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Resumo- As citometrias de fluxo e de imagem tem possibilitado o0 mensuramento do conteido de DNA de
varias espécies de plantas. Para medir o tamanho do genoma nuclear de uma espécie, padrées de
referéncia com o conteido de DNA bem estabelecidos séo necessarios. No entanto, diferentes valores tém
sido descritos para a mesma espécie usada como padrao de referéncia. Este fato pode favorecer medicdes
imprecisas do genoma, sendo relevante estabelecer padrées com contelido de DNA precisos para analises
citométricas em plantas. Neste trabalho, o tamanho do genoma de Arabidopsis thaliana e de outros
padrdes, denominados "plantas padrdo de DoleZel ", foram reavaliados. As plantas foram avaliadas por uma
medida comparativa de seus valores de conteddo de DNA, usando cada espécie de planta como padrao
primario, como uma cascata, de A. thaliana a Allium cepa. Os valores do tamanho do genoma obtidos foram
comparados com aqueles relatados na literatura por analises estatisticas. Como resultado do teste de
Dunnett, A. thaliana, Solanum lycopersicum e Pisum sativum foram considerados os padrées primarios mais

adequados para analises citométricas.
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Introducéo

Um dos aspectos mais relevantes que tem sido
observado em andlises por citometria de fluxo
(CF) e citometria de imagem (CIl) consiste na
utilizacdo de células de referéncia (padrédo), que
possuem o conteido 2C de DNA conhecido. A
selecdo de um padrdo apropriado para analises
citométricas é importante para a estimativa do
tamanho do genoma nuclear em espécies que
ainda nado tiveram seu genoma quantificado
(DOLEZEL et al., 2007).

Plantas comumente utilizadas como padrdo
tem sido descritas na literatura com diferentes
valores de conteddo de DNA, o que pode
favorecer medicbes imprecisas do genoma de
varias espécies. Em virtude disso, diferentes
trabalhos tem relatado o estudo dessas plantas, a
fim de minimizar possiveis erros em quantificacdes
genomicas (DOLEZEL et al., 1998; JOHNSTON et
al., 1999).

Um dos primeiros estudos entre grupos de
diferentes espécies padrdo foi realizado por
Dolezel et al. (1998). Esses autores mensuraram o
DNA desses padrbes em quatro diferentes
laboratérios, utilizando os fluorocromos IP e DAPI,
citbmetros de fluxo com fonte a laser ou luz HBO e
densitometria por Feulgen. Outro estudo foi
conduzido por Johnston et al. (1999) e envolveu

dois laboratérios. O estudo revelou problemas em
utilizar eritrocitos de galinha como padrédo, e
comparado aos valores de DNA obtidos por
Dolezel et al. (1998), houve discrepéncias nos
resultados. Nota-se, entdo, um desacordo entre os
diferentes laboratérios que utilizam padrdes
vegetais em andlises de quantificacBes
gendmicas.

Em virtude da falta de um grupo de plantas
com o valor C determinado em um mesmo
laboratério e utilizando os mesmos parametros, a
espécie Pisum sativum (9,09 pg) tem sido
empregada como um bom padrdo em estudos de
citometria em vegetais (DOLEZEL et al., 2007). No
entanto, para esta espécie também se encontram
diferentes valores de DNA na literatura (DOLEZEL
et al.,, 1998; VILHAR et al., 2001). Sendo assim,
existe a necessidade de estabelecer um grupo de
padrdes com o conteido de DNA bem definido,
gue alcance a quantidade de DNA da maioria das
espécies vegetais (BENNETT e LEITCH, 2005).

O objetivo do presente trabalho foi reavaliar o
conteddo de DNA das "plantas padrao de Dolezel"
por meio da CF e Cl em busca dos melhores
padrdes de referéncia primaria. Arabidopsis
thaliana foi utilizada como padrédo primario interno,
pois essa espécie possui tanto a quantidade de
DNA conhecida quanto o genoma sequenciado.
Todas as plantas foram avaliadas por uma

XV Encontro Latino Americano de Iniciagdo Cientifica e

XI Encontro Latino Americano de Pés-Graduacao — Universidade do Vale do Paraiba



XVINIC XIEPG VINICJr

Encontro Latino Americano
de Iniciagao Cientifica
medida comparativa de seus valores de contelido
de DNA, usando cada uma como padréo primario,
como uma cascata, de A. thaliana a Allium cepa.

