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Resumo- A aplicacdo de técnicas citométricas tem possibilitado a caracterizacdo de genomas de varias
espécies de plantas. Esses trabalhos vém promovendo relevantes informagBes a estudos evolutivos,
moleculares e para o melhoramento de culturas. Para que uma espécie tenha seu DNA mensurado,
necessita-se de padrdes de referéncia que tenham seu contelido de DNA bem estabelecido. No entanto,
observa-se na literatura que as espécies utilizadas como padrao apresentam diferentes valores de DNA
descritos. Isto tem gerado mensuramentos errébneos do genoma de varias espécies vegetais. Considerando
a necessidade de estabelecer padrées de confianca para andlises citométricas em plantas, em virtude das
discrepéancias de valores citados na literatura, o presente estudo teve como objetivo reavaliar os valores de
conteddo de DNA de Raphanus sativus, Solanum lycopersicum, Glycine max, e Zea mays, utilizando A.
thaliana como padrao de referéncia primaria. Os resultados encontrados para o conteddo de DNA das

espécies estudadas foram 1,13; 1,19; 2,54; 5,40, respectivamente.

Palavras-chave: Citometria de imagem, DNA, valor C, padrdes, picograma

Area do Conhecimento: Genética
Introducéo

A quantificacdo do contelGdo de DNA em
plantas tem sido reconhecida como um relevante
parametro para caracterizacdo genbmica, com
aplicabilidade em estudos evolutivos,
biodiversidade (KNIGHT e BEAULIEU, 2008),
planejamento de projetos de seqiienciamento e
em trabalhos envolvendo marcadores moleculares
(BENNETT e LEITCH, 2005). O mensuramento do
tamanho do genoma de plantas fornece
informacdes Uteis para varias areas da ciéncia,
como biologia celular, ecologia, fitogeografia,
melhoramento, sistemética e taxonomia vegetal
(DOLEZEL et al., 2007; KOLAR et al., 2009).

Um dos critérios mais importantes que tem sido
observado nas analises citométricas, tanto por
citometria de fluxo (CF) quanto por citometria de
imagem (CI), consiste na utilizacdo de células de
referéncia (padrdo), com valor 2C de DNA
previamente  conhecido, para efeito de
comparacéo. A selecdo de um padrdo apropriado
é crucial para a estimativa do tamanho do genoma
nuclear (DOLEZEL et al., 2007).

Plantas utilizadas como padrdo tais como
Raphanus sativus, Solanum lycopersicum, Glycine
max e Zea mays possuem diferentes valores para
0 contetdo 2C de DNA nuclear descritos na
literatura (DOLEZEL et al., 2007). Essas
diferencas podem ser atribuidas a erros
estequiométricos na coloracdo do DNA, a andlises
realizadas em diferentes laboratérios, a utilizagédo

de diferentes variedades e padrdes (BENNETT e
LEITCH, 2005; GREILHUBER, 2005).

O objetivo do presente trabalho foi reavaliar o
conteGdo de DNA dessas quatro espécies por
meio da CI. Arabidopsis thaliana foi utilizada como
padrao primario interno, pois essa espécie possuli
tanto a quantidade de DNA conhecida quanto o
genoma sequenciado.

Metodologia

O procedimento da Cl e reacdo de Feulgen
foram realizados de acordo com Greilhuber e
Ebert (1994) e Vilhar et al. (2001), com pequenas
modificacdes.

Sementes de A. thaliana, R. sativus, S.
lycopersicum, G. Max e Zea mays, foram
germinadas e as raizes foram fixadas. Para o
preparo da lamina, raizes de duas espécies (em
ordem crescente de DNA nuclear) foram
fragmentadas estritamente em paralelo, sem
sobreposicdo na mesma lamina (GREILHUBER e
EBERT, 1994). Estas foram preparadas por
dissociacdo celular conforme descrito por
Carvalho (1995). Com auxilio de um bisturi, as
raizes foram dissociadas sob microscopio
estereoscOpico e, simultineamente, foram
gotejadas trés gotas de solucdo fixadora.
Subsequentemente, as laminas foram secadas ao
ar e em placa aquecedora, a 50 C, por 10 min.
Apos, foram imediatamente colocadas em solugao
fixadora de formaldeido 4% por 12 h, a 25 °C.
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Apés a fixacdo, as laminas foram lavadas em agua
destilada, secadas ao ar e hidrolisadas em HCI 5
M por 45 mim a 25 °C. A coloracéo foi realizada
com o reativo de Schiff por 14 h a 4 °C. Apés isso,
as laminas foram lavadas em &agua sulfurosa e
agua destilada e novamente secadas ao ar. Os
locais da lamina que continham os meristemas
foram cobertos com Oleo de imersdo e depois
selados com uma laminula previamente limpa e
esmalte incolor.

