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RESUMO

MENDONCA, Maria Andréia Corréa, M. S., Universidade Federal de Vicosa,
fevereiro de 2006. Determinagdo do conteudo de DNA em pimentéo
(Capsicum annuum L.) por citometria de imagem. Orientador: Carlos
Roberto de Carvalho. Conselheiros: Everaldo Gongalves de Barros e
Wagner Campos Otoni.

Capsicum é um dos géneros mais importantes economicamente da
familia Solanaceae. Das 25 espécies descritas, cinco sdo extensivamente
cultivadas. Capsicum annuum é a mais importante comercialmente, pelo seu
valor agrondmico como especiaria. Apesar da sua importancia, valores de
conteudo de DNA conflitantes, que variam de 5,52 a 10,80 pg, tém sido
descritos para essa espécie. Diante dos avancos dos equipamentos digitais nas
analises de citometria de imagem, o presente trabalho propds o
estabelecimento desses recursos para reavaliar o tamanho do genoma em C.
annuum. Os objetivos especificos foram: (i) o estabelecimento de parametros
de confiabilidade para analises em citometria de imagem, por meio da
realizacdo de testes de estabilidade do equipamento, linearidade e
uniformidade da densidade optica integrada dos nucleos; (ii) aplicagdo dessa
calibracdo em nucleos de eritrocitos de Gallus domesticus ‘Leghorn’ (macho e
fémea); e (iii) desenvolvimento de metodologias de citometria de imagem para
determinacdo do conteudo de DNA em pimentdo (C. annuum L. ‘Fortuna

Super’). Laminas de esfregaco de sangue de galinha e galo submetidas a
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reacdo de Feulgen foram utilizadas nos testes de calibracdo e para a
determinacdo da densidade Optica integrada. As preparacdes citogenéticas de
pimentdo foram feitas pela técnica de esmagamento de meristemas radiculares
submetidos a reacdo de Feulgen. Uma vez estabelecidos os parametros de
confiabilidade para a realizacdo da citometria de imagem, a aplicacdo dessas
padronizagcbes em analises de ndcleos de eritrocitos de ave permitiu identificar
diferencas de 4,32% no conteudo de DNA nuclear entre machos e fémeas de
G. domesticus. Andlise de variancia demonstrou que a diferenca encontrada era
significativa, e essa foi atribuida ao heteromorfismo dos cromossomos sexuais.
As andlises de citometria de imagem em C. annuum permitiram o calculo da
densidade Optica integrada, atendendo aos parametros internacionalmente
adotados para esse tipo de estudo. O conteido de DNA estimado para C.
annuum ‘Fortuna Super’, utilizando Pisum sativum ‘Ctirad’ com o padréao
interno, foi de 8,10 pg. Esse valor difere em 2% do obtido previamente por
citometria de fluxo, utilizando-se material nuclear foliar da mesma populacdo de
plantas. Além disso, o valor obtido difere em 16% e 28% dos valores 2C obtidos
por citometria de imagem descritos na literatura e em 7% e 32% dos relatados
por citometria de fluxo. Esses resultados abrangem informacgOes acerca do
genoma dessa espécie, que podem ser Uteis em programas de melhoramento e

sequenciamento e em estudos evolutivos.



ABSTRACT

MENDONCA, Maria Andréia Corréa, M. S., Universidade Federal de Vicosa,
February 2006. Image cytometric measurement of nuclear DNA content
in pepper (Capsicum annuum L.). Adviser: Carlos Roberto de Carvalho.
Committee members: Everaldo Gongalves de Barros and Wagner Campos
Otoni

Capsicum genus is one of the most important members of the
Solanaceae family with high economic value. Out of 25 known species, five are
extensively cultivated. Capsicum annuum is the most important commercially by
its agronomic value as spice. In despite of this importance, the nuclear DNA
content of C. annuum is still uncertain with values from the literature ranging
from 5.52 to 10.80 pg. In face of the fast development of digital image
technologies in cytometry, this study proposes the utilization of these resources
to reevaluate the genomic size in C. annuum. The specific objectives were: (i) to
determine the reliability parameters for image cytometry analysis by performing
tests of equipment stability, linearity and uniformity of nuclei integrated optical
density; (i) to apply that parameters in analysis of erythrocytes’ nuclei from
Gallus domesticus 'Leghorn’ (male and female); and (iii) to develop image
cytomery methodologies for determination of the nuclear DNA content of pepper
(C. annuum L. 'Fortuna Super'). Hen and rooster blood samples were prepared
by using the method of smear preparation. The slides were stained with Feulgen

reaction and they were used to perform the quality control procedures and



integrated optical density measurements. Root tips of C. annuum were fixed,
stained with Feulgen reaction and squashed on a microscope slide. Once the
parameters of the reliability for performing image cytometry were established,
the application of those standardizations in the chicken red blood cells
suggested that this technique allows identification of differences in the nuclear
DNA content between rooster and hen. Analysis of variance demonstrated that
the 4.32% difference obtained was significant and it was attributed to sexual
chromosomes heteromorfism. C. annuum analyses allowed the calculation of
integrated optical density values, and they were in accordance with the
international standards for DNA image cytometry. The 2C DNA value for C.
annuum 'Fortuna Super’, using Pisum sativum as the internal standard, was
8.10 pg. This data differs in 2% from the previously obtained by flow cytometry
for the same plant population. Besides, the value obtained in this study differs
in16% and 28% from those 2C values previously published by image cytometry
and in 7% and 32% for flow cytometry. These results include information about
C. annuum genome that can be useful in breeding programs, genome

sequencing projects and for comparative studies of genome evolution.
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1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos gerais do género Capsicum

O pimentdo é um membro da familia Solanaceae pertencente ao género
Capsicum (PRINCE et al., 1993), que abrange espécies cultivadas e silvestres
originadas das Américas Central e do Sul. Dentre as espécies cultivadas, cinco
destacam-se em termos de importancia agronémica: C. annuum, C. baccatum,
C. chinense, C. frutescens e C. pubescens (PICKERSGILL, 1991; BELLETTI et
al., 1998; PARAN et al., 1998).

