondentes a Ty1-copia, mostraram 

grande heterogeneidade entre sequências de aminoácidos e revelaram algumas bandas 

características para cada uma das espécies brasileiras e chilenas. A técnica de hibridação in 

situ mostrou ainda grande dispersão na distribuição dos retrotransposons. KAMSTRA et al. 

(1999), empregaram a técnica de hibridação in situ (FISH) e a técnica de hibridação in situ 

genômica (GISH) para estimar a extensão e a localização de cromossomos homeologos e 

cromossomos recombinantes na meiose de plantas híbridas, obtidas do cruzamento de A. 

aurea X A. inodora. Quatro diferentes sondas foram utilizadas para a análise do FISH: A001-

1, D32-13, pTa71 e pTa794. As análises com GISH e FISH permitiram a identificação precisa 

dos cromossomos das plantas híbridas.  
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Recentemente, BAEZA et al. (2007), caracterizaram acessos de cinco espécies de 

Alstroemeria chilenas (A. aurea, A. hookeri, A. ligtu, A. pelegrina e A. presliana) usando a 

técnica de FISH com uma sonda de sequência repetitiva denominada A001-1 além de sondas 

de rDNA 5S e 45S. Para o rDNA 5S os autores constataram alto grau de polimorfismo entre 

diferentes populações de uma das espécies estudadas. O número de pares de cromossomos 

com o sítio de rDNA 5S variou também entre as espécies analisadas sendo em números de 5, 

7, 5, 3 e 7 respectivamente em A. aurea, A. hookeri, A. ligtu, A. pelegrina e A. presliana. 

Comparativamente o número de sítios de rDNA 45S variou em menor grau tendo sido 

registrado respectivamente 7, 7, 6, 5 e 7 respectivamente para as mesmas espécies acima 

mencionadas. Os autores visualizaram ainda a co-localização de sinais dessas três sondas em 

graus diferentes para cada uma das espécies. Os autores enfatizaram que essas observações 

relativas às regiões das sequências de rDNA revelam uma alta dinâmica evolucionaria no 

gênero Alstroemeria.  

Apesar de KUIPERS et al. (1998) e KAMSTRA et al. (1999) terem usado a técnica de 

FISH para estudos cromossômicos de espécies brasileiras de Alstroemeria (duas delas 

caracterizadas no presente trabalho) e também híbridos entre espécies brasileiras e entre 

espécies brasileiras e chilenas, os autores não caracterizaram essas espécies, pois não 

descreveram o número de sítios de rDNA ou a localização destes sítios nos cariótipos das 

referidas espécies.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 

 

3.1 Material 
 
 

 Foi utilizado meristema apical do caule e de raízes (primárias e secundárias) de quatro 

espécies do gênero Alstroemeria. As plantas utilizadas se encontram em cultivo na estufa do 

Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de Recursos Genéticos Vegetais e constituem parte do 

Banco de Germoplasma de Plantas Ornamentais do Instituto Agronômico de Campinas (IAC) 

(Figuras 4 e 5). As espécies analisadas, sua procedência e registro no herbário estão indicados 

na Tabela 1. 

 

 

Tabela 1: Espécies de Alstroemeria usadas no presente estudo, respectivas procedências e 

número de introdução no herbário do IAC.  

Espécie Procedência Registro no Herbário 

A. caryophyllaea Nazaré Paulista - SP 52645 

A. longistaminea Lagoa Seca - PB – 

A. ochracea Barra do Turvo - SP 52644 

A. variegata Pedra Branca - MG – 

 

 

3.2 Métodos 
 
 

3.2.1 Obtenção de células meristemáticas a partir de raízes  
 
 

 Para obtenção de células meristemáticas a partir de raízes primárias (Figura 3A e 3B) 

as sementes foram submetidas a um choque térmico durante um mês em geladeira, para a 

quebra de dormência. Depois foram postas em placas de Petri sobre papéis de germinação 

umedecidos com água destilada. Em seguida as placas foram transferidas para sala de 

germinação, onde foram mantidas sob lâmpadas incandescentes e fluorescentes a 30°C e 

fotoperíodo de 8 horas. Após o início da germinação (dois a três meses), as raízes com cerca 

de 3 mm foram coletadas e pré-tratadas com antimitóticos.  

  Para obtenção de células meristemáticas a partir de raízes secundarias (Figura 3C) 

foram utilizadas plantas em fase adulta em cultivo na estufa do IAC. As raízes coletadas 
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foram postas em recipientes com água destilada, lavadas e em seguida submetidas ao pré-

tratamento com antimitótico.  

 A obtenção de células meristemáticas a partir de raízes secundárias foi necessária 

devido à dificuldade de produção de sementes nas espécies A. caryophyllaea e A. 

longistaminea. No caso de A. caryophyllaea, apesar da planta apresentar florescimento 

suficiente para obtenção de sementes, ao realizar a polinização manualmente, a espécie 

raramente desenvolveu fruto, ou quando contrário, as sementes se mostraram inviáveis. Já 

para A. longistaminea, por ter sido uma das últimas a serem introduzidas na casa de 

vegetação, foi registrado pouco florescimento da espécie, e consequentemente pouca 

produção de sementes. Como sementes de alstroemérias necessitam permanecer pelo menos 

um mês na geladeira para quebra de dormência, até o momento não foi possível obter raízes 

através da germinação de sementes em quantidade satisfatória, e por isso, as lâminas foram 

obtidas a partir de raízes secundárias de plantas adultas.  

 

 

3.2.2 Obtenção de células meristemáticas a partir de meristema apical do caule 
 
 

 O meristema apical do caule foi obtido na fase de brotação (Figura 3D). As gemas 

apicais com cerca de 1 a 2 cm foram coletadas, postas em recipiente com água destilada, 

lavadas e em seguida submetidas ao pré-tratamento com antimitótico.  

 A utilização de gema apical foi necessária para a espécie A. variegata, pois essa 

durante dois anos permaneceu em estado vegetativo, e não apresentou florescimento. Além 

disso, a obtenção de células meristemáticas a partir de raízes secundárias, obtidas diretamente 

das plantas, foi prejudicada devido à quantidade muito baixa de enraizamento secundário, 

sendo necessário portanto a obtenção de meristema a partir de gemas apicais. 
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Figura 3 - Diferentes tecidos utilizados na obtenção de células meristemáticas. (A) Sementes 

em germinação; (B) Raiz primária; (C) Raiz secundária; (D) Gemas apicais. 
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Figura 4 - Espécies do gênero Alstroemeria caracterizadas citogeneticamente neste trabalho, 

no Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de Recursos Genéticos Vegetais - IAC. (A e B) A. 

longistaminea; (C e D) A. ochracea. Fotos de C. A.F. Pinto-Maglio 
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Figura 5 - Espécies do gênero Alstroemeria caracterizadas citogeneticamente neste trabalho, 

no Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de Recursos Genéticos Vegetais - IAC. (A e B) A. 

caryophyllaea; (C e D) A. variegata (D - Foto retirada de ASSIS, 2001). Fotos de C. A.F. 

Pinto-Maglio. 
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3.2.3 Pré-tratamento e fixação 
 
 

 Para obter maior quantidade de células metafásicas, foram realizados dois diferentes 

pré-tratamentos. Inicialmente, foi realizado pré-tratamento com o anti-mitótico para-

diclorobenzeno (PDB) (solução saturada) por 9 horas à temperatura de 15ºC.  

 O segundo pré-tratamento foi realizado com água gelada. O material coletado foi 

posto em frascos com água destilada, os quais foram acondicionados em caixa de isopor 

contendo gelo.  Em seguida estes frascos foram transferidos para a geladeira (temperatura 

média de 1-2 °C) onde permaneceram durante 24 horas.  

 Após o pré-tratamento, o material foi fixado em Carnoy (solução de álcool etílico e 

ácido acético, na proporção 3:1) e submetido ao vácuo durante 3 minutos. Em seguida, o 

material permaneceu durante 24 horas à temperatura ambiente. Após as 24 horas, o material 

foi transferido para geladeira (4 – 5ºC) onde permaneceu por mais 24 horas. Depois desses 

períodos, foi armazenado em freezer (-18ºC) até a sua utilização nas preparações citológicas. 

 

 

3.2.4 Hidrólise e preparações citológicas 
 
 

Para o preparo das lâminas, o material, após ser retirado do fixador, foi lavado em 

água destilada e tampão citrato (citrato trissódico-hidratado mais ácido cítrico-monohidratado, 

pH 4.5), sequencialmente, durante 5 minutos cada. Em seguida, o material foi hidrolisado em 

uma mistura de enzimas (0,2% celulase, 0,2% citohelicase, 0,2% pectoliase diluídas em 2 mM 

de tampão citríco-citrato pH 4,5) e posto em banho-maria à 37ºC durante 1 hora, para 

amolecimento do tecido meristemático.  

Terminada a hidrólise, foram montadas as preparações citológicas, isolando-se o 

tecido meristemático diretamente numa lâmina com o auxílio de um bisturi e lupa, e em 

seguida esmagando-o em ácido acético 45%. O material foi coberto com lamínula, a lâmina 

foi aquecida em chama, e o esmagamento completado pressionando-se a preparação aquecida 

entre duas folhas de papel filtro para retirar o excesso de ácido acético e promover o 

espalhamento dos cromossomos.  

A seleção das melhores lâminas foi realizada por meio da visualização em 

microscópio com condensador de contraste de fase. Aquelas que apresentaram maior número 

de divisões foram selecionadas e submersas em nitrogênio líquido para retirada das lamínulas. 
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As lâminas foram deixadas secando e depois foram armazenadas em freezer até sua 

utilização.  

 

 
3.2.5 Microscopia e análise de imagens 
 
 

 As preparações citológicas foram analisadas em um microscópio Olympus BX50 com 

acessório para epifluorescência e câmera digital refrigerada Olympus Q-Color 3. Para as 

lâminas com as técnicas de bandamento fluorescente e com a técnica de hibridação in situ 

usaram-se os seguintes filtros: U-MWU para DAPI (AZUL/UV – excitação a 330/385 nm e 

emissão a 420 nm), U-MWBV para CROMOMICINA (VERDE/UV – excitação a 400/440 

nm e emissão a 475 nm) e U-MNB2. Para os sinais de fluoresceína (FITC) da hibridação in 

situ usou-se filtro VERDE/UV – excitação a 450 nm e emissão a 570 nm. Para as análises das 

lâminas sem coloração, foram feitas observações, usando-se um condensador para contraste 

de fase, no mesmo microscópio mencionado acima. As imagens foram capturadas através de 

um sistema de análise de imagens computadorizado e com o software Image-ProPlus versão 

6.0 (Media Cybernetics, Inc, Silver Spring, MD, USA). 