Metodologia
Citometria de fluxo
Preparo da suspensao nuclear

Folhas jovens (2 sz) dos padrdes Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh. ‘Columbia’ (2C = 0,32
picograma de DNA = pg), Raphanus sativus L.
‘Saxa’ (2C = 1,26 pg), Solanum lycopersicum L.
‘Stupicke polni tyckove rane’ (2C = 1,96 pg),
Glycine Max (L.) Merr. ‘Polanka’ (2C = 2,65 pg),
Zea mays L. ‘CE-777" (2C = 5,67 pg), Pisum
sativum L. ‘Ctirad’ (2C = 9,09 pg), Vicia faba L.
‘Inovec’ (2C = 27 pg) e Allium cepa L. ‘Alice’ (2C =
34,89 pg) foram fragmentadas aos pares e em
ordem crescente de quantidade de DNA. Para
extracdo e coloracdo dos nucleos realizou-se a
metodologia proposta por Galbraith et al. (1983).
A suspensdo nuclear foi corada com 1,5 mL de
solucdo tampao OTTO-Il suplementada com 75
UM de iodeto de propideo (IP), 2,0 mM de
ditiotreitol e 50 pg mL-1 de RNAse. A coloracéo foi
realizada no escuro durante 20 — 40 min e, apos,
filtrou-se a suspenséo nuclear em filtro de nylon de
20 pm de didmetro de poro em um tubo para
andlise em citdmetro de fluxo.

Andlise em citémetro de fluxo

As suspensdes nucleares foram analisadas em
um citdmetro de fluxo Partec PAS® equipado com
fonte de luz a laser (488 nm). A fluorescéncia do
IP emitida pelos nucleos foi coletada por um filtro
RG 610 nm. Duas repeti¢Bes independentes foram
realizadas em trés dias diferentes, totalizando seis
repeticdbes, sendo mais de 10.000 ndcleos
analisados em cada.

Os valores de DNA utilizados como referéncia
foram descritos por Dolezel et al. (1992), Dolezel
et al. (1994) e Dolezel et al. (1998), uma vez que
as plantas analisadas correspondem as mesmas
variedades utilizadas pelos referidos autores. O
tamanho do genoma de cada espécie foi
estabelecido relativamente ao pico da espécie
comparada, pela aplicacdo da propor¢cdo de suas
intensidades relativas de fluorescéncia.

Citometria de imagem

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

Sementes de A. thaliana, R. sativus, S.
lycopersicum, G. max, Z. mays, P. sativum, V. faba
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e A. cepa 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. Estas foram
preparadas por dissociagéo celular.

Hidrdlise e coloracdo pela reacdo de Feulgen

As laminas foram lavadas em agua destilada,
secadas ao ar e hidrolisadas em HCI 5 M por 45
min a 25 °C. Esta etapa foi realizada conforme
recomendacfes de Greilhuber (2008). A coloracao
foi realizada com o reativo de Schiff por 14 h a 4
°C. ApGs isso, as laminas foram lavadas. Os locais
da ldmina que continham os meristemas foram
cobertos com 6leo de imersao e depois selados
com laminula previamente limpa e esmalte incolor.

Analise dos dados

As laminas foram observadas em fotomicroscépio
e as analises foram realizadas usando o Programa
Image Pro-Plus. Os valores de densidade éptica
integrada (DOI) foram obtidos de dez nlcleos em
préfases e dez nlcleos em tel6fases. Trés laminas
de cada combinagdo (amostra/padrdo) foram
utiizadas na obtencdo dos dados. A partir do
conteddo 2C de DNA das plantas padres,
utiizando valores de referéncia descritos por
Bennett et al. (2003) para A. thaliana, as unidades
de DOI foram convertidas em picogramas de DNA.

Analises estatisticas

a- Padrbes de agrupamentos ou de similaridades
de resultados obtidos por diferentes laboratérios:

Realizou-se andlise multivariada com base em
Componentes Principais e agrupamento pelo
método Tocher e UPGMA (ligagdo média entre
grupos), com distancia Euclidiana média
padronizada, para os dados obtidos por CF. Os
dados foram comparados com os valores obtidos
por Dolezel et al. (1992) e por diferentes
laboratérios pesquisados por Dolezel et al. (1998).

Para realizacdo do teste com CF os
laboratérios  pesquisados foram  separados
conforme descrito na tabela 1.