Além das cultivadas, cerca de 20 espécies silvestres de Capsicum foram
relatadas, sendo algumas utilizadas pelo homem, a exemplo de C. cardenasii,
C. chacoense, C. eximium, C. galapagoense, C. praetermissum e C. tovarii
(BELLETTI et al., 1998).

Entre essas espécies, C. annuum destaca-se como uma das hortalicas
mais cultivadas em todo o mundo (REIFSCHNEIDER, 2000), apresentando
uma producdo mundial de 650.763.397 toneladas/ano e ocupando uma area de
40.824.347 ha, juntamente com outras hortalicas (FAO, 2003). No Brasil, o
pimentao apresenta-se como uma das 10 mais importantes hortalicas cultivadas
(SANTANA et al.,, 2004). Considerando as pimentas do género Capsicum,

Reifschneider (2000) estimou a area plantada no pais em 15.000 ha, com uma



receita anual de 79 milhdes de reais. Entretanto, o referido autor enfatizou a

caréncia de dados estatisticos mais confiaveis sobre essa cultura no Brasil.

Em termos botanicos, as espécies de Capsicum apresentam grande
variabilidade quanto aos seus principais caracteres morfolégicos, como formato,
tamanho, cor e posicao de flores e frutos, nimero de pedicelos por no e folhas,
entre outros, o que condiciona uma ampla diversidade de tipos (BERTAO,
1993). Dessa forma, a distingdo entre as diferentes espécies tem sido realizada
considerando-se caracteristicas agrondémicas, morfoloégicas, bioquimicas e

citolégicas em conjunto (McLEOD et al., 1983).

Estudos citogenéticos em Capsicum tém demonstrado que todas as
espécies do género sao dipléides, com 2n=2x=24 ou 2n=2x=26 (MOSCONE et
al., 2003). Dentre as espécies com 2n = 24 estdo C. annuum, C. frutescens, C.
chinense, C. chacoense, C. galapagoense, C. baccatum, C. praetermissum, C.
tovarii, C. pubescens, C. cardenasii e C. eximium (PICKERSGILL, 1991,
MOSCONE et al., 1995). Segundo Pickersgill (1991), os taxons com x=13 sdo
C. campylopodium, C. ciliatum e C. mirabile.

Almeida e Carvalho (2004) caracterizaram a morfologia dos
cromossomos de C. annuum ‘Fortuna Super, confirmando o numero
cromossomico 2n = 24 cromossomos, sendo 10 pares metacéntricos (1-10), um
submetacéntrico, apresentando uma constricdo secundaria (11), e outro

acrocéntrico (12).

1.2. Determinacao do contetdo de DNA

O mensuramento do tamanho do genoma de plantas fornece
informagbes Uteis para o melhoramento, sistematica e taxonomia vegetal
(VOLGMAYR e GREILHUBER, 1998). Além disso, o conhecimento do tamanho
do genoma se faz necessario para o planejamento de projetos de
sequenciamento (HARDIE et al., 2002), em trabalhos envolvendo marcadores
moleculares (NOIROT et al., 2002) e em estudos evolutivos (NOIROT et al.,
2003a).



Ao longo dos anos, varios métodos tém sido empregados para
guantificacdo de DNA. Os primeiros estudos envolveram extracdo de DNA de
grande numero de células para calcular o contedtdo de DNA total da
preparacdo. Para determinar a quantidade de DNA por nucleo, esse valor era
dividido por uma estimativa do niumero de nucleos utilizados no processo de
extracdo (HARDIE et al., 2002). Embora essa metodologia ndo permitisse a
identificacdo de células com diferentes niveis de ploidia, ela possibilitou a
determinacdo da constancia do conteddo de DNA numa mesma espécie
(HARDIE et al., 2002; DOLEOEL e BARTOS, 2005). Andlises de cinética de
reassociacdo também foram utilizadas para determinacdo do contetdo de DNA,
embora os dados obtidos fossem de dificil interpretacdo em termos de valor C,
em virtude da presenca de sequéncias repetitivas de DNA (DOLELEL e
BARTOS, 2005).

Com o advento das metodologias que se baseavam na andlise de
ndcleos individuais, estimativas mais precisas do conteuddo de DNA foram
alcancadas (DOLEOEL e BARTOS, 2005). Dentre essas metodologias, a
citometria de fluxo (CF) e a citometria de imagem (CI) tém sido amplamente
empregadas para determinar o tamanho de genomas (MOSCONE et al., 2003).

1.2.1. Aspectos gerais da citometria de imagem

A citometria de imagem € uma metodologia que permite estimar a
guantidade de DNA de nucleos (CHIECO e DERENZINI, 1999) e de
cromossomos (CLARINDO, 2004; ROSADO, 2004) em laminas, por meio da
medida de absorbancia, apos esses terem sido corados pela reacdo de Feulgen
(CHIECO e DERENZINI, 1999).