 

 

3.2.6 Bandamento com CMA/DA (Cromomicina A3/distamicina) 
 
 

 O bandamento com Cromomicina (CMA) foi realizado através do procedimento 

descrito por SCHWEIZER (1976) onde foi aplicado juntamente com a CMA, um agente que 

amplifica o sinal do fluorocromo, sendo esse a Distamicina A (DA). Foram aplicados 50 μL 

de uma solução tampão com CMA sobre as lâminas, em seguida estas foram cobertas com 

lamínulas e deixadas no escuro por uma hora à temperatura ambiente. Passado esse tempo, as 

lâminas foram lavadas com água deionizada até ocasionar o desprendimento da lamínula. Em 

seguida as lâminas foram postas para secar ao ar, no escuro, por aproximadamente 20 

minutos. Com as lâminas já secas, foram aplicados 50 μL da solução de distamicina, 0,1 

mg/ml. Essas foram incubadas durante 20 minutos, e na sequência lavadas e secas igualmente 

como descrito anteriormente.  

 Por fim, colocou-se a solução de Cloreto de Magnésio 1M e tampão Mcllvane nas 

lâminas, as quais permaneceram incubadas em estufa à temperatura de 37 °C durante três 

dias. Passado o período de incubação as lâminas foram analisadas em microscópio com filtro 

apropriado e as imagens capturadas conforme o item 3.2.5. 
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3.2.7 Bandamento com DAPI/AMD (4’-6-diamidino-2-fenilindol/actinomicina D) 
 
 

Os procedimentos adotados foram os mesmos descritos por SCHWEIZER (1976b). As 

lâminas mantidas na geladeira foram retiradas e deixadas em suporte até atingirem a 

temperatura ambiente.  Em seguida foram aplicados sobre cada lâmina 50 μL da solução de 

Actinomicina D (AMD) (0,2 mg/mL de água deionizada). Após colocar a lamínula, as 

preparações citológicas foram mantidas no escuro por 20 minutos em temperatura ambiente.  

Decorrido esse tempo, as lâminas foram lavadas com água deionizada e deixadas secar ao ar 

no escuro.  

Após a secagem das lâminas, aplicou-se 50 μl da solução de DAPI (2 μL da solução 

estoque de DAPI acrescido de 198 μL de água), sendo essas incubadas, lavadas e secas da 

mesma maneira que exposto anteriormente, sendo que, o tempo de incubação foi de 30 

minutos.  

 As lâminas foram montadas com 50 μl de uma mistura de glicerina para fluorescência 

e água (proporção de 1:4) e em seguida analisadas em microscópio com filtro específico para 

o fluorocromo DAPI.  As imagens foram documentadas conforme item 3.2.5. 

 

 

3.2.8 Hibridação in situ fluorescente 
 
 

3.2.8.1 Sonda 
 
 

  Para a hibridação in situ, foram usadas duas sondas de rDNA; a pTa71 que 

corresponde à sequência de DNA ribossômico de Triticum aestivum, que abrange as regiões 

18S, 5.8S e 26S, com 9,0 Kb (GERLACK & BEDBROOK, 1979) clonada no plasmídeo 

pUC19. E a sonda pScT7 correspondente à sequência de DNA ribossômico 5S isolado de 

Secalle cereale com 300-500 pb (LAWRENCE & APPELS, 1986) clonada no plasmídeo 

pUC8. A marcação da sonda foi feita através de reação de “nick translation” usando 

digoxigenina-11-dUTP (Roche) conforme instruções do fabricante. 

 

 

3.2.8.2 Hibridação molecular in situ de sonda de DNA ribossomais 45S e 5S 
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 Para a técnica de hibridação in situ fluorescente foi utilizado o protocolo descrito por 

PENDAS et al. (1993), modificado por PINTO-MAGLIO et al. (2000) e aplicado para 

caracterização de cromossomos de espécies de Alstroemeria por ZANELA, et al., (2009).  

Este protocolo consta das seguintes etapas:  

 

a) Pré-tratamento das preparações citológicas  

Antes da hibridação, o material foi pré-tratado com as enzimas RNAse e pepsina para 

reduzir a ocorrência de hibridações não específicas e interações com proteínas ou outros 

componentes celulares.  

b) Desnaturação da sonda e cromossomos  

A desnaturação da sonda e dos cromossomos das preparações citológicas, com o 

objetivo de obter fitas simples de DNA, foi realizada separadamente. A sonda marcada foi 

primeiramente diluída numa mistura de solução de citrato de trissódio (20XSSC), formamida, 

tampão fosfato e dextran sulfato e a desnaturação propriamente dita foi feita submetendo-se a 

sonda diluída a uma temperatura de 99°C por 8 minutos em banho-maria. Os cromossomos 

foram desnaturados, adicionando-se às preparações citológicas, uma mistura contendo: sais, 

formamida e tampão fosfato e em seguida submetidas a uma temperatura 80°C por 2 minutos.  

c) Hibridação  

Para a reação de hibridação as preparações foram incubadas em câmara úmida e 

mantidas em estufa a 37°C por aproximadamente 16 horas. 

d) Lavagens após hibridação  

Após a hibridação as lâminas foram lavadas em soluções salinas adstringentes com o 

objetivo de remover o excesso da sonda não hibridada ou não inteiramente associada, de 

modo a permanecer nas preparações citológicas, somente as ligações das sequências 

perfeitamente hibridadas.  

e) Detecção dos sinais da hibridação  

Após a hibridação e lavagens adstringentes foi realizada reação tipo antígeno 

anticorpo para a detecção dos sinais de hibridação nos cromossomos. Para isto colocou-se nas 

lâminas, 15 μL de anti-digoxigenina conjugada com isocianato de fluoresceína (FITC) as 

quais permaneceram incubadas em câmara úmida a 37ºC por 45 minutos. As lâminas foram 

finalizadas com o meio de montagem para fluorescência com “antifading” Vectashield 

(Vector Laboratories) e o contra corante 4-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI).  

 A visualização de sítios de hibridação é decorrente da excitação do fluorocromo 

através de luz de comprimento de onda adequado ao fluorocromo escolhido. Os sinais obtidos 
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por emissão foram analisados no microscópio de fluorescência com filtros apropriados e as 

imagens capturadas conforme descrito no item 3.2.5. Como a sonda foi marcada com 

digoxigenina, e detectada com anti-digoxigenina com FITC os sinais foram visualizados na 

cor verde. 

 

3.2.9 Medidas dos cromossomos 

 

  

 Para a obtenção das medidas dos cromossomos foi utilizado o programa 

MicroMeasure versão 3.3 (MM) próprio para análises das medidas cromossômicas e 

disponibilizado no site http://www.colostate.edu/Depts/Biology/MicroMeasure pelo 

departamento de Biologia da Colorado State University (REEVES & TEAR, 2000; REEVES, 

2001).  

A partir de imagens capturadas pelo analisador de imagens os cromossomos foram 

medidos em 10 células de cada espécie, sendo utilizada como padrão, a média da medida dos 

pares cromossômicos e dos braços, incluindo a posição do centrômero. A nomenclatura para a 

morfologia cromossômica adotada foi a de LEVAN et al. (1964) e os pares cromossômicos 

foram alinhados pelos centrômeros e numerados em ordem decrescente de tamanho.  

 Para a caracterização do cariótipo foram utilizadas medidas dos CTC (Comprimento 

Total de Cromatina), calculado mediante somatória do tamanho individual de todos os 

cromossomos, IC (Índice Centromérico) de cada par cromossômico calculado de acordo com 

LEVAN et al. (1964), e do índice de assimetria cromossômica TF% (Índice de Assimetria) 

calculado de acordo com HUZIWARA, (1962). Também foi calculado o número fundamental 

(número de braços cromossômicos no complemento cromossômico) de acordo com 

MATTHEY (1945) e o coeficiente de variação da média dos pares classificados segundo 

GOMES (2000). 

 Os cariogramas foram montados a partir das imagens capturadas em contraste de fase 

as quais foram editadas com o programa Adobe Photoshop CS6. Os ideogramas foram feitos 

com o uso do programa Microsoft Word com base nas médias das medidas dos braços dos 

cromossomos. 
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 Alstroemeria caryophyllaea 
 
 

4.1.1 Microscopia de fase 
 
 

 Através das análises em microscopia de fase das preparações citológicas (Figura 6E), 

foi possível verificar para a espécie A. caryophyllaea número cromossômico diploide igual a 

2n=2x=16. Também foi possível verificar uma morfologia distinta entre os cromossomos do 

complemento cromossômico (Figura 6F) sendo dois pares metacêntricos (1 e 7), quatro pares 

telocêntricos (3, 4, 5 e 6), um par subtelocêntrico (2) e um submetacêntrico (8). No 

complemento desta espécie, também foi observado microssatélite no braço curto do par 

cromossômico 3.  

 

 

4.1.2 Bandamento com CMA/DA 
 
 

 O bandamento dos cromossomos da espécie A. caryophyllaea com o fluorocromo 

CMA/DA revelou bandas fluorescentes localizadas na região terminal dos braços do par 1 

metacêntrico e nas regiões centroméricas dos três pares telocêntricos, os pares 3, 4 e 5 

(Figuras 6A - setas, 7A e 7E). No par 3 foi observada uma banda mais forte na região 

centromérica em apenas um dos cromossomos do par homólogo (par de bivalentes 

heteromórficos). Nos demais pares cromossômicos 2, 6, 7 e 8, bandas fluorescentes de 

CMA/DA não foram observadas. 

 

 

4.1.3 Bandamento com DAPI/AMD 
 
 

 As análises dos complementos cromossômicos da espécie A. caryophyllaea com 

DAPI/AMD, mostraram um total de dezesseis bandas distribuídas entre seis pares de 

cromossomos do conjunto cromossômicos (Figura 6B). Os pares cromossômicos 3 e 6 se 

caracterizam por apresentar duas bandas DAPI/AMD com diferentes tamanhos (uma banda 

tem o dobro do tamanho da outra) localizadas na região intercalar do par 3 e região terminal 

do par 6. Os pares 4 e 5 se caracterizam por apresentarem uma banda localizada na região 

intercalar, sendo visto no par 4 uma banda maior quando comparada ao par 5. Os pares 7 e 8 
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apresentaram uma banda na região terminal, sendo essa localizada no braço longo do par 8 

(Figuras 6B, 7B e 7E). Não foram encontradas bandas de DAPI/AMD nos pares 

cromossômicos 1 e 2. 