Os valores de DNA de referéncia utilizados
para A. thaliana foram descritos por Bennett et al.
(2003).

b- Identificacdo de padrdes mais apropriados:

Os valores médios do tamanho do genoma
nuclear obtidos por CF e CI, para todos os
padrdes, foram estatisticamente comparados pelo
teste de Dunnett (P < 0.05).

c- Relagdo entre valores do conteudo de DNA
obtidos por meio das técnicas de CF e ClI:
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Avaliou-se a relacdo entre os valores obtidos
por meio da correlacdo linear de Pearson e a
possibilidade de predicdo de valores de Cl a partir
de CF, por regresséo polinomial.
Todas as analises foram processadas no
programa estatistico GENES (CRUZ, 1997).

Tabela 1 — Abreviatura dos laboratérios de
acordo com os padrfes primarios, utilizados nas
analises multivariadas

Laboratorios Padrdo primario (DNAIZC)
L1 1- B. sativum (9,08)
L1 2- A cepa (33,5)
L2 1
DoleZel et al. (1923) L2 2
L3 1
LF 2
L4 1
L4 2
DoleZel et al. (1992) R1
L5 1- P. sativum (9,08)
L& 2- A cepa (33,5)
L5-1 A thalizna (0,32)
Presente estudo L5-3 R. sativus (1,28)
L5-4 G. max (2 ,65)
L5-5 Z. mays (5,67)
LE-5 F. zativum (9,09)
LE-7 V. faba (27 00)
L5-8 A cepa (34,89)

Resultados

Os procedimentos de extracdo e coloracdo dos
nacleos com [P, para a determinacdo da
quantidade de DNA nuclear por CF, geraram
histogramas com resolugdo que diferenciou as
fases GO/G1 e G2 (dados ndo mostrados).

ApOs obter os valores do conteldo de DNA
comparando-se uma espécie padrdo com outra,
calculou-se o index para todas as espécies
tomando-se cada uma dessas como um padrao
primario de referéncia. A partir desses indices
calculou-se os valores absolutos de DNA (Tabela
2). Para esse calculo utilizou-se como DNA de
referéncia os valores descritos por Bennett et al.
(2003) para A. thaliana e por DoleZel et al. (1992),
Dolezel et al. (1994) e Dolezel et al. (1998) para R.
sativus, S. lycopersicum, G. max, Z. mays, P.
sativum, V. faba e A. cepa.

Os valores de DNA obtidos foram comparados
com os valores descritos previamente pelos
autores citados conforme a tabela 3. Essa
comparacdao foi realizada com os valores de DNA
de A. thaliana, R. sativus, G. max, Z. mays, P.
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sativum, V. faba e A. cepa como padrdo primario.
Evidenciou-se a formacdo de trés grupos pelo
método de componentes principais e Tocher: 1
(L2, L3, L2', L3, L5-1, L5-5, L5-6, L5-7, L5-8 e
R1); 2 (L1, L4, L1 e L4') e 3 (L5-3 e L5-4) (Figura
1). Pelo método de UPGMA observou-se que 0s
valores de DNA mais proximos foram aqueles
obtidos por L5-1 e L5-5. L5-7, L5-8 e L5-6
formaram uma ligagdo proxima, porém
intermedidria aos outros valores. L5-3 e L5-4
foram os que mais distanciaram em relacdo aos
demais (Figura 2).

Figura 1 — Dispersédo grafica dos dois primeiros
Componentes  Principais dos dados dos
laboratérios avaliados, conforme descricdo da
tabela 3. Os valores foram agrupados pelo método
de Tocher utilizando distancia Euclidiana média
padronizada.

L] L L] ] 4 L] “ L] L] L] 1
) 2 A & n 1 11 141 162 112 wm

Figura 2- Dendrograma resultante da analise dos
dados dos laboratérios, conforme descrigdo da
tabela 3, obtido pelo método de agrupamento
UPGMA e utilizando a distancia Euclidiana média
padronizada.
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Tabela 2 — Valores médios da quantidade de DNA 2C em picograma obtidos em seis repeticles para as espécies padrao

utilizando valores de DNA descritos por diferentes autores para cada padrao primario

Padrdes primarios

Espécies Een[r'lzgl;:}? al. Doleiel et al. (1992) Dolﬁi;sl'ﬁl al. Doleiel et al. (1998)
1" 2 3 5 6 7 8 4 2 4 5 6 7 8
1-A. thaliana 032 034 031 023 027 027 0,27 032 0,39 035 031 029 028 027
2-R. sativus 1,02 1,11 099 103 091 089 0,88 1,08 1,26 112 1,00 096 081 089
3- 8. Iycopersicum 1,99 217 196 200 181 175 1,73 2,07 247 219 197 188 178 174
4.G. max 239 260 235 240 227 215 2,09 250 2,96 265 238 225 214 210
5-Z mays 5,67 617 557 572 535 5N 4,98 592 7,01 628 567 536 509 501
6- P. sativum 9,69 1055 952 978 907 861 8,45 10,12 1199 1074 969 909 864 849
7-V. faba 30,13 32,84 2960 3037 2820 2690 2642 31,50 37,29 3340 3013 2827 27,00 2652
8-A. cepa 395 4292 3878 3981 3691 3524 3476 41,25 4873 4375 3947 3703 3537 3489

* (s nimeros referentes aos padrdes primarios estio de acordo com cada espécie da coluna 1.