A reacdo de Feulgen & uma técnica citoquimica especifica para DNA
(HARDIE et al., 2002). Essa técnica se baseia na exposicdo de grupos aldeido
na molécula de DNA como resultado de uma hidrolise acida, bem como na
posterior ligacdo da pararosanilina, rosanilina ou mangenta rosa, presentes no
reativo de Schiff, aos grupos aldeido formados pelo tratamento com &cido
cloridrico (CHIECO e DERENZINI, 1999).

3



Segundo Chieco e Derenzini (1999), a distribuicdo ndo-homogénea do
cromoforo € uma das principais causas da falta de relacdo entre a medida de
absorbancia obtida em determinado ponto e o contelldo de DNA nuclear. Nesse
sentido, metodologias que evitem os erros de coloragdo do DNA devem ser
desenvolvidas para possibilitar maior rigor na mensuracdo do contetdo de
DNA.

Estudos tém sido realizados no sentido de estabelecer condi¢des 6timas
de hidrolise do DNA, uma vez que € um passo determinante para a coloragédo
deste e, posteriormente, para a sua quantificacdo. No procedimento
originalmente descrito por Feulgen e Rossenbeck (1924), citados por Hardie et
al. (2002), recomendou-se a hidrdlise a 60 °C, por 4 min, em acido cloridrico
1 M. Porém, estudos posteriores indicaram que a hidrolise com &cido cloridrico
5 M, em temperatura ambiente (20 °C — 25 °C), por um periodo de tempo entre
45 e 60 min, era mais adequada, tanto para material fresco quanto para fixado,
com o argumento de que esse processo minimiza a formagéo de fragmentos de
DNA muito pequenos, que podem ser perdidos (KJELLSTRAND, 1977,
BOCKING et al., 1995).

Apbs a coloracdo do DNA a ser analisado por Cl, é necessaria a captura
das imagens observadas ao microscépio, por uma videocamera (KISS et al.,
1992). A imagem capturada € convertida em pixels, que estdo relacionados a
uma cor e uma intensidade em especifico. Dessa forma, a imagem é
processada automaticamente pelo programa de analise de imagens, gerando
valores de absorbancia relacionados com a area, denominados valores de
densidade 6ptica integrada (DOI) (HARDIE et al., 2002).

A maioria das analises realizadas via citometria de imagem utiliza a luz
processada de cameras analOgicas/digitais monocromaticas ou de cameras
policromaticas (RGB), mas com apenas o canal de comprimento de onda na
faixa verde. No caso de imagens monocromaticas, estudos citométricos em
humanos e plantas tém utilizado, principalmente, a escala de valor do pixel com
8 bits (256 tons de cinza) (VOLGMAYR e GREILHUBER, 1998) ou 12 bits
(4.096 tons de cinza) (FONTES, 2003; CLARINDO, 2004; ROSADO, 2004). Sao

coletados, entdo, valores na lamina tanto de regides contendo nucleos quanto
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de regides com auséncia de material celular (background) (HARDIE et al.,

2002). A equacao abaixo é utilizada para a realizagéo dos calculos da DOI:

n .
DOl = é - |og 10 I_f' n = nimero total de pixels do objeto;

i=1 bi Ifi= intensidade dos pixels do objeto; e

Ibi = intensidade dos pixels fora do objeto.

Ainda ndo existe metodologia padronizada que seja internacionalmente
reconhecida para Cl em plantas. Vilhar et al. (2001) recomendaram que 0S
estudos de Cl em plantas fossem realizados seguindo e adaptando o consenso
metodoldgico adotado para humanos, que, segundo esses autores, constituem

referéncias gerais para a quantificagcdo do DNA.

Essa metodologia consiste na: (i) utilizagdo de células de referéncia, isto
e, de padrdoes com valor 2C previamente estabelecido, para comparagdo das
medidas de densidade; e (ii) preparacéo e andlise dos padrdes, juntamente com
as amostras do espécime, de forma que as células de referéncia passem pelos
mesmos processos que a amostra, em iguais condi¢cdes. O coeficiente de
variacao (CV) entre as medidas obtidas tanto para as amostras quanto para os
padrdes deve ser inferior a 5% (COEN et al.,, 1992; BOCKING et al., 1995;
HAROSKE et al., 1998; HAROSKE et al., 2001).

1.2.2. Padrdes interno e externo

Os valores de DOI obtidos em estudos de Cl sdo adimensionais,
constituindo valores apenas equivalentes ao conteido de DNA. Dessa forma, a
conversao dos valores de DOI para unidades de picogramas (pg), por meio da
comparagdo com os conteudos de DNA conhecidos para os padroes, é
essencial para a realizacdo da quantificacdo de DNA (HAROSKE et al., 1998;
HAROSKE et al., 2001).

Os padrbes tém sido classificados como externo e interno. O primeiro

caracteriza-se por ser processado e analisado separadamente da amostra-



teste. No segundo tipo, a amostra-teste e o padrdo sao processados e
analisados em conjunto (MOTLEY et al., 2000).

As desvantagens de se utilizar o padréo externo podem ser atribuidas a
flutuacdes na calibragem do equipamento entre as andlises (MOTLEY et al.,
2000). Esse tipo de problema tem sido evitado com o uso do padréo interno.
Quando o processamento desse e da amostra € realizado em conjunto, ambos
séo afetados pelos erros experimentais, que podem surgir durante a preparagao
e coloracdo (DOLELEL, 1997; MOTLEY et al., 2000; NOIROT et al., 2000;
NOIROT et al., 2003b).