 

 

4.1.4 Hibridação in situ fluorescente 
 
 

 A hibridação in situ (FISH) com a sonda pTa71 para localização da sequência 45S nos 

cromossomos da espécie A. caryophyllaea, permitiu a identificação de oito sítios desse rDNA 

localizados em quatro pares cromossômicos (Figura 6C - setas). No par cromossômico 

metacêntrico 1 verificaram-se dois sinais de hibridação localizados nas regiões terminais dos 

braços. Nos pares 3, 4 e 5 telocêntricos foram vistos seis sinais de hibridação localizados nas 

regiões centroméricas. Não foram encontrados sinais de hibridação nos pares 2, 6, 7 e 8 

(Figura 6C, 7C e 7E). 

 O uso da sonda pScT7 para localizar a sequência 5S resultou na visualização de sítios 

de hibridação desse rDNA em três pares cromossômicos. No par cromossômico metacêntrico 

1 os sinais estão situados na região terminal de um dos braços. Nos pares cromossômicos 2 

(submetacêntricos) foram encontrados sinais pequenos e de difícil visualização localizados 

nas regiões centroméricas. Também foram encontrados sinais heteromórficos no cromossomo 

2 na região terminal do braço maior (Figura14A). No par cromossômico telocêntrico 4 foram 

encontrados sinais nas regiões centroméricas (Figura 6D - setas). Não foram encontrados 

sinais de hibridação nos pares 3, 5, 6, 7 e 8 (Figura 6D, 7D e 7E). 

 
 

4.1.5 Medidas cromossômicas 
 
 

 As medidas dos comprimentos totais dos cromossomos da espécie A. caryophyllaea 

variaram de 7,74 ± 0,91 μm a 27,81 ± 3,06 μm e os respectivos coeficientes de variação 

(CV%) dessas medidas foram menores que 20% (Tabela 2). O comprimento total da 

cromatina (CTC) para a espécie A. caryophyllaea foi de 212,70 ± 20,04 μm e o índice de 

assimetria TF% de 22,12% (Tabela 6). Observou-se que a espécie A. caryophyllaea apresenta 

cariótipo assimétrico com fórmula cariotípica 2m+1sm+1st+4T-sat (dois pares 

cromossômicos metacêntricos; um par cromossômico submetacêntrico; um par cromossômico 

subtelocêntrico e quatro pares cromossômicos telocêntricos) (Tabela 6). Os oito pares 

cromossômicos identificados foram classificados em três grupos conforme o tamanho (Tabela 
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2). Um grupo formado por dois pares relativamente grandes (pares 1 e 2) sendo o par 1 

metacêntrico e o par 2 subtelocêntrico; um segundo grupo formado por três pares medianos 

todos telocêntricos (pares 3, 4 e 5); e por último, um grupo de três pares cromossômicos 

relativamente pequenos (pares 6, 7 e 8) sendo o par 6 telocêntrico, o par 7 metacêntrico e o 

par 8 submetacêntrico (Figuras 6E, 6F e Tabela 2). A espécie A. caryophyllaea apresenta 

cariótipo assimétrico com número fundamental igual a 12, ou seja, o complemento 

cromossômico da espécie possui 12 braços, excluindo-se os braços curtos dos telocêntricos 

(Tabela 6). 

 
 
Tabela 2 - Alstroemeria caryophyllaea - Médias dos comprimentos totais dos pares 

cromossômicos, coeficientes de variação das médias (CV%), médias dos braços curtos, 

índices centroméricos (IC) e classificação. 

Pares 
Comprimento 

Cromossômico 
CV% Braço Curto IC Classificação 

1 27,81 ± 3,06 13,11 13,27 ± 1,50 47,70 metacêntrico 

2 17,43 ± 2,57 8,17 3,69 ± 0,93 21,26 subtelocêntrico 

3 13,68 ± 2,16 6,41 0,0 0,0 telocêntrico 

4 11,51 ± 1,20 5,42 0,0 0,0 telocêntrico 

5 9,94 ± 1,38 4,67 0,0 0,0 telocêntrico 

6 9,38 ± 1,01 4,42 0,0 0,0 telocêntrico 

7 8,82 ± 1,50 4,16 4,08 ± 0,68 46,34 metacêntrico 

8 7,74 ± 0,91 3,65 2,48 ± 0,34 32,13 submetacêntrico 
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Figura 6 - Cromossomos somáticos de Alstroemeria caryophyllaea. (A) Bandamento com 

CMA/DA; (B) Bandamento com DAPI/AMD; (C) Sinais de hibridação in situ fluorescente 

(verde) com sonda de rDNA 45S - pTa71; (D) Sinais de hibridação in situ fluorescente 

(verde) com sonda de rDNA 5S – pScT7; (E e F) Cariótipo em microscopia de fase; (F) 

Cariograma. Barra = 10μm. 
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Figura 7 - Alstroemeria caryophyllaea – Ideogramas representativos. (A) Bandamento com 

CMA/DA; (B) Bandamento com DAPI/AMD; (C) Sinais de hibridação in situ para 

sequências de rDNA 45S com a sonda pTa71; (D) Sinais de hibridação in situ para sequências 

de rDNA 5S com a sonda pScT7; (E) Representação do conjunto de resultados das técnicas 

CMA/DA, DAPI/AMD e hibridação in situ para rDNA 45S e 5S. 
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4.2 Alstroemeria longistaminea 
 
 

4.2.1 Microscopia de fase 
 
 

 Os cromossomos analisados em microscopia de fase (Figura 8E) da espécie A. 

longistaminea apresentaram número cromossômico diploide, 2n=2x=16. Baseado na posição 

centromérica os pares cromossômicos 1 e 7 são metacêntricos, o par 8 em submetacêntrico, o 

par 2 subtelocêntrico, e os pares 3, 4, 5 e 6 são telocêntricos (Figura 8F). No complemento 

desta espécie, também foram observados microssatélites nos braços curtos dos pares 

cromossômicos 3, 4 e 5.  

 

 

4.2.2 Bandamento com CMA/DA 
 
 

 Nas análises dos cromossomos da espécie A. longistaminea com a técnica de 

coloração fluorescente CMA/DA, foram observadas bandas fluorescentes localizadas nas 

regiões dos centrômeros dos três pares cromossômicos telocêntricos 4, 5 e 6 (Figuras 8A – 

setas, 9A e 9E). Os demais cromossomos do complemento desta espécie, os pares 1, 2, 3, 7 e 

8, não apresentam bandas CMA/DA positivas.  

 

 

4.2.3 Bandamento com DAPI/AMD 
 
 

 As análises das preparações citológicas da espécie A. longistaminea com DAPI/AMD, 

apresentou um total de doze bandas distribuídas entre cinco pares do conjunto cromossômicos 

(Figura 8B). Os pares cromossômicos telocêntricos 3 e 4 apresentaram uma banda 

DAPI/AMD localizada na região intercalar, sendo visto no par 4 uma banda maior quando 

comparada ao par 3. Os pares 6 e 8 se caracterizam por apresentarem uma banda localizada na 

região terminal do braço longo. O par 5 destaca-se por apresentar duas bandas situadas na 

região intercalar do braço maior (Figura 8B, 9B e 9E). Não foram vistas bandas nos pares 1, 2 

e 7. 
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4.2.4 Hibridação in situ fluorescente 
 
 

 A aplicação da técnica de hibridação in situ utilizando-se a sonda pTa71 de rDNA 45S 

nos cromossomos da espécie A. longistaminea, revelou um total de oito sítios distribuídos em 

quatro pares cromossômicos telocêntricos 3, 4, 5 e 6 e localizados na região centromérica 

(Figuras 8C – setas). A diferença entre eles resume-se ao tamanho relativo dos diferentes 

sinais. Os sítios de hibridação dos pares cromossômico 3, 4 e 6 são pequenos ao serem 

comparados aos sítios dos do par telocêntrico 5. Os pares cromossômicos 1, 2, 7 e 8 do 

complemento não apresentam sítios de hibridação para a sonda testada (Figuras 8C, 9C e 9E)..  

 A hibridação com a sonda pScT7 de rDNA 5S resultou na visualização de um sítio 

localizado na região centromérica do par cromossômico telocêntrico 4 (Figuras 8D – setas, 

9D e 9E). Não foram encontrados sinais de hibridação nos pares 1, 2, 3, 5, 6,7 e 8. 
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Figura 8 - Cromossomos somáticos de Alstroemeria longistaminea. (A) Bandamento com 

CMA/DA; (B) Bandamento com DAPI/AMD; (C) Sinais de hibridação in situ fluorescente 

(verde) com sonda de rDNA 45S - pTa71; (D) Sinais de hibridação in situ fluorescente 

(verde) com sonda de rDNA 5S – pScT7; (E e F) Cariótipo em microscopia de fase; (F) 

Cariograma. Barra = 10μm. 
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Figura 9 - Alstroemeria longistaminea – Ideogramas representativos. (A) Bandamento com 

CMA/DA; (B) Bandamento com DAPI/AMD; (C) Sinais de hibridação in situ para 

sequências de rDNA 45S com a sonda pTa71; (D) Sinais de hibridação in situ para sequências 

de rDNA 5S com a sonda pScT7; (E) Representação do conjunto de resultados das técnicas 

CMA/DA, DAPI/AMD e hibridação in situ para rDNA 45S e 5S. 
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4.2.5 Medidas cromossômicas 
 

 

 As medidas dos cromossomos da espécie A. longistaminea, realizadas em células 

submetidas às diferentes técnicas de coloração, variou de 8,84 ± 0,97 μm a 28,57 ± 3,39 μm 

(Tabela 3). Todos os pares cromossômicos apresentaram coeficiente de variação menor que 

20%. O comprimento total da cromatina (CTC) para esta espécie foi de 223,64 ± 16,52 e o 

índice de assimetria TF% de 21,89% (Tabela 6). Observou-se que a espécie A. longistaminea 

apresenta cariótipo assimétrico com fórmula cariotípica 2m+1sm+1st+4T-sat (dois pares 

cromossômicos metacêntricos; um par cromossômico submetacêntrico; um par cromossômico 

subtelocêntrico e quatro pares cromossômicos telocêntricos) (Tabela 6). Baseado no 

comprimento cromossômico, os oito pares de cromossomos do complemento da espécie A. 

longistaminea formam três grupos: um grupo com dois pares relativamente grandes (pares 1 e 

2), sendo o par 1 metacêntrico e o par 2 subtelocêntrico; um segundo grupo formado por três 

pares medianos telocêntricos (pares 3, 4 e 5) e um terceiro grupo formado por três pares 

cromossômicos pequenos (pares 6, 7 e 8) sendo o par 6 telocêntrico, o par 7 metacêntrico e o 

par 8 submetacêntrico (Tabela 3). O número fundamental do conjunto cromossômico é igual a 

12, ou seja, o complemento cromossômico de A. longistaminea apresenta um total de 12 

braços (Tabela 6). 