Tabela 3 — Valores de DNAZC calculados com base nos padrbes primarios

descritos na tabela 1, obtidos por diferentes laboratérios para sete espécies

padrio. Esses valores foram submetidos a analise multivariada

- Espécies
Laboratorios

A. thaliana R sativus G max Z mays P.sativum V. faba A. cepa
L1 0,43 1,38 272 5.81 9.09 26,22 337
L2 0,34 1.13 244 5,54 9,09 27,75 33,76
L3 0,34 1,08 2,33 5,33 9.09 27,92 3713
L4 0,43 144 3,10 5,98 9,09 26,11 3297
L1 0.42 137 27 577 9.03 26,06 33,50
L 0,32 1,06 2,29 5,19 8,52 26,00 33,50
Ly 0.3 0,98 210 4.81 8.20 25,19 33,50
L4 0,44 1,46 3,15 6,08 9.24 26,53 33,50
L31 0,32 1,02 2,39 5,67 9,69 30,13 39.5
L3-3 0,39 1.26 2,96 7.01 11,99 37.29 48,73
L5-4 0,35 1,12 2,65 6,28 10,74 33,40 43,75
L3-5 0,31 1,00 2,38 5,67 9.69 30,13 3947
L5-6 0,29 0,96 225 5,36 9,09 28,27 37,03
L3-7 0,28 0,91 214 5,09 8,64 27.00 35,37
L3-8 0,27 0,89 210 5.01 8,49 26,52 34,89
R1 0,32 1.11 2,50 5,72 9.07 26,90 34.76

Tabela 4 — Resultado do teste de Dunnett aplicado as diferentes medias de

confelido de DNA para as espécies padrdo quando cada uma dessas foi utilizada

como padrio primario.

Especies
(DNA referéncialpg)

1t

1- A thaliana (0,32)
R. sativus (1,26)
lycopersicum (1,96)

mays (5,67)
sativiim (9.09)

7- V. faba (27

8- A. cepa (34.89)

2.
3-8
4- G. max (2,65)
5-Z
6-P.

x#

*

E

X

X
X

* Os numeros referentes aos padries primarios estio de acordo com cada espécie da coluna 1.

*Ox representa valores de DNA gue diferiram estatisticamente do valor de referéncia pelo teste de Dunneft

(P=0,05).
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Os valores médios de DNA nuclear obtidos
para cada espécie utilizando diferentes padrdes
priméarios foram estatisticamente comparados pelo
teste de Dunnett. O resultado do teste encontra-se
na tabela 4. Os valores de DNA mensurados com
0 padrao primario R. sativus proporcionou 0 maior
ndmero de diferencas comparando-se com 0s
valores de DNA de referéncia.

A. thaliana, S. lycopersicum e P. sativum
proporcionaram valores de DNA estatisticamente
iguais aos valores de referéncia para a maioria
das espécies. Utilizando esses padrdes primarios
apenas os Vvalores de R. sativus diferiram
estatisticamente. Os resultados evidenciaram
também, que as espécies que possuem o
conteddo de DNA mais elevado, como V. faba e A.
cepa, proporcionaram  valores de DNA
estatisticamente diferentes apenas para R. sativus
e G. max.

Os valores médios de DNA 2C obtidos por CI
para R. sativus, S. lycopersicum, G. max, Z. mays,
P. sativum, V. faba e A. cepa foram
estatisticamente comparados com os valores
determinados pela CF (dados nao mostrados).
Sendo assim, utilizou-se a analise de regresséo
polinomial e observou-se uma estreita relacdo
linear entre os resultados obtidos pelas duas
metodologias. Um coeficiente de determinacdo R2
= 99,74% e de correlagdo r = 99,8% pdde ser
observado (Figura 3).

Y023+ (003X RTeg0T4N

Figura 3 - Relacdo entre a quantidade de DNA de
(1) R. sativus, (2) S. lycopersicum, (3) G. max, (4)
Z. mays, (5) P. sativum, (6) V. faba e (7) A. cepa,
determinada por CF e CI.