A importancia dos padrdoes de referéncia e seu uso metodologico tém
sido enfatizados em alguns trabalhos (DOLELEL, 1997; JOHNSTON et al.,
1999). No entanto, uma das principais fontes de erro na quantificagdo de DNA
em plantas ainda continua sendo a falta de padrées adequados, com conteudo
de DNA bem estabelecido (JOHNSTON et al., 1999).

Segundo DolelJel (1997), a selecdo do padréo apropriado é crucial para a
obtencdo da estimativa do tamanho do genoma nuclear. Esse padrdo deve
apresentar estabilidade genética, tamanho de genoma constante, ser facilmente
manipulado, estar disponivel em quantidades suficientes para andlise (VILHAR
et al., 2001; DOLEOEL e BARTOS, 2005; GREILHUBER, 2005) e apresentar
contetdo de DNA proximo ao da espécie investigada (VINDEL@V et al., 1983;
DOLEUEL, 1997).

O uso de nucleos de células vegetais como padrédo interno em analises
de plantas tem sido considerado o mais apropriado (MOTLEY et al., 2000). No
entanto, a maioria das quantificacbes de DNA em plantas foi realizada
utilizando, direta ou indiretamente, como padrées os nucleos de eritrécitos de
ave (Gallus domesticus) ou outros padrdes de células animais, como eritrocitos
de truta, leucécitos e fibroblastos humanos (JOHNSTON et al., 1999; MOTLEY,
2000), que foram quantificados, em sua maioria, empregando-se o0 valor de
referéncia para o nucleo do eritrocito de Gallus domesticus igual a 2,50 pg,
determinado quimicamente por Rasch et al. (1971) (JOHNSTON et al., 1999;
BENNETT et al., 2003).



Embora os nucleos de eritrécitos de G. domesticus sejam amplamente
usados como padrées de referéncia (JOHNSTON et al., 1999), estimativas
conflitantes para o conteddo de DNA dessas células tém sido descritas,
podendo-se verificar que existem na literatura véarias determinagbes do
contetdo de DNA para nucleos de eritrocitos de Gallus, estando algumas delas

destacadas no Quadro 1.

Quadro 1 — Valores 2C relatados para nucleos de eritrécitos de Gallus

domesticus
Padréao Valor Sexo Tipo de Referéncia
2C (p9) determinacéo

G. domesticus 2,50 NI Q Rasch et al., 1971
G.domesticus 2,33 NI Q Galbraith et al., 1983
G. domesticus 2,50 NI CF Tiersch et al., 1989
G. domesticus 2,49 macho CF Nakamura et al., 1990
G. domesticus 2,43 fémea CF Nakamura et al., 1990
G. domesticus 2,47 NI CF Tiersch e Wachtel, 1991
G. domesticus 2,50 macho CF De Vita et al., 1994
G. domesticus 2,54 macho CF Johnston et al., 1999

‘Leghorn’ TAMU*

G. domesticus

‘Leghorn’ TAMU? 2,98 macho CF Johnston et al., 1999
& dome§t|cys 3,01 macho CF Johnston et al., 1999
Leghorn’ Arizona

G -domesticus 2,48 fémea CF Johnston et al., 1999

‘Rod Island’

! Sangue coletado uma semana antes da andlise.
2 Sangue coletado e armazenado a -80 °C durante varios anos.
NI = ndo identificado; Q = quimica; CF = citometria de fluxo; e pg = picogramas.

Tem sido relatado que diferencas observadas em quantificacdes de DNA
estdo diretamente ligadas ao tipo de metodologia utilizada para a preparacdo do
material nuclear, coloragdo e analise (VINDEL@V et al.,, 1983; DOLELEL e
BARTOS, 2005).

Outro fator que tem sido descrito como causa de divergéncias em
guantificacbes de DNA, especialmente em mamiferos e aves, é a presenca de

cromossomos sexuais heteromorficos (TIERSCH et al., 1989). Diferencas de



tamanho de genoma entre machos e fémeas foram relatadas em camundongos,
aves e humanos (VINDEL@V et al., 1983; De VITA et al., 1994).

O genoma de Gallus gallus apresenta 1,05 Gpb (INTERNATIONAL
CHICKEN GENOME CONSORTIUM, 2004), que estdo distribuidos em
microcromossomos (MICs), que ndo podem ser distinguidos entre si por meio
de técnicas de bandeamento, em virtude do tamanho relativamente pequeno, e
macrocromossomos (MACs), que se assemelham aos dos mamiferos em
comprimento e estrutura (SCHIMID et al.,, 1989; BLOOM et al., 1993;
GRUTZNER et al., 2001).

Em G. domesticus foram descritos 39 pares de cromossomos, sendo que
os pares 1 — 6 sdo considerados MACs, visto que Sao 0s Unicos Cromossomos
gue se apresentam maiores que os menores de humanos (McQUEEN et al.,
1998). Os pares de 7 — 10 possuem tamanho intermediario e tém sido
classificados como MICs grandes ou MACs pequenos, enquanto os pares de 11
— 39, denominados MICs (BLOOM et al.,1993).