 

 

Tabela 3 - Alstroemeria longistaminea - Médias dos comprimentos totais dos pares 

cromossômicos, coeficientes de variação das médias (CV%), médias dos braços curtos, 

índices centroméricos (IC) e classificação. 

Pares 
Comprimento 

Cromossômico 
CV% Braço Curto IC Classificação 

1 28,57 ± 3,39 12,77 13,71 ± 1,54 48,03 metacêntrico 

2 17,31 ± 1,83 7,74 3,69 ± 1,15 21,54 subtelocêntrico 

3 14,25 ± 1,84 6,37 0,0 0,0 telocêntrico 

4 12,27 ± 1,25 5,48 0,0 0,0 telocêntrico 

5 10,65 ± 1,02 4,77 0,0 0,0 telocêntrico 

6 9,49 ± 0,87 4,26 0,0 0,0 telocêntrico 

7 9,08 ± 0,64 4,51 4,32 ± 0,55 47,54 metacêntrico 

8 8,84 ± 0,97 4,10 2,76 ± 0,59 31,23 submetacêntrico 
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4.3 Alstroemeria ochracea 
 
 

4.3.1 Microscopia de fase 
 
 

 Através das análises em microscopia de fase das preparações citológicas sem corantes 

(Figura 10E), foi possível verificar para a espécie A. ochracea número cromossômico diploide 

igual a 2n=2x=16. Também foi possível verificar uma morfologia distinta entre os 

cromossomos do complemente cromossômico (Figura 10F) sendo dois pares metacêntricos (1 

e 7), quatro pares telocêntricos (3, 4, 5 e 6), um par subtelocêntrico (2) e um submetacêntrico 

(8). No complemento desta espécie, também foi observado microssatélite no braço curto do 

par cromossômico 3.  

 

 

4.3.2 Bandamento com CMA/DA 
 
 

 O bandamento realizado com o fluorocromo CMA/DA, destacou três pares de 

cromossomos com bandas. No par 1 metacêntrico, o cromossomo apresentou uma banda 

fluorescente na região terminal dos braços (Figura 10A – setas). As outras bandas positivas de 

CMA/DA foram localizadas nas regiões centroméricas dos cromossomos dos pares 

telocêntricos 3 e 5 (Figuras 11A e 11E). Não foram observadas bandas nos pares 2, 4, 6, 7 e 8. 

 

 

4.3.3 Bandamento com DAPI/AMD 
 
 

 O bandamento com a utilização do fluorocromo DAPI/AMD aplicado nas preparações 

citológicas de A. ochracea apresentou um total de dezoito bandas distribuídas entre os seis 

pares cromossômicos (Figura 10B). Os pares cromossômicos 3 e 4 telocêntricos caracterizam-

se por apresentarem uma banda DAPI/AMD localizada na região intercalar do braço longo, 

sendo essa banda heteromórfica para o par 3. O par 5 telocêntrico destaca-se dos demais por 

apresentar 2 bandas de DAPI/AMD na região intercalar. Os pares 6 telocêntrico e 7 

metacêntrico caracterizam-se por apresentarem duas bandas com diferentes tamanhos (uma 

banda possui o dobro do tamanho da outra) localizadas na região terminal de um dos braços. 

O par cromossômico 8 se caracteriza por apresenta uma pequena banda na região terminal do 

braço longo. Não foram vistas bandas nos pares cromossômicos 1 e 2 (Figuras 10B, 11B e 

11E). 
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4.3.4 Hibridação in situ fluorescente 
 
 

 A hibridação in situ (FISH) com a sonda pTa71 de rDNA 45S para a espécie A. 

ochracea, permitiu a identificação de quinze sítios de rDNA localizados em oito pares 

cromossômicos (Figura 10C - setas). No par cromossômico metacêntrico 1 e subtelocêntrico 2 

verificaram-se três sinais de hibridação localizados nas regiões terminais dos braços, sendo no 

par 2 no braço longo sinal heteromórfico. No par 3 telocêntrico foram vistos quatro sinais de 

hibridação, sendo esses nas regiões telocêntrica e terminal. Nos pares cromossômicos 7 e 8, os 

sítios de hibridação também localizados no centrômero apresentam-se de forma heteromórfica, ou 

seja, e um dos cromossomos do par, apresenta a região de rDNA 45S maior que a do homólogo 

correspondente (Figura 14B). Os pares dos cromossomos 4, 5 e 6 foram vistos seis sinais 

pequenos de hibridação quando comparado com os demais, sendo todos nas regiões 

centroméricas (Figuras 10C, 11C e 11E). 

 A hibridação com a sonda pScT7 de rDNA 5S resultou na visualização de quatro sítios 

localizados em dois pares cromossômicos (Figura 10D - setas). Nos pares cromossômicos 

subtelocêntrico 2 e telocêntrico 4 foram observados sítios de rDNA 5S localizados nas regiões 

centroméricas, sendo os sinais encontrados no par cromossômico 2 pequenos e de difícil 

visualização (Figuras 10D, 11D e 11E). Não foram encontrados sinais de hibridação nos pares 

1, 3, 5, 6, 7 e 8. 

 

 

4.3.5 Medidas cromossômicas 
 
 

 As medidas obtidas para os comprimentos totais dos cromossomos da espécie A. 

ochracea variaram de 9,01 ± 1,39 μm a 30,02 ± 3,38 μm e todos os pares apresentaram um 

coeficiente de variação menor que 20% (Tabela 4). O comprimento total da cromatina (CTC) 

para esta espécie foi de 228,62 ± 15,72 μm e o índice de assimetria TF% de 20,52% (Tabela 

6). Observou-se que a espécie A. ochracea apresenta cariótipo assimétrico com fórmula 

cariotípica 2m+1sm+1st+4T-sat (dois pares cromossômicos metacêntricos; um par 

submetacêntrico; um par subtelocêntrico e quatro pares telocêntricos, (Tabela 6). Em relação 

ao tamanho, os cromossomos de A. ochracea foram divididos em três grupos: a) um grupo 

formado por dois pares relativamente grandes (1 e 2) sendo o par 1 metacêntrico e o par 2 

subtelocêntrico; b) um segundo grupo formado por três pares medianos (3, 4 e 5) todos 
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telocêntricos; e por último c) um grupo formado por três pares relativamente pequenos (pares 

6, 7 e 8), sendo o par 6 telocêntrico, o 7 metacêntrico e o par 8 submetacêntrico (Figuras 10E 

e 10F; tabela 6). O numero fundamental do complemento cromossômico desta espécie 

também corresponde a um total de 12 braços (Tabela 6). 

 

 

Tabela 4 - Alstroemeria ochracea – Médias dos comprimentos totais dos pares 

cromossômicos, coeficiente de variação das médias (CV%), médias dos braços curtos, índices 

centroméricos (IC) e classificação. 

Pares 
Comprimento 

Cromossômico 
CV% Braço Curto IC Classificação 

1 30,02 ± 3,38 13,55 14,15 ± 3,81 47,13 metacêntrico 

2 17,40 ± 3,36 7,80 3,97 ± 1,31 22,92 subtelocêntrico 

3 13,69 ± 1,84 6,18 0.0 0.0 telocêntrico 

4 12,06 ± 1,79 5,44 0.0 0.0 telocêntrico 

5 10,62 ± 1,68 4,79 0.0 0.0 telocêntrico 

6 9,68 ± 1,65 4,37 0.0 0.0 telocêntrico 

7 9,01 ± 1,69 4,06 3,29 ± 2,00 41,99 metacêntrico 

8 9,01 ± 1,39 4,06 3,29 ± 2,15 37,90 submetacêntrico 
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Figura 10 - Cromossomos somáticos de Alstroemeria ochracea. (A) Bandamento com 

CMA/DA; (B) Bandamento com DAPI/AMD; (C) Sinais de hibridação in situ fluorescente 

(verde) com sonda de rDNA 45S - pTa71; (D) Sinais de hibridação in situ fluorescente 

(verde) com sonda de rDNA 5S – pScT7; (E e F) Cariótipo em microscopia de fase; (F) 

Cariograma. Barra = 10μm. 
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Figura 11 - Alstroemeria ochracea – Ideogramas representativos. (A) Bandamento com 

CMA/DA; (B) Bandamento com DAPI/AMD; (C) Sinais de hibridação in situ para 

sequências de rDNA 45S com a sonda pTa71; (D) Sinais de hibridação in situ para sequências 

de rDNA 5S com a sonda pScT7; (E) Representação do conjunto de resultados das técnicas 

CMA/DA, DAPI/AMD e hibridação in situ para rDNA 45S e 5S. 
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4.4 Alstroemeria variegata 
 
 

4.4.1 Microscopia de fase 
 
 

 Para a espécie A. variegata foi determinado o número de cromossomo diploide 

2n=2x=16 através de imagens capturadas em microscopia de fase (Figura 12E). O 

complemento cromossômico apresentou uma morfologia distinta dos cromossomos (Figura 

12F), sendo os pares 1 e 7 metacêntricos; os pares 2, 3, 4 e 5 telocêntricos; o par 2 

subtelocêntrico e o par 8 submetacêntrico. 

 

 

4.4.2 Bandamento com CMA/DA 
 
 

 O bandamento dos cromossomos da espécie A. variegata com o fluorocromo 

CMA/DA revelou três bandas fluorescentes localizadas na região terminal dos braços do par 1 

metacêntrico (banda heteromórfica) e nas regiões centroméricas do par telocêntricos 4 

(Figuras 12A - setas, 13A e 13E). No par 4 foi observada uma banda mais forte em apenas um 

cromossomo do par homólogo. Nos demais pares cromossômicos 2, 3, 5, 6, 7 e 8 não foram 

observadas bandas fluorescentes de CMA/DA. 