Discussao

Os valores de contetdo de DNA observados no
presente estudo ndo foram os mesmos daqueles
obtidos por Dolezel et al. (1992) e DolezZel et al.
(1998). De acordo com DoleZel e Barto$ (2005), os
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diferentes padrdes primarios utilizados podem
levar a essa fonte de variacdo. Outras variantes
como o tipo de tampdo de extracdo de ndcleos, o
tipo de corante (intercalante ou base especifico), a
fonte de luz do citbmetro, também podem causar
diferencas nas medi¢cdes do conteldo de DNA
(DOLEZEL e BARTOS, 2005).

Nas andlises estatisticas (Figura 1) observou-
se no grupo | que L2, L3, L2', L3, que utilizaram
citbmetro com fonte de luz HBO nas andlises,
formaram um agrupamento com L5-1, L5-5, L5-6,
L5-7, L5-8, que utilizaram citbmetro com fonte a
laser, e com R1. Neste caso, além da fonte de luz
do citbmetro ter sido diferente, os tampdes e os
padrBes primarios utilizados também diferiram. No
entanto, pelo método UPGMA, observou-se que
os laboratorios 5 apresentaram maior aproximacao
entre si do que com os referidos laboratorios de
DolezZel et al. (1998). Dessa forma, evidenciou-se
uma maior uniformidade entre os valores de DNA
obtidos quando o mesmo tampao e a mesma fonte
para o citdmetro de fluxo foram utilizados.

No grupo 2, observou-se uma formacédo
semelhante ao grupo 1 da primeira andlise e
apresentando o mesmo perfil pelo método
UPGMA. O grupo 3 foi formado pelos dados
obtidos com os padrfes primarios R. sativus e G.
max. Esses valores foram o0s que mais
distanciaram dos demais (Figura 2), no entanto,
foram obtidos de analises semelhantes aos outros
padrdes. De acordo com DoleZel et al. (2007),
existe uma necessidade de reduzir o nimero de
padrdes utilizados em andlises citométricas, para
minimizar diferencas nas quantificacdes de DNA.
Sendo assim, R. sativus e G. max poderiam ser
candidatos a exclusdo, uma vez que os valores de
DNA obtidos com esses dois padrdes
apresentaram-se mais distantes dos demais. Uma
das causas desse distanciamento poderia ser uma
real diferenca entre a estrutura gendmica das
espécies comparadas com esses padrdes.

Nestas comparacdes realizadas, observou-se
que as variagdes nos contelidos de DNA obtidos
pelos laboratérios foram decorrentes das
diferentes metodologias utilizadas por cada um.
Este fato também foi observado por Greilhuber
(2005). Este autor relatou que aspectos
metodolégicos dificultam a comparacdo de dados
obtidos em diferentes estudos. Por esse motivo,
na presente pesquisa, reuniu-se alguns dados
observados em trabalhos de quantificacdo de DNA
gue ajudaram a minimizar diferencas e erros
estequiométricos. Dentre esses, centrifugar a
suspensdo nuclear e descartar o sobrenadante
(DOLEZEL e BARTOS, 2005); adicionar
compostos antioxidante aos tampdes (PRINCE et
al., 2000; DOLEZEL e BARTOS, 2005), manter
todas as plantas em um mesmo ambiente e
condi¢cdes de crescimento (NOIROT et al., 2005) e
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realizar repeticdes (DOLEZEL e BARTOS, 2005).
Além disso, todas as etapas foram realizadas por
um mesmo pesquisador.

As espécies que tiveram seu contetdo de
DNA calibrado com A. thaliana, S. lycopersicum e
P. sativum, mostraram valores estatisticamente
iguais aos valores de referéncia, com excec¢éo de
R. sativus (Tabela 4). Esses resultados foram
confirmados pelos dados de citometria de imagem,
gue pode ser observado pela relacdo dos valores
de conteldo de DNA obtidos pelas duas
metodologias (Figura 3).

Sendo assim, esses novos valores obtidos com
base nos padrées primarios A. thaliana, S.
lycopersicum e P. sativum, poderiam formar um
grupo de “Gold standard” para plantas, como
idealizado por Bennett e Leitch (2005).

Conclusoes

Com o presente estudo foi possivel determinar
novos valores de conteldo de DNA para as
"plantas padrdo de Dolezel " com base em uma
espécie de planta com DNA sequenciado. Além
disso, R. sativus e G. Max foram considerados os
piores padrdes e A. thaliana, S. lycopersicum e P.
sativum melhores padrdes para serem utilizados
em quantificagcbes genémicas.
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