Segundo Stubblefield e Orro (1982), os cinco primeiros autossomos,
juntamente com o cromossomo Z, representam 65% do genoma de uma fémea
de G. domesticus. Os cromossomos de tamanho intermediario (7 — 14 mais o
W) correspondem a mais 20%. Os demais constituem cerca de 15% do
genoma. E, no que diz respeito aos cromossomos sexuais, o Z ¢é
aproximadamente duas vezes maior que o W (BLOOM et al., 1993). Portanto,
espera-se que eritrécitos de machos apresentem um contetdo de DNA maior
que o de fémeas (VINDEL@V et al., 1983).

Poucos estudos foram realizados no sentido de esclarecer essa
diferenca no conteudo de DNA. Pesquisas em zoologia tém adotado para
nacleos de eritrécitos de G. domesticus, independentemente do sexo do animal
doador, o valor 2C = 2,50 pg (BENNETT et al., 2003). Segundo Marie e Brown
(1993), nos trabalhos com plantas tem sido utilizado, para os nudcleos de

eritrécitos, o valor 2C = 2,33 pg, descrito por Galbraith et al. (1983).



1.2.3. Quantificacdo de DNA no género Capsicum

A determinacdo do conteaddo de DNA do género Capsicum tem sido
realizada por varios autores, a partir de diferentes metodologias de coloracao e
andlise dos nucleos. No entanto, os valores 2C obtidos tém sido conflitantes
(Quadros 2 e 3).

Quadro 2 — Valores 2C relatados para Capsicum annuum

2C DNA Métodos de

Espécies Referéncias

(p9) analise
C. annuum
Silvestre 8,00 F/CI Bennett e Smith, 1976
Cultivado 10,80 F/CI
C. annuum 5,52 MI/CF Galbraith et al., 1983
C. annuum? 5,60-7,51 IP/CF Arumuganathan e Earle, 1991
C. annuum

7,65 IP/CF Belletti et al., 1998
‘Doux Long des Landes’
Capsicum annuum 6,32 F/CI Moscone et al., 2003
var. annuum
C. annuum 6,76 IP/CF Moscone et al., 2003
var. annuum
C. annuum 8,23 DAPI/CF  Martins e Carvalho, 2004

‘Fortuna Super’

! Foram analisados sete cultivares.
pg = picogramas; F = Feulgen; MI = mitramicina; IP = iodeto de propidio; CF = citometria de
fluxo; e CI = citometria de imagem.

Bennett e Smith (1976), estudando amostras de Capsicum,
determinaram o contetdo de DNA usando a técnica de coloragdo de Feulgen e
Allium cepa ‘Stuttgarter Riense’, cujo valor 2C = 33,5 pg, como padrao interno.
Valores 2C iguais a 8,0 pg e 10,8 pg foram descritos nas espécies selvagens e
cultivadas, respectivamente.

Moscone et al. (2003), utilizando a metodologia de citometria de imagem,
determinaram o contetdo de DNA das espécies C. annuum (2C = 6,32 pg) e C.
pubescens (2C = 9,12 pg), também utilizando Allium cepa ‘Stuttgarter Riense’

(2C = 33,5 pg) como padréo.



Além desses estudos envolvendo a determinacdo do conteido de DNA
por Cl, metodologias de CF também tém sido utilizadas para quantificacdo de
DNA em Capsicum. Galbraith et al. (1983) determinaram o valor 2C = 5,52 pg
de DNA para nucleos de C. annuum corados com mitramicina, usando nucleos
de eritrocitos de G. domesticus (2C = 2,33 pg) como padrdo interno.
Arumuganathan e Earle (1991) relataram valores entre 5,60 e 7,51 pg para sete
cultivares de C. annuum. A metodologia empregada por esses autores também
envolveu eritrocitos de ave como padrdo interno e coloracdo com iodeto de
propidio (Quadro 2).

Belletti et al. (1998) analisaram nove espécies de Capsicum e duas
subespécies. A espécie utilizada como padrdo interno para a obtengcdo da
estimativa da quantidade de DNA nuclear de Capsicum annuum ‘Doux Long
des Landes’ foi Pisum sativum ‘Lincoln’ (2C = 9,07 pg). Os valores de DNA do
genoma das demais espécies foram calculados a partir do valor de DNA

atribuido a C. annuum (Quadro 3).

Quadro 3 — Valores 2C relatados em espécies do género Capsicum por
citometria de fluxo

Espécies Bellze(t:tiDel\tlglgj(%gs) Mosczgn[e)Ne?a(l?%%oos)

C. annuum 7,65 6,76
C chacoense 7,66 6,70
C. tovarii 7,93 -

C. frutescens 7,94 6,80
C. chinense 8,04 6,84
C. baccatum pendulum 8,39 7,36
C. baccatum baccatum 8,43 7,42
C. baccatum umbilicatum - 7,42
C. eximium 8,70 8,12
C. cardenasii 8,97 -

C. praetermissum 9,13 -

C. pubescens 9,72 8,94
C. parvifolium - 11,54
C. campylopodium - 10,27
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O tamanho do genoma de outras 25 amostras pertencentes a nove
espécies diploides e quatro variedades de Capsicum foi quantificado por
Moscone et al. (2003), utilizando metodologias de citometria de fluxo. As
preparacdes analisadas por esses autores foram coradas com brometo de
etidio e os valores de DNA, determinados com base no padrdo interno Hordeum
vulgare ‘Ditta’ (1C = 5,063 pg) (Quadro 3).
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2. OBJETIVOS

Considerando os avancos dos equipamentos digitais nas analises de
citometria de imagem e a presenca de valores conflitantes para o contetdo de
DNA em Capsicum annuum, no presente trabalho propds-se o estabelecimento
desses recursos para reavaliar tamanho do genoma em C. annuum cultivar
Fortuna Super.