 

 

4.4.3 Bandamento com DAPI/AMD 
 
 

 O bandamento com o fluorocromo DAPI/AMD revelou bandas fluorescentes 

específicas para os pares cromossômicos 3, 4, 5, 6 e 8 do complemento desta espécie (Figura 

12B). Os pares 4, 5 e 6 apresentaram duas bandas com tamanhos diferentes (uma banda 

possui o dobro do tamanho da outra) nas regiões intercalar, sub-intercalar e terminal do braço 

longo, respectivamente. O par 3 se destaca por apresentar uma única banda na região 

intercalar do braço longo. O par 8 difere dos demais por apresentar duas bandas bastante 

pequenas, sendo essas vistas com maior intensidade em um par dos homólogos na região 

terminal do braço longo (Figura 12B, 13B e 13E). Não foram vistas bandas nos pares 

cromossômicos 1, 2 e 7. 
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4.4.4 Hibridação in situ fluorescente 
 
 

 A hibridação in situ (FISH) com a sonda pTa71 de rDNA 45S para a espécie A. 

variegata, permitiu a identificação de dos sítios de rDNA localizados em seis pares 

cromossômicos (Figura 12C - setas). No par cromossômico metacêntrico 1 verificou-se um 

sinal de hibridação localizado na região terminal de um dos braços. No par 3 telocêntrico 

foram vistos quatro sinais de hibridação, sendo esses nas regiões centromérica e terminal. Nos 

pares dos cromossomos 4, 5, 6 e 7 foram vistos oito sinais pequenos de hibridação, sendo 

todos nas regiões centroméricas (Figura 12C, 13C e 13E). O par cromossômico 4  apresentou 

sinais heteromórficos, sendo visto  apenas um sinal em um dos cromossomos do par de 

homólogos (Figura 14C). Não foram observados sinais de hibridação nos pares de 

cromossomos 2 e 8. 

Na hibridação in situ com a sonda pScT7 de rDNA 5S, observaram-se seis sítios de 

hibridação nos pares cromossômicos 1, 2, 3, 4 e 5. No par metacêntrico 1 foram vistos sinais 

em um dos braços. No par do cromossomo 3 telocêntrico foram encontrados sinais nas 

regiões terminais do braço maior. O par subtelocêntrico 2 apresentou um par de sinais nas 

regiões terminais do braço maior e sinais de hibridação na região centromérica. O sinal 

localizado na região terminal de um dos braços do par subtelocêntrico apresentou-se 

heteromórfico, sendo este presente em apenas um dos cromossomos do par de homólogos 

(Figuras 12D – setas, 13D, 13E e 14C). Nos pares cromossômicos telocêntricos 4 e 5, os 

sinais foram localizados nas regiões telocêntricas. Os pares cromossômicos 6, 7 e 8 do 

complemento não apresentam sítios de hibridação para a sonda pScT7. 

 

 

4.4.5 Medidas cromossômicas 
 
 

A medida dos comprimentos dos cromossomos de A. variegata variou de 8,43 ± 1,01 

μm a 25,72 ± 2,28 μm e o coeficiente de variação para todos os pares cromossômicos foi 

menor que 20% (Tabela 5). O comprimento total da cromatina (CTC) medido para a espécie 

foi de 202,61 ± 17,81 μm e o índice de assimetria TF% de 22,72% (Tabela 6). Observou-se 

que a espécie A. variegata apresenta cariótipo assimétrico com fórmula cariotípica 

2m+1sm+1st+4T-sat, ou seja, dois pares cromossômicos metacêntricos; um par 

cromossômico submetacêntrico; um par cromossômico subtelocêntrico e quatro pares 

cromossômicos telocêntricos (Tabela 6). Em relação ao tamanho dos cromossomos, os oito 
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pares cromossômicos do complemento da espécie A. variegata formaram três grupos: a) um 

grupo composto por dois pares cromossômicos relativamente grandes (pares 1 e 2) sendo o 

par 1 metacêntrico e o par 2 subtelocêntrico; b) um segundo grupo formado por três pares 

cromossômicos medianos (pares 3, 4 e 5) todos telocêntricos e por último, c) um grupo 

formado por três pares cromossômicos pequenos (pares 6, 7 e 8) sendo o par 6 telocêntrico, o 

par 7 metacêntrico e o par 8 submetacêntrico (Tabela 5). O número fundamental do 

complemento cromossômico é igual a 12, ou seja, o complemento cromossômico apresenta 

um total de 12 braços (Tabela 6). 

 

 

Tabela 5 - Alstroemeria variegata – Médias dos comprimentos totais dos pares 

cromossômicos, coeficiente de variação das médias (CV%), médias dos braços curtos, índices 

centroméricos (IC) e classificação. 

Pares 
Comprimento 

Cromossômico 
CV% Braço Curto IC Classificação 

1 25,72 ± 2,28 12,72 12,32 ± 1,14 47,93 metacêntrico 

2 15,33 ± 1,86 7,56 3,94 ± 0,65 25,74 subtelocêntrico 

3 12,88 ± 1,57 6,35 0,0 0,0 telocêntrico 

4 11,15 ± 1,15 5,51 0,0 0,0 telocêntrico 

5 9,67 ± 1,19 4,77 0,0 0,0 telocêntrico 

6 8,98 ± 0,99 4,43 0,0 0,0 telocêntrico 

7 8,54 ± 1,23 4,49 3,99 ± 0,72 46,72 metacêntrico 

8 8,43 ± 1,01 4,17 2,77 ± 0,44 32,93 submetacêntrico 

 

 

Tabela 6 - Relação das espécies estudadas do gênero Alstroemeria. Número cromossômico 

(2n), variação de tamanho dos cromossomos, comprimento total da cromatina (CTC), índice 

de assimetria TF%, fórmula cariotípica (m = metacêntrico; sm = submetacêntrico; st = 

subtelocêntrico e T = telocêntrico) e número fundamental. 

Espécies 2n 
Variação de 

tamanho (µm) 
CTC (µm) TF% 

Fórmula 

Cariotípica 

Número 

Fundamental 

A. caryophyllaea 16 7,74 - 27,82 212,70 ± 20,04 22,12 2m+1sm+1st+4T 12 

A. longistaminea 16 8,84 - 28,58 223,64 ± 16,52 21,89 2m+1sm+1st+4T 12 

A. ochracea 16 9,01 - 30,02 228,62 ± 15,72 20,52 2m+1sm+1st+4T 12 

A. variegata 16 8,44 - 25,72 202,61 ± 17,81 22,72 2m+1sm+1st+4T 12 
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Figura 12 - Cromossomos somáticos de Alstroemeria variegata. (A) Bandamento com 

CMA/DA; (B) Bandamento com DAPI/AMD; (C) Sinais de hibridação in situ fluorescente 

(verde) com sonda de rDNA 45S - pTa71; (D) Sinais de hibridação in situ fluorescente 

(verde) com sonda de rDNA 5S – pScT7; (E e F) Cariótipo em microscopia de fase; (F) 

Cariograma. Barra = 10μm. 
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Figura 13 - Alstroemeria variegata – Ideogramas representativos. (A) Bandamento com 

CMA/DA; (B) Bandamento com DAPI/AMD; (C) Sinais de hibridação in situ para 

sequências de rDNA 45S com a sonda pTa71; (D) Sinais de hibridação in situ para sequências 

de rDNA 5S com a sonda pScT7; (E) Representação do conjunto de resultados das técnicas 

CMA/DA, DAPI/AMD e hibridação in situ para rDNA 45S e 5S. 
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Figura 14 - Ideogramas representativos das técnicas de bandamento CMA/DA, DAPI/AMD e hibridação in situ (FISH) das quatro espécies 

estudadas no presente trabalho, além das espécies estudadas por ZANELA & PINTO-MALGIO (2010) de Alstroemeria. (A) A. caryophyllaea; 

(B e G) A. longistaminea; (C) A. ochracea; (D) A. variegata; (E) A. cunha; (F) A. inodora; (H) A. psittacina. 
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Figura 15 - Alstroemeria - ideogramas indicativos dos pares de cromossomos que apresentam 

polimorfia para sítios de hibridação das sequências de rDNA. (A) A. caryophyllaea - 5S; (B) 

A. ochracea - 45S; (C) A. variegata - 45S e 5S.  

 

Tabela 7 – Relação da quantidade sinais de CMA/DA, DAPI/AMD e FISH com as quatro 

espécies estudadas no presente trabalho, como também as estudadas por ZANELA & PINTO-

MAGLIO (2010). 

 

(***) Número de Pares de Sinais. 

Espécies
CMA/DA      

(***)

DAPI/AMD       

(***)

45S rDNA 

pTa71            

(***)  

5S rDNA     

pScT7               

(***)

A. caryophyllaea 4 6 4 4

A. cunha 3 18 12 3

A. inodora 4 14 5 4

A. longistaminea (BA) 2 14 4 1

A. longistaminea (PB) 3 5 4 2

A. ochracea 3 7 9 2

A. psittacina 2 13 4 1

A. variegata 2 7 5 6
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Tabela 8 - Relação da quantidade de sinais de CMA/DA e FISH com a localização dos 

mesmos nas quatro espécies estudadas no presente trabalho, como também as estudadas por 

ZANELA & PINTO-MAGLIO (2010). 

 

(***) Número de Pares de Sinais 

 

5 DISCUSSÃO 
 

 

O número cromossômico diploide de 2n=2x=16 constatado neste trabalho, para as 

espécies A. caryophyllaea, A. longistaminea - PB (proveniente da Paraíba), A. ochracea e A. 

variegata, corrobora os dados de número cromossômico registrados na literatura, para as 

espécies A. caryophyllaea (TSUCHIYA & HANG, 1989) e A. longistaminea - BA 

(proveniente da Bahia) analisada por ZANELA & PINTO-MAGLIO, 2010.  

Para as espécies A. ochracea e A. variegata não existem relatos de número 

cromossômico, sendo assim, a contagem cromossômica para essas espécies é inédita e está 

sendo registrada pela primeira vez no presente trabalho. De modo geral, o número de 

cromossomos 2n=2x=16 é constante para o gênero Alstroemeria não tendo sido relatadas 

variações de números cromossômicos para as espécies conhecidas até o momento.  