As laminas foram observadas em
fotomicroscopio e as analises foram realizadas
usando o Programa Image Pro-Plus. Os valores
de densidade 6ptica integrada (DOI) foram obtidos
de dez nucleos em préfases e dez nlcleos em
telofases. Trés laminas de cada combinacao
(amostra/padrao) foram utilizadas na obtencédo dos
dados.

A partir do contetdo 2C de DNA das plantas
padrdes, utilizando valores de referéncia descritos
por Bennett et al. (2003) para A. thaliana, DoleZel
et al. (1992) para S. lycopersicum e Dolezel et al.
(1998) para R. sativus, G. max, Z. mays, as
unidades de DOl foram convertidas em
picogramas de DNA.

Resultados

As laminas preparadas com as raizes
obtidas das plantas padrdo apresentaram nlcleos
intactos e adequados para andlises. A maceragéo
enzimatica e a fragmentacdo dessas raizes pela
técnica de dissociacdo celular com secagem ao ar
foram fundamentais para obtencdo desses
resultados.

A fixacdo das laminas em formaldeido 4%,
a hidroélise em HCI 5 M por 45 min, a 25 °C, e a
coloragdo citoquimica pela reacao de Feulgen por
14 h, a 4 °C, possibiltaram a obtencdo dos
nucleos estequiometricamente corados (Figuras 1
ad).

Dez nlcleos em préfase e dez em teléfase
de cada planta, por ldmina, foram selecionados
visualmente e mensurados (Figuras 1 a 4). A
densidade ¢éptica integrada (DOI) nuclear foi
calculada pelo programa Image Pro-Plus® 6.1. As
médias para as duas classes de nucleos foram
calculadas como 2C (tel6fase) e 4C (profase). As
DOIs dos dez ndcleos em profase e telofase
foram, entdo, obtidas e a média foi apresentada
nas tabelas 1 a 4.

Nas andlises os CVs ficaram abaixo de
4,97% (Tabelas 1 a 4). Nas laminas com nucleos
de A. thaliana e R. sativus o menor CV obtido foi
de 2,2% e o maior 4,7%; nas laminas com nucleos
de R. sativus e S. lycopersicum o menor CV foi
2,42% e o maior 4,45%; com S. lycopersicum e G.
max, o menor foi 2,31% e o maior 4,97%; G. max
e Z. mays, o menor 2,35% e o maior 4,63%.
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As médias obtidas da razdo entre os
valores da DOI para os nucleos 4C e 2C em cada
lamina ficou entre 2,03 e 2,36 (Tabelas 1 a 4). As
razbes entre os valores do conteido de DNA das
profases e telofases, obtidas para as plantas que
tiveram seu genoma mensurado, apresentaram
proporcao proxima de 2:1 (Tabelas 1 a 4).

Os conteddos médios de DNA/2C, em
picograma, para todas as espécies mensuradas,
foram obtidos dividindo os valores de DNA 4C por
dois e em seguida somando o resultado ao valor
de DNA 2C, e novamente dividindo por dois.
Esses valores foram 1,13; 2,22; 2,51 e 5,64 para
R. sativus, S. lycopersicum, G. Max e Zea mays,
respectivamente.

Os valores de conteado de DNA
determinados quando A. thaliana foi utilizada
como padrdo primario para R. sativus, S.
lycopersicum, G. Max e Zea mays foi 1,13; 1,19;
2,54; 5,40, respectivamente.

Figura 1 — Ndcleos de A. thaliana e R. sativus. (a)
A. thaliana em préfase (P) e telofase (T) e (b) R.
sativus em préfase (P) e tel6fase (T). Barra = 10
pm.

Tabela 1 — Valores médios de densidade
oOptica integrada (DOI), coeficiente de variacdo
(CV) e DNA 2C e 4C obtidos por CI referente a
figura 1.