Os objetivos especificos foram:

- Padronizar procedimentos para calibracdo do sistema de andlise de

imagem utilizado no presente estudo, quanto a estabilidade, a

linearidade das medidas de densidade Optica e a uniformidade da

iluminacdo na imagem de captura, a fim de obter parametros que
demonstrem a confiabilidade das medidas de densidade Optica
integradas obtidas.

- Aplicar metodologias de preparacdo de laminas, fixacdo, hidrélise e

coloracéo por meio da reacdo de Feulgen, para estudos de citometria de

imagem em ndcleos de eritrocitos de Gallus domesticus, visando a

verificacdo da existéncia de diferencas no conteddo de DNA entre

machos e fémeas dessa espécie.

- Adaptar metodologias de preparacdo de laminas, fixacao, hidrolise e

coloragcéo por meio da reagdo de Feulgen, para estudos em citometria de

imagem em C. annuum ‘Fortuna Super’.

12



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

Sementes de pimentdo Capsicum annuum cultivar Fortuna Super foram
cedidas pelo Dr. Luiz Arthur da Costa, pesquisador da Universidade Federal de
Lavras (UFLA). Sementes de Pisum sativum cultivar Ctirad, utilizadas como
padréo para determinacdo do conteudo de DNA em pimentdo, foram cedidas
pelo Dr. Jaroslav DolelJel, do Laboratério de Citogenética Molecular e Citometria
do Instituto de Botanica Experimental da Republica Tcheca. Aves da espécie
Gallus domesticus ‘Legorhn’ IPEACS (machos e fémeas) foram cedidas pelo
Prof. Paulo César Gomes, do Departamento de Zootecnia da Universidade
Federal de Vicosa. As analises citogeneéticas e de citometria de imagem foram
realizadas no Laboratério de Citogenética e Citometria Vegetal do
Departamento de Biologia Geral da Universidade Federal de Vicosa, em Vigosa,
MG.

13



3.2. Métodos

3.2.1. Procedimentos para calibracdo dos sistemas 6ptico e digital

A avaliagdo do sistema de analise de imagem foi realizada conforme
descrito por Puech e Giroud (1999), Hardie et al. (2002) e Vilhar e Dermastia
(2002) e consistiu da realizagcdo de testes de estabilidade, linearidade e
uniformidade da DOI do nucleo.

O teste de estabilidade consiste na determinacdo do tempo que o
sistema de analise de imagens necessita, a partir do instante em que foi ligado,
para se tornar estavel. Para a realizacdo do teste de estabilidade foram
calculados os valores de densidade 6ptica (DO) de um pixel e de um nucleo de
eritrocito de fémea de G. domesticus posicionados no centro da imagem de
captura. As imagens foram capturadas em intervalos de 4 min, durante 88 min.

O teste de linearidade € um procedimento de verificacdo da relacéo entre
a DO real dos objetos e a gerada pelo sistema de analise de imagens. Tal
relagdo deve ser linear. A avaliacdo da linearidade do sistema foi realizada
seguindo a metodologia descrita por Hardie et al. (2002), na qual se recomenda
a utilizacao de filtros de densidade Stepped Density Filter (Edmund Industrial
Optics). Uma regressao linear entre os valores de DO certificados pela Edmund
Industrial Optics e os valores medidos pelo equipamento foi calculada. Os
parametros utilizados para andlise da regressao foram: inclinagéo da reta; erro-
padrdo (SE), expresso em porcentagem; e o coeficiente de determinagdo da
regressao (R?).

Em alguns sistemas ocorre variacdo nas medidas de densidade 6ptica
integrada (DOI) de objetos uniformemente iluminados, quando estes estédo
posicionados em diferentes locais da imagem de captura. Para verificar se o
sistema utilizado no presente estudo apresentava essas variacdes, foi realizado
um teste de uniformidade da DOI dos nucleos. O teste consistiu do calculo da
DOI de cada um dos nucleos, de um conjunto de quatro ndcleos de eritrocitos
de fémea de G. domesticus, posicionados em 16 diferentes locais da imagem

de captura (Figura 1). Calculou-se o CV dos 64 valores de DOI.
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Figura 1 — Circulos representando as coordenadas de referéncia para
posicionamento dos ndcleos a serem capturados para realizacao
do teste de uniformidade da densidade O6ptica integrada (DOI)
dos nucleos.

3.2.2. Preparo das laminas de eritrocitos de Gallus domesticus

As laminas de eritrocitos de ave foram preparadas por meio da técnica
de esfregaco, seguindo os procedimentos descritos por Hardie et al. (2002).
Para tanto, foram colocados, com o auxilio de uma pipeta, 5 pL do sangue de
G. domesticus macho, no centro de uma lamina bem limpa e seca. Uma
segunda lamina foi posicionada transversalmente em cima da gota, formando
um angulo de 45° com a primeira, fazendo que o sangue preenchesse o0 espaco
entre as duas laminas. A segunda lamina foi levemente arrastada até uma das
extremidades da primeira, criando uma fina camada de células sangtineas. O
mesmo procedimento foi realizado com o sangue da fémea, em direcdo a outra
extremidade da lamina. As laminas foram secadas ao ar e em chapa quente por
1 h, colocadas em cubetas contendo etanol 70% e armazenadas a —20 °C.