Para as espécies chilenas e argentinas foi registrado igualmente 2n=2x=16 

(TSUCHIYA et al., 1987; KUIPERS et al., 1997; BUITENDIJK et al., 1998; SANSO & 

HUNZIKER, 1998; ISHIKAWA et al., 1999; ISHIKAWA & ISHIZAKA, 2002; SANSO, 

2002; BAEZA et al., 2006; BAEZA et al., 2007) com exceção de poliploides resultantes de 

duplicação cromossômica induzida (LU & BRIDGEN, 1997; ISHIKAWA et al., 1999; LIN et 

al., 2000) ou da formação de híbridos interespecíficos sintéticos (BUITENDIJK et al., 1995; 

CMA/DA
45S rDNA 

pTa71       

5S rDNA     

pScT7
CMA/DA

45S rDNA 

pTa71      

5S rDNA     

pScT7
CMA/DA

45S rDNA 

pTa71       

5S rDNA     

pScT7
CMA/DA

45S rDNA 

pTa71       

5S rDNA     

pScT7

A. caryophyllaea ­ ­ 1 ­ ­ 1 3 3 1 1 1 1

A. cunha ­ 3 1 ­ 2 ­ 4 5 1 ­ 2 1

A. inodora ­ 1 1 ­ ­ ­ 4 3 2 ­ 1 1

A. longistaminea (BA) ­ ­ ­ ­ ­ ­ 2 4 1 ­ ­ ­

A. longistaminea (PB) ­ ­ 1 ­ ­ ­ 3 4 1 ­ ­ ­

A. ochracea ­ 2 1 ­ 2 ­ 2 4 1 1 1 ­

A. psittacina ­ ­ ­ ­ ­ ­ 2 4 1 ­ ­ ­

A. variegata ­ 1 1 ­ 1 2 1 4 2 1 1 1

Espécies

Região Centromérica                               

(***)                     

Região Sub-telocêntrica do 

Braço Maior                                            

(***)                     

Região Sub-telocêntrica do 

Braço Menor                                        

(***)                    

Região Sub-telocêntrica em 

um dos Braços dos 

Cromossomos Metacêntricos                   

(***)             
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DE JEU & JACOBSEN, 1995; ISHIKAWA et al., 1997) ou híbridos naturais (TSUCHIYA & 

HANG, 1987, HANG & TSUCHIYA, 1988).  

Os complementos cromossômicos das quatro espécies aqui estudadas, A. 

caryophyllaea, A. longistaminea - PB, A. ochracea e A. variegata apresentaram a mesma 

fórmula cariotípica 2m+1sm+1st+4T-sat (Figuras 6E, 6F, 8E, 8F, 10E, 10F, 12E e 12F, e 

Tabelas 2, 3, 4, 5 e 6) concordando com a fórmula cariotípica descrita para a espécie argentina 

A. psittacina (SANSO & HUNZIKER, 1998) e para as espécies brasileiras A. cunha, A. 

inodora e A. longistaminea - BA (BUITENDIJK & RAMANA, 1996; ZANELA & PINTO-

MAGLIO, 2010). Embora as quatro espécies aqui analisadas tenham apresentado igual 

fórmula cariotípica, esta característica não é comum para todas as espécies do gênero.  

Diferentemente do número cromossômico, algumas espécies do gênero Alstroemeria 

apresentam diversidade na fórmula cariotípica sendo que para a espécie argentina A. 

pygmaea, SANSO (2002) determinou 2m+1sm+1sm-st+4t. No caso de A. pygmaea a 

diferença está presente num par classificado como sendo submetacêntrico-subtelocêntrico 

(sm-st) e em dois pares considerados metacêntricos perfeitos (2M). A variação da fórmula 

cariotípica foi também constatada em cinco espécies chilenas, e inclusive em diferentes 

acessos dessas espécies, por BAEZA et al. (2007), onde A. aurea, A. hookeri e A. pelegrina 

apresentaram fórmula cariotípica 3m+1sm+4t; A. ligtu a fórmula 4m+1sm+3t e um único 

acesso de A. hookeri que apresentou 2m+2sm+2st+2t, diferente da formula padrão 

determinada para esta espécie.  

Foram observados microssatélites localizados no braço menor nos pares de 

cromossomos telocêntricos dos complementos das espécies, A. caryophyllaea, A. 

longistaminea e A. ochracea, visíveis principalmente nas observações em CMA/DA e 

microscopia de fase. 

A presença de microssatélites parece ser também uma característica comum, 

principalmente nos pares de telocêntricos dos complementos cromossômicos das espécies do 

gênero Alstroemeria, pois diversos autores descrevem essa característica cromossômica, 

observada através da aplicação de diferentes técnicas.  Com a aplicação da técnica de 

bandamento com DAPI (BAEZA et al., 2006; ZANELA & PINTO-MAGLIO, 2010) e da 

técnica de hibridização in situ, (BAEZA et al., 2007; ZANELA & PINTO-MAGLIO, 2010), 

também foram identificados microssatélites localizados nas regiões terminais dos braços 

cromossômicos metacêntricos e submetacêntricos e acima da região do centrômero dos 

cromossomos telocêntricos para algumas espécies chilenas e brasileiras. 
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Assim a elaboração do cariótipo padrão para cada uma das espécies, A. caryophyllaea, 

A. longistaminea - PB, A. ochracea e A. variegata, mediante análises de cromossomos em 

microscopia de fase, não foram suficientes para a caracterização cromossômica intraespecífica 

ou a discriminação dessas espécies, já que as mesmas apresentaram fórmulas cariotípicas 

idênticas, igualmente observado para as espécies A. cunha, A. inodora, A. longistaminea - BA 

e A. psittacina por ZANELA & PINTO-MAGLIO, 2010. No entanto, a aplicação das técnicas 

de bandamento DAPI/AMD e CMA/DA permitiu a diferenciação longitudinal dos 

cromossomos de cada um dos complementos, devido aos padrões específicos de bandas 

obtidos, e consequentemente uma melhor caracterização das espécies.  

Apesar de ser uma técnica que tem sido bastante utilizada em diversas espécies 

vegetais, para a caracterização de regiões heterocromáticas ricas em bases GC, tais como 

Citrus (GUERRA, 1993), Hypochaeris (CERBAH et al., 1998), Clivia (RAN et al., 1999), 

Pinus densiflora (HIZUME et al., 2001), Crinum (AHMED, 2004) e Selaginella (MARCON 

et al., 2005), Alstroemeria cunha, A. inodora, A. longistaminea e A. psittacina (ZANELA & 

PINTO-MAGLIO, 2010), a técnica de bandamento com o fluorocromo CMA/DA foi pela 

primeira vez aplicada em cromossomos das espécies A. caryophyllaea, A. ochracea e A. 

variegata durante este trabalho.  

Todas as espécies de Alstroemeria aqui estudadas apresentaram nos seus 

complementos cromossomos com bandas fluorescentes CMA/DA+. Comparando-se os 

resultados para CMA/DA+ entre as espécies A. caryophyllaea, A. ochracea e A. variegata, 

todas apresentaram bandamento na região terminal de um dos braços do par metacêntrico 1 

(Figuras 6A, 7A, 10A, 11A, 12A, 13A, 14A, 14C e 14D). No entanto isso não foi visto nas 

espécies A. cunha, A. inodora, A. longistaminea - BA e A. psittacina estudas anteriormente 

por ZANELA & PINTO-MAGLIO (2010), assim como também em A. longistaminea - PB 

estudada no presente trabalho (Figuras 14B, 14E, 14F, 14G e 14H). 

As espécies A. caryophyllaea e A. longistaminea - PB mostraram bandamento 

CMA/DA+ semelhante nas regiões telocêntricas dos pares cromossômicos 4 e 5 diferindo 

apenas no tamanho relativo das bandas (Figuras 6A, 7A, 8A, 9A, 14A e 14B). Essa 

semelhança no bandamento entre espécies também foi visto entre A. cunha e A. inodora, que 

apresentaram bandas de CMA/DA+ nas regiões telocêntricas dos quatro pares telocêntricos 3, 

4, 5 e 6 diferindo apenas no tamanho relativo das bandas (ZANELA & PINTO-MAGLIO, 

2010) (Figuras 14E e 14F).  

Quando comparadas as plantas de A. longistaminea - PB, do presente trabalho, com as 

plantas A. longistaminea - BA estudadas por ZANELA & PINTO-MAGLIO (2010) foi 
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verificado apenas um ponto em comum na localização de uma banda CMA/DA+, ou seja, 

ambas apresentam uma banda CMA/DA+ na região telocêntrica do par cromossômico 

telocêntrico 5. Para as demais bandas CMA/DA+ as plantas provenientes da Paraíba 

apresentaram CMA/DA+ nas regiões telocêntricas em três pares de cromossomos o 4, 5 e 6 e 

as plantas provenientes da Bahia apresentaram CMA/DA+ nas regiões telocêntricas em 

apenas dois pares, os cromossomos 3 e 5 (Figuras 14B e 14G).  

As espécies A. ochracea e A. variegata foram as que apresentaram menor número de 

bandas CMA/DA+, no entanto a localização dessas bandas é bastante característica nessas 

espécies, o que facilita na distinção do conjunto cromossômico em relação às demais espécies 

(Figuras 10A, 11A, 12A, 13A, 14C e 14D).  

Alguns autores relataram a existência de correspondência entre as regiões 

evidenciadas pelo bandamento CMA+ com regiões que apresentam sinais positivos de 

hibridações in situ com sequências de rDNA 45S, (CERBAH et al., 1998; FORNI-MARTINS 

& GUERRA, 1999; RAN et al., 1999; SILJAK-YAKOVLEV et al., 2003; MARCON et al., 

2005). Nas espécies A. caryophyllaea, A. longistaminea - PB, A. ochracea e A. variegata 

todos os locais que apresentaram bandamento CMA/DA+ coincidiram com os sítios de 

hibridação para região de rDNA 45S (Figuras 7E, 9E, 11E, 13E, 14A, 14B, 14C e 14D).  

Para as espécies estudadas por ZANELA & PINTO-MAGLIO (2010) houve 

coincidência entre a localização da maioria das bandas CMA/DA+ com os sítios de rDNA 

45S, exceto para o par cromossômico 4 da espécie A. inodora, que não apresentou sinal de 

rDNA 45S, mas apresentou banda positiva de CMA/DA+.  Nos cromossomos telocêntricos da 

espécie A. cunha as bandas CMA/DA+ se mostraram pouco evidentes, mas estas são 

coincidentes com a localização dos sítios de hibridação de sequências de rDNA 45S (Figuras 

14E, 14F, 14G e 14H).  