A. thaliana R. sativus

Profase Teldfase Profase Teldfase

[amna DOl CV(%) DOl CV(%) DOl CV(%) DOl CV(%)
medio medio medio média
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[ 419 47 182 30 1474 22 667 28
I 546 28 263 45 2025 26 943 41
il 878 27 428 43 3074 22 1462 37
Madias 4G/2C Médias 4C12C
[ 218 221
I 2.08 215
Il 2,05 2.10
DNA/AC DNAZGC  Razao DNAM4GC DNARZC  Razao
4C12C 4C12C
[ 0,64 0,32 2,00 225 1,11 2,03
i 0,64 032 2,00 238 115 2.07
il 0.64 0.32 2,00 224 1,09 2.05
Média 0,64 0,32 2.00 2,20 112 2.05
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Tabela 3 — Valores médios de densidade
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Discussao

A complexidade da CI requer um rigoroso
controle de qualidade em todos os passos do
processamento da amostra a ser analisada
(PUECH e GIROUD, 1999). Um aspecto relevante
nesta metodologia foi a utilizacdo do padrdo
interno, com 0 processamento das raizes em
conjunto em uma mesma lamina. Além disso, o
Reativo de Schiff ndo foi utilizado apés 30 dias do
preparo, sendo usado somente uma vez em cada
analise, como recomendado por Hardie et al.
(2002). Os tecidos empregados na preparacao das
lAminas foram os meristemas radiculares. Nacleos
de tecidos similares e do mesmo estagio de
desenvolvimento sdo necessarios na andlise, para
que pequenas diferengcas no contetdo de DNA
possam ser detectadas com acuracia (PRICE e
JOHNSTON, 1996).

A adequacdo das metodologias, assim
como a coloragdo homogénea dos nucleos
possibilitaram o processamento das imagens
digitais no programa de analise de imagem com
CVs abaixo de 4,97% (Tabelas 1 a 4). Haroske et
al. (2001) considera o CV abaixo de 5% aceitavel
para esse tipo de analise.

Além do CV, a razdo 4C/2C obtida pelo
conteddo de DNA de préfases e teléfases também
foi utilizada como controle de qualidade das
preparacdes nucleares. Observou-se que em
todas as analises essa razao ficou entre o valor
recomendado por Bocking e Nguyen (2004)
(Tabelas 1 a 4). Segundo esses autores o valor
ideal seria 2, mais ou menos 10%, para a razdo
4C/2C de cada espécie. Tais proporcdes
demonstram a linearidade dos dados dentro de
cada padrdo. Hardie et al. (2002) afirmaram que
algumas variagbes entre o0s nudcleos sao
esperadas. Estas inconstancias sdo baseadas em
diferencas de coloracdo, orientacdo e condicbes
do background local. De acordo com Price (1988),
um fator que pode influenciar as medidas de
tel6fases e profases sao as diferentes densidades
gue o0 nucleo pode apresentar, principalmente
guando ha maior quantidade de heterocromatina.
Duijndam e Duijn (1975), analisando a influéncia
da compactacdo da cromatina na coloracdo pela
reacdo de Feulgen, concluiram que quanto maior
a compactacao, menor a intensidade da coloracéo
com o mesmo tempo de hidrolise.

Diferencas entre a heterocromatina das
plantas padres podem ser visualizadas nas
Figuras 1 a 4. De acordo com Price e Johnston
(1996), o grau de compactacdo da cromatina
interfere na formacdo de grupos aldeidos,
consequéncia da proporcdo diferencial de
depurinacdo entre a cromatina condensada e
descondensada durante a hidrélise. Hardie et al.
(2002) afirmaram que diferencas no nivel de
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compactacdo do DNA podem ser um obstaculos
na comparacao entre nlcleos do padrdo com a
amostra.

Os valores de conteado de DNA
apresentados nas tabelas 1 a 4 evidenciam que
existem diferencas com os valores descritos
previamente na literatura. Por esse motivo em
uma segunda analise utilizou-se uma espécie que
possui 0 genoma sequenciado para realizar
comparacdo (dados ndo mostrados). De acordo
com Bennett e Leitch (2005), A. thaliana seria um
bom padrdo priméario para calibrar as espécies
vegetais utilizadas como padrdo em analises
citométricas. Essa espécie possui 0 DNA
seqlienciado e calibrado com outra espécie que
também possui o DNA totalmente seqiienciado,
Caenorhabditis elegans (BENNETT et al., 2003).
Dessa forma, pode-se considerar que os valores
revisados para as espécies R. sativus, S.
lycopersicum, G. Max e Zea mays obtidos quando
A. thaliana foi utilizada como padrdo primario
podem ser 1,13; 1,19; 2,54; 5,40, respectivamente.

Conclusao

Os resultados do presente estudo
sugerem que os valores revisados de DNA, em
picograma, para R. sativus, S. lycopersicum, G.
max, Z. mays podem ser 1,13; 1,19; 2,54; 5,40,
respectivamente.
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