A metodologia para realizacdo da reagdo de Feulgen em laminas de
eritrécitos foi adaptada de Haroske et al. (2001). As laminas preparadas por
meio da técnica de esfregaco foram deixadas, por 60 min, em solucéo fixadora
de formaldeido 4%. Decorrido esse tempo, as laminas foram lavadas em agua

corrente, durante 10 min, secadas ao ar e colocadas em solucdo de &cido
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cloridrico (HCI) 5 M, a 25 °C, por tempos variando de 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
45, 50, 55 ou 60 min, para padronizacdo do tempo de hidrolise adequado.

Apés a hidrdlise, as laminas foram lavadas em &gua destilada por trés
trocas de 2 min, secadas ao ar e colocadas em camara umida, cobertas com
Reativo de Schiff (5 g de Fucsina Basica (Merck), 15 mL de HCI 1 M, 2,23 g de
K2S,0s5, 1 g de carvao ativo e 85 mL de agua destilada). Apdés 12 horas, esse
material foi lavado em &agua sulfurosa (K»,S,0s 1%) por trés trocas de 2 min e
em agua destilada por 1 min. As laminas foram secadas ao ar e montadas com

Oleo de imerséao (Carl Zeiss L25, com indice de refracdo = 1,525) e laminula.

3.2.3. Preparo das laminas de Capsicum annuum e Pisum sativum

As sementes de C. annuum cultivar Fortuna Super e de P. sativum
cultivar Ctirad, utilizadas nos estudos de citometria de imagem, foram colocadas
para germinar em placas de Petri contendo papel-filtro umedecido em agua
destilada. As sementes foram submetidas a germinacdo em temperatura de 28
— 30 °C, em BOD, no escuro. As raizes com comprimento entre 0,5 e 1,0 cm
foram cortadas e colocadas em frascos contendo solucao fixadora gelada de
metanol-acido acético 3:1. Apés 10 min no freezer, foram efetuadas duas trocas
da solucdo para assegurar a integridade do material. Uma vez fixadas, as
raizes permaneceram armazenadas a -20 °C, durante 24 h, como recomendado
por Vilhar et al. (2001). Apds as 24 h, a solucdo fixadora foi substituida por
solucdo de etanol 95% e armazenadas a -20 °C, conforme descrito por
Greilhuber e Ebert (1994).

A reacdo de Feulgen em meristemas radiculares foi realizada segundo
Greilhuber e Ebert (1994), com modificacdes. As raizes fixadas foram lavadas
por 15 min em agua destilada, a temperatura ambiente e colocadas em tubos
de microcentrifuga Eppendorf contendo 1 mL de HCI 5 M. Os tubos foram
mantidos em banho-maria, a 25 °C, por tempos variando entre 30, 35, 40, 45,
50, 55, 60, 65, 70, 75 e 80 min, para que fosse padronizado o tempo de
hidrélise adequado. As raizes foram lavadas em agua destilada por trés trocas
de 2 min, a fim de interromper a reagao, as quais foram colocadas em tubos de
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microcentrifuga Eppendorf contendo 1 mL de Reativo de Schiff (5 g de Fucsina
Béasica (Merck), 15 mL de HCI 1 M, 2, 23 g de K;S,0s, 1 g de carvao ativo e 85
mL de agua destilada), onde permaneceram por 24 h a 4 °C. Decorrido esse
tempo, o material foi lavado durante 45 min em agua sulfurosa (K»S,0s5 1%), em
temperatura ambiente.

As raizes de Capsicum e Pisum submetidas a reac¢do de Feulgen foram
colocadas sobre uma lamina de vidro previamente limpa contendo uma gota de
acido aceético 45%. Com o auxilio de um bisturi e de um microscopio
estereoscopico, retirou-se a coifa da raiz e isolou-se o meristema radicular,
sendo uma laminula colocada sobre o material. Com o auxilio de papel-filtro e
de um instrumento de ponta rombuda, realizou-se o0 esmagamento do
meristema, apds o que as laminas foram incubadas a -20 °C, durante 30 min,
sobre uma placa metélica. Procedeu-se, entdo, a retirada das laminulas, com o
auxilio de uma lamina de barbear. As laminas foram secadas ao ar, montadas
com Oleo de imersdo (Carl Zeiss L25, com indice de refracdo = 1,525) e

laminula.

3.2.4. Analise de dados

O sistema de anélise de imagem usado no presente estudo consistiu de
um fotomicroscépio Olympus™, modelo BX60 com fonte de luz estabilizada,
acoplado com uma camera monocromatica CCD de 12 bits, pertencente ao kit
de analise de imagem Cool SNAP™. Utilizaram-se um filtro de interferéncia de
cor verde (IF 550) e um filtro de densidade neutra (ND 6). Antes de cada
captura foram realizados ajustes de microscopia, pelo método de Kdhler, para a
objetiva de 40 x, com abertura numérica 0,75. As imagens dos nudcleos foram
capturadas e processadas com o auxilio das ferramentas do programa Image
Pro® Plus 4.5, do kit de andlise de imagem Cool SNAP™. Uma curva de
calibracao foi obtida a partir de filtros certificados pela Edmund Industrial Optics,
com DO = 0,15; 0,30; 0,40; 0,60; 0,90; e 2,50. O processamento da imagem foi
segmentado para correcdo do background e os valores de DOI, calculados

automaticamente pelo software.
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Para a de CI em eritrocitos de G. domesticus, foram analisadas 24
imagens de captura (12 de macho e 12 de fémea), que continham entre 50 e
100 nudcleos de eritrécitos, em trés laminas-teste. As diferencas de DOI
encontradas com relacdo a machos e fémeas de G. domesticus, nos diferentes
testes, foram submetidas a analise de variancia. Os programas GENES (CRUZ,
2001) e SPSS 11.4 para Macintosh ™ foram utilizados nas analises estatisticas.