Assim apesar do que foi citado acima sobre o grande número de relatos onde as 

bandas CMA/DA+ coincidem com sítios de hibridação de sequências de rDNA 45S, devido 

estar associadas a regiões ricas em bases GC, DOUDRICK et al. (1995), relataram que nem 

todas as regiões ricas em bandas GC correspondem a sítios de rDNA de 45S.  

A coloração com o fluorocromo DAPI/AMD, revelou bandas positivas em todos os 

cromossomos dos complementos das quatro espécies, com exceção apenas dos pares 

cromossômicos 1 e 2 (Figura 6B, 7B, 8B, 9B, 10B, 11B, 12B, 13B, 14A, 14B, 14C e 14D). 

As espécies A. caryophyllaea e A. ochracea se assemelham por apresentarem bandas 

DAPI/AMD positivas nas mesmas regiões dos pares cromossômicos 3, 4, 5, 6, 7 e 8, diferindo 

apenas no número de bandas nessas regiões (Figuras 7B, 11B, 14A E 14C). A semelhança de 
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bandas positivas de DAPI/AMD também foi notada entre as espécies A. longistaminea - PB e 

A. variegata, (Figuras 9B, 13B e 14B e 14D).  

Ao comparar as espécies A. caryophyllaea, A. longistaminea - PB, A. ochracea e A. 

variegata com as espécies estudadas por ZANELA & PINTO-MAGLIO (2010), é possível 

diferenciá-las facilmente, pois nenhuma das espécies estudadas no presente trabalho 

apresentou bandas DAPI/AMD nas regiões centroméricas, como foi observado por ZANELA 

& PINTO-MAGLIO (2010) em A. cunha, A. inodora, A. longistaminea - BA e A. psittacina 

(Figura 14A, 14B, 14C, 14D, 14E, 14F, 14G e 14H).  Comparando-se ainda o padrão de 

bandas positivas de DAPI/AMD, foi observada diferença em relação à quantidade e posição 

dessas bandas entre as plantas de A. longistaminea - PB, que apresentaram apenas doze 

bandas positivas DAPI/AMD enquanto que as plantas de A. longistaminea - BA estudadas por 

ZANELA & PINTO-MAGLIO (2010) mostraram vinte e seis bandas positivas (Figuras 14B e 

14G). 

Estudos com o bandamento DAPI/AMD são escassos para o gênero e os poucos 

trabalhos realizados com aplicação desta técnica foram o de KUIPERS et al. (1998), onde os 

autores afirmaram que a espécie A. inodora possuía bandas positivas para DAPI, porém não 

fizeram qualquer descrição da localização/padrão das bandas. No trabalho de BAEZA et al. 

(2006), apesar de constarem figuras de cromossomos com bandas DAPI visíveis, estas não 

foram propriamente utilizadas na diferenciação linear cromossômica ou ainda para 

caracterizar as espécies chilenas estudadas; diferentemente do trabalho de ZANELA & 

PINTO-MAGLIO (2010), onde foi usado pela primeira vez o padrão de bandamento 

DAPI/AMD, na caracterização cromossômica de espécies de Alstroemeria,  juntamente com o 

padrão de bandas CMA/DA e mapeamento cromossômico das regiões de rDNA 45S e 5S.  

Os dados disponíveis para o bandamento DAPI/AMD, embora restritos a oito espécies 

de Alstroemeria, podem ser considerados como um fator de diferenciação entre as mesmas e 

poderão servir como marcadores cromossômicos comparativos eficientes para novos estudos 

citogenéticos com diferentes espécies e populações visando uma possível caracterização 

evolutiva no gênero, ou até mesmo como marcadores de espécies a serem usadas em 

programas de melhoramento genético.  

Trabalhos envolvendo análises com a técnica de hibridação in situ para o gênero 

Alstroemeria são escassos na literatura, sendo o relato mais recente em 2010, onde essa 

técnica foi aplicada por ZANELA & PINTO-MAGLIO, pela primeira vez, no mapeamento de 

duas regiões de rDNA (45S e 5S) em quatro espécies de Alstroemeria (A. cunha, A. inodora, 

A. longistaminea e A. psittacina) através das sondas pTa71 e pScT7. Os resultados advindos 
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da aplicação da técnica de hibridação in situ neste trabalho, correspondentes à sequência de 

rDNA 45S por si só permitiram a diferenciação das espécies A. caryophyllaea, A. 

longistaminea - PB, A. ochracea e A. variegata. A espécie A. ochracea é diferenciada 

facilmente das demais por possuir maior número de sítios de rDNA 45S distribuídos entre os 

oito pares cromossômicos de seu complemento e de ser a única a apresentar sinais na região 

terminal do par subtelocêntrico 2 (Figuras 10C e 11C). A espécie A. longistaminea - PB 

destacou-se por ser a única que não apresentou sítios de rDNA 45S no par cromossômico 1 

(Figura 8C e 9C). Isto permite uma fácil distinção desta espécie em relação às demais, 

principalmente em relação à A. caryophyllaea, na qual foi observada uma grande semelhança, 

quanto às localizações dos demais sítios de rDNA 45S, no complemento de ambas as espécies  

(figuras 7C, 9C, 14A e 14B). Já a espécie A. variegata quando comparada com A. ochracea, 

diferiu no número de sítios de hibridação apenas nos pares cromossômicos 2 e 8 (Figuras 

11C, 13C, 14C e 14D). 

Quando comparadas as espécies estudadas no presente trabalho (A. caryophyllaea, A. 

longistaminea - PB, A. ochracea e A. variegata) com as estudadas por ZANELA & PINTO-

MAGLIO (2010), (A. cunha, A. inodora, A. longistaminea - BA e A. psittacina), é possível 

constatar que ocorrem localizações comuns dos sítios de hibridação de rDNA 45S e 5S, sendo 

que estes sinais diferem apenas na intensidade. Para a região de rDNA 45S, foram 

encontrados sinais de hibridação comuns nas regiões telocêntricas dos pares 3, 4, 5 e 6, em 

quase todas as espécies, com exceção de A. caryophyllaea e A. inodora (Figuras 14A, 14B, 

14C e 14D). Ainda para a região 45S, pode ser vista semelhança entre as espécies A. ochracea 

e A. cunha, pois as mesmas apresentaram sinais comuns para os pares cromossômicos 3, 4, 5, 

6, 7 e 8, diferindo apenas em três sítios de hibridação nos pares de cromossomos 1 e 2 (Figura 

14C e 14E). Já quando comparada as plantas de A. longistaminea - PB com A. longistaminea - 

BA, não foram encontradas diferenças entre os sítios de hibridação para as regiões de rDNA 

45S e 5S. As plantas de A. longistaminea das duas procedências apresentaram oito sinais de 

hibridação para rDNA 45S localizados nas regiões telocêntricas dos pares 3, 4, 5 e 6 do 

conjunto cromossômico e apenas dois sinais para rDNA 5S, localizados na região telocêntrica 

do par cromossômico 4 (Figuras 14B e 14G).  Entre as sete espécies aqui citadas, A. inodora e 

A. caryophyllaea foram as únicas que não apresentaram sítio de hibridação rDNA 45S na 

região telocêntrica, no par cromossômico 4 para a primeira espécie e no par cromossômico 6 

para a segunda (Figuras 14A e 14F).  

Quanto aos números de sítios obtidos e relacionados às sequências de rDNA 45S, que 

correspondem às regiões responsáveis pela organização do nucléolo dentro dos complementos 
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das quatro espécies, verifica-se que há um número bastante variável de sítios entre elas, 

contrariando, de certa forma, o fato mais comum de que em cada complemento cromossômico 

diploide existe um par de cromossomos responsável pela organização nucleolar. Mesmo na 

condição diploide das espécies A. caryophyllaea, A. cunha, A. inodora, A. longistaminea, A. 

ochracea, A. psittacina e A. variegata, existem múltiplos sítios com sequências de rDNA 45S.  

A variação no número de sítios de rDNA entre espécies de angiospermas tem sido 

atribuído a fatores tais como: ploidia, onde as regiões de rDNA ribossômicas adicionais 

podem ter origem em plantas poliploides pela duplicação do complemento cromossômico; 

rearranjos cromossômicos; eventos de transposição e até mesmo ao silenciamento de genes 

(MOSCONE et al., 1999). Dentre as razões acima, a observação relativa à ploidia, não seria a 

explicação plausível para a origem dos sítios adicionais de rDNA 45S dessas espécies, visto 

todas elas serem comprovadamente diploides. Existem evidências de que o rDNA 45S 

apresenta características de elemento de transposição. Neste contexto pode-se mencionar o 

trabalho de KUIPERS et al. (1998), onde foi realizada hibridação in situ em espécies de 

Alstroemeria, usando-se como sonda a sequência repetitiva Ty1 que é semelhante à 

retrotransposons. 

 Essa sequência foi detectada em diversos pontos de hibridação em varias regiões dos 

diferentes cromossomos no complemento das espécies estudadas. Portanto, uma explicação 

para os vários pontos de hibridação principalmente das sequências 45S nas espécies estudadas 

no presente trabalho, seria a de que as sequências de rDNA 45S poderiam estar associadas à 

retrotransposons, apresentando assim varias cópias situadas nos cromossomos do 

complemento de cada espécie, ou estariam se comportando como tal. 

Além da sequência de rDNA 45S utilizada no presente trabalho, ZANELA & PINTO-

MAGLIO (2010), utilizaram a sequência de rDNA 5S e puderam verificar menor número de 

sítios de hibridação quando comparados com as regiões 45S. Além disso, vários pares de 

cromossomos das diferentes espécies analisadas, apresentaram mesmo número e mesma 

localização de sítios de hibridação de rDNA 45S e rDNA 5S. Outro fato interessante notado 

por ZANELA & PINTO-MAGLIO (2010), foi que alguns sítios de rDNA 5S presentes no 

centrômero da espécie A. inodora, embora considerados como não organizadores de nucléolo, 

apresentaram-se em posições que coincidiam com a localização de bandas de CMA/DA e 

também com sítios de rDNA 45S que são mais comumente associados às regiões 

organizadoras do nucléolo (Figura 14F). Este resultado pode ser considerado inusitado, pois 

relatos na literatura, sobre a correspondência entre sítios de rDNA 5S e sinais fluorescentes 

com CMA não são comuns, tendo sido observado apenas em poucas espécies, como por 
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exemplo, no gênero Hypochaeris (CERBAH, 1998) e Lilium (SILJAK-YAKOVLEV et al., 

2003). No presente trabalho a correspondência de sinais de CMA/DA+ com sítios de rDNA 

5S foi verificado na região telocêntrica do par telocêntrico 4, para as espécies A. 

caryophyllaea, A. longistaminea - PB e A. variegata e também na região terminal de um dos 

braços do par metacêntrico 1, nas espécies A. caryophyllaea e A. variegata (Figuras 7A, 7D, 

7E, 11A, 11D, 11E, 13ª, 13D, 13E, 14A, 14B e 14D). 

A ocorrência de polimorfismo foi constatada em pares de homólogos das espécies A. 

caryophyllaea, A. ochracea e A. variegata, para o tamanho e para a presença ou ausência de 

sinais dos sítios de hibridação rDNA 45S; bem como para a presença ou ausência dos sítios 

rDNA 5S (Figuras 15ª, 15B e 15C). 

Na espécie A. ochracea o polimorfismo foi observado nos pares cromossômicos 2, 7 e 

8. No par 2 o sinal para rDNA 45S está presente em apenas um dos cromossomos homólogos. 

Já nos pares cromossômicos 7 e 8, os sinais de rDNA 45S se apresentam de tamanho diferente 

entre os homólogos (Figura 15B). Em A. variegata, o heteromorfismo foi constatado nos 

pares cromossômicos 4 e 2. No par subtelocêntrico 2, o sinal para rDNA 5S está presente na 

região terminal do braço maior em apenas um dos cromossomos homólogos. No par 

telocêntrico 4, o sinal para rDNA 45S está presente na região telocêntrica em apenas um dos 

cromossomos do par de homólogos (Figura 15C). Já em A. caryophyllaea, o polimorfismo foi 

constatado para a ausência de sinal de rDNA 5S na região terminal do braço maior do par 

subtelocêntrico 2. O sinal para essa região foi visto em apenas um dos cromossomos do par de 

homólogos (Figura 15A). 

Os resultados da hibridação in situ com sequências de rDNA 5S revelaram um menor 

número de sinais de hibridação por complemento quando comparado com as sequências de 

rDNA 45S. As espécies A. caryophyllaea, A. ochracea e A. variegata, estudadas no presente 

trabalho, assim como as espécies A. cunha e A. inodora estudadas por ZANELA & PINTO-

MAGLIO (2010), apresentam sítios de rDNA 5S em comum, ou seja, no mesmo par 

cromossômico 2 e na mesma posição (região centromérica), sendo a única diferença entre os 

pares a presença de um segundo sinal de rDNA 5S adicional presente no par 2 das espécies A. 

caryophyllaea e A. variegata (Figuras 6D, 7D, 8D, 9D, 10D, 11D, 12D, 13D, 14A, 14B, 14C, 

14D, 14E e 14F). Quando comparada a espécie A. longistaminea - PB com a A. longistaminea 

- BA, não foi notada diferença em relação ao número de sítios de hibridação, assim como 

também a localização. Ambos os exemplares de A. longistaminea, apresentaram um único 

sinal de hibridação para região rDNA 5S, localizado na região centromérica do par 

telocêntrico 4 (Figuras 14B e 14G). 
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Sinais polimórficos também foram encontrados por ZANELA & PINTO-MAGLIO 

(2010) nas espécies A. cunha, A. inodora e A. longistaminea. Particularmente para A. 

longistaminea - BA estudada por essas autoras, foi registrado heteromorfismo referente ao 

tamanho do sinal de hibridação 45S do cromossomo 6 sendo que, em dos cromossomos do 

par, um dos sinais mostrou-se quase imperceptível quando comparando com o sinal do 

cromossomo homólogo. Neste trabalho não foi observado polimorfismo para este sítio 45S 

nas plantas de A. longistaminea - PB. 

Para as espécies chilenas A. aurea e A. hookeri, A. ligtu, A. pelegrina e A. presliana 

BAEZA et al. (2007), também detectaram polimorfismo para vários sítios de hibridação 5S e 

45S semelhante ao tipo de polimorfismo encontrado no presente trabalho. Outras condições 

polimórficas para estas regiões de rDNA foram encontradas também em Brachyscome 

(HOUBEN et al., 2000), Allium (MAGGINI & CARMONA, 1981; SCHUBERT & WOBUS, 

1985), Boronia (SHAN et al., 2003), Hypochaeris (RUAS et al., 2005) e Alstroemeria 

(ZANELA & PINTO-MAGLIO, 2010).  

Analisando-se o comprimento total da cromatina (CTC) das quatro espécies verificou-

se que o mesmo apresentou grande variação, de 202,61 ± 17,81 μm em A. variegata a 228,62 

± 15,72 μm em A. ochracea (Tabela 6), sendo o valor desta última espécie o maior, em 

relação às demais, pelo fato desta espécie possuir cromossomos maiores (9,01 a 30,02 μm). Já 

a espécie A. longistaminea - PB estudada no presente trabalho apresentou uma variação de 

aproximadamente 20 μm a menos quando comparada com a mesma espécie estudada por 

ZANELA & PINTO-MAGLIO (2010).  

Segundo KUIPERS et al. (1998), as espécies do gênero Alstroemeria possuem um 

genoma extenso, fato constatado anteriormente por BUITENDIJK et al. (1997), através do 

valor 2C de DNA que variou de 36.5 a 78.9 pg (17600-38000Mb) entre as espécies 

analisadas. Com base nestas afirmações, acredita-se que as espécies de Alstroemeria 

apresentam grande quantidade de DNA repetitivo, sendo que as sequências repetitivas podem 

ser resultados de transposons que aumentam o DNA através da inserção de cópias de 

sequências já existentes no DNA de diferentes regiões do genoma.  

O índice de assimetria (TF%) para as quatro espécies estudadas (Tabela 6) apresentou 

pouca variação, de 20,52 a 22,72%, valores estes menores que 50%, o que comprova que os 

cariótipos das espécies estudadas são assimétricos. Cariótipos assimétricos apresentam 

valores de TF% menores que 50%, enquanto cariótipos simétricos têm valores de TF% 

maiores e próximos a 50%; semelhante aos valores encontrados para espécies de Sapindaceae 
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e Fabaceae (LOMBELLO & FORNI-MARTINS, 1998) e Phaseolus (MERCADO-RUARO 

& DELGADO-SALINS, 1998).  

Segundo STEBBINS (1971) cariótipos simétricos são compostos por cromossomos 

com tamanhos aproximadamente iguais e com posição centromérica mediana ou submediana. 

Já nos cariótipos assimétricos, o complemento cromossômico é constituído de cromossomos 

com centrômeros em posição mediana a subterminal ou terminal e com grandes diferenças 

nos comprimentos cromossômicos, formando um cariótipo heterogêneo. De acordo com esta 

definição, os complementos cromossômicos das espécies de Alstroemeria estudadas, também 

podem ser classificados como cariótipos assimétricos.  

Os coeficientes de variação (CV%) dão uma ideia da precisão do experimento. Os 

coeficientes de variação obtidos para as médias dos comprimentos dos pares cromossômicos 

das espécies A. caryophyllaea, A. longistaminea, A. ochracea e A. psittacina variaram entre 

3% a 14% (Tabelas 2, 3, 4 e 5) estando estes dentro dos valores aceitáveis por GOMES 

(2000), o qual conceitua que experimentos com coeficientes de variação inferior a 10% 

podem ser considerados os mais precisos. No entanto, este autor considera que valores de 

CV% entre 10 a 20% estão dentro de uma faixa de precisão aceitável.  

Assim como CERBAH et al. (1998), que usou as técnicas de bandamento DAPI, CMA 

e hibridação in situ (rDNA 5S e 18S-5.8S-28S) para determinar a relação evolutiva para o 

gênero Hypochaeris (Asteraceae), e MARCON et al. (2005), que usou também as mesmas 

técnicas de CMA/DA, DAPI, a hibridação in situ para rDNA 45S e o bandamento NOR para 

esclarecer a evolução do gênero Selaginella (Pteridophyta), entre outros exemplos, a 

utilização destas técnicas em um número maior de espécies e até mesmo em populações de 

Alstroemeria seria uma das condições para esclarecer não só a filogenia evolutiva do gênero, 

como também os peculiares eventos relacionados ao mapeamento das sequências de rDNA 

nos complementos cromossômicos das espécies estudadas.  
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6 CONCLUSÕES 

 

 

a) As quatro espécies A. caryophyllaea, A. longistaminea, A. ochracea e A. variegata do 

gênero Alstroemeria não podem ser diferenciadas através de cariótipos estabelecidos a 

partir da morfologia e medidas cromossômicas, pois, apesar das espécies possuírem 

um cariótipo assimétrico a fórmula cariotípica é exatamente a mesma para todas elas.  

 

b) As técnicas de bandamento com os fluorocromos CMA3, DAPI, e FISH de rDNA de 

sequências 45S possibilitaram um mapeamento detalhado dos cromossomos de todas 

as espécies analisadas permitindo a distinção dos diferentes complementos.  

 

c) A partir do mapeamento com as técnicas de bandamento com os fluorocromos CMA3 

DAPI, FISH de rDNA de sequência 45S é possível a caracterização e o 

reconhecimento das diferentes espécies.  

 

d) Os múltiplos sinais de FISH para as sequências de rDNA 45S para cada um dos 

complementos cromossômicos, comprovadamente diploides, e múltiplos ao longo de 

um mesmo cromossomo, posicionados em regiões cromossômicas não usuais, como o 

centrômero, indicam que provavelmente esteja ocorrendo um processo semelhante à 

ação de transposons, ação esta que promove a multiplicação destas sequências dentro 

dos conjuntos cromossômicos.  

 

e) A fórmula cariotípica comum apresentada pelas quatro espécies estudadas, A. 

caryophyllaea, A. longistaminea, A. ochracea e A. variegata indica que provavelmente 

a evolução das espécies não foi acompanhada por grandes mudanças cariotípicas.  

 

f) A partir da aplicação destas técnicas de mapeamento em um número maior de espécies 

e populações brasileiras do gênero, será possível estabelecer relações filogenéticas e 

possivelmente delinear um panorama evolutivo para este grupo.  
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