No procedimento de citometria de imagem nos meristemas radiculares, o
método profase/teléfase foi empregado, conforme Vilhar et al. (2001). Dez
nacleos em profases iniciais e 10 em telofases tardias foram selecionados em
cada raiz e a DOI das classes telofases (2C) e préfases (4C), calculada.

A quantidade de DNA em picogramas (pg) foi calculada a partir dos

valores de DOI das amostras e usando a seguinte equacao:

2Ca = Valor 2C da amostra;
2Cp = Valor 2C do padréao;
DOIla = DOI da amostra; e
DOIlp = DOI do padréao.

DOI ,x2C,
C,= —— A"
DOI,

A conversédo dos valores de conteido de DNA em megapares de bases
(Mpb) para picogramas (pg) foi calculada de acordo com a equacéo descrita por
Dole[Cel et al. (2003):

2C(pb) = (0,978 10°) 2C(pg)
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4. RESULTADOS

4.1. Controle de qualidade do sistema Optico e digital

O teste de estabilidade do sistema de analise de imagens compreendeu
a avaliacdo do tempo de aquecimento eletronico do sistema. Utilizou-se nas
analises um pixel cujas coordenadas eram 80.255 x 80.255. Um gréfico
apresentando as medidas de DO vs tempo foi plotado (Figura 2). Por meio da
analise visual dos dados exibidos foi possivel concluir que o sistema utilizado
no presente estudo estabilizou-se apds os 12 min. A partir desse tempo, 0s
valores de DO observados foram 0,414 + 0,001 no nucleo e 0,018 + 0,001 no

pixel.
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Figura 2 — Grafico obtido da analise de estabilidade do sistema de anélise de

imagem. Os valores médios da densidade 6ptica (DO) do pixel e do
nacleo foram considerados estaveis a partir do tempo de 12 min.

A linearidade do sistema foi avaliada por meio da comparacdo das
medidas densitométricas dos filtros calculadas pelo software de andlise de
imagem, com base nos valores teoricos de DO dos filtros, certificados pela
Edmund Indrustrial Optics.

As diferentes densidades neutras do Stepped Density Filter (Edmund
Industrial Optics) observadas ao microscopio estao apresentadas na Figura 3.

O resultado da avaliagéo da linearidade do sistema utilizado neste estudo
encontra-se na Figura 4 e as estimativas dos parametros que descrevem essa
linearidade, no Quadro 4, juntamente com os valores recomendados para esse

critério, propostos por Puech e Giroud (1999).
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Figura 3 — Tons de cinza presentes no Stepped Density Filter (Edmund
Industrial Optics) e respectivos valores de densidades neutras
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Figura 4 — Reta obtida da analise de regressédo para avaliacdo da linearidade,
verificando-se alta correlacdo entre os valores de densidade Optica
(DO) observados e os valores certificados do filtro-padréo.

Quadro 4 — Parametros para avaliagdo da linearidade do sistema de anélise de

imagem

Inclinac&o (a) R? SE
Valores recomendados 09-1,1 >0,990 <5%
Teste 0,96 0,9978 1,54%

Modelo y = ax+b; R = coeficiente de determinacéo; e SE = erro-padrao.
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A uniformidade das medidas de DOI foi estimada por meio do calculo das
DOI de uma amostra uniforme de nudcleos, em diferentes partes do campo,
como ilustrado na Figura 5. Obteve-se uma DOI média dos nucleos igual a 6,11
e CVigual a 0,68%.

Figura 5 — Amostra de ndcleos de Gallus domesticus ‘Leghorn’ utilizados para o
teste de uniformidade da densidade Optica integrada (DOI) dos
ndcleos. Barra =5 pm.
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4.2. Aplicagdo das metodologias de citometria de imagem em

eritrocitos de Gallus domesticus

As metodologias de preparo das laminas, hidrolise e coloracdo adotadas
foram consideradas adequadas para estudos de citometria de imagem,
permitindo a determinagcdo da DOI em cada ndcleo (Quadro 5).

A coloracdo com Feulgen considerada adequada foi obtida em laminas
hidrolisadas por 45 min e expostas ao corante por 12 h. Periodos inferiores ou
superiores de hidrélise resultaram em laminas nas quais os nucleos estavam
fracamente corados ou ndo puderam ser visualizados.

Obteve-se, nos nucleos de eritrocitos, as médias dos valores de DOI
iguais a 7,52; 7,78; e 7,00 para machos e 7,30; 7,50; e 6,59 para fémeas, nos
ensaios 1, 2 e 3, respectivamente (Quadro 5). Os CVs entre os valores de DOI
variaram de 2,1% a 2,6%.

Para verificar se as diferencas de DOl observadas entre machos e
fémeas de G. domesticus eram significativas, as médias dos valores obtidos
nos trés ensaios foram submetidas a analise de variancia (Quadros 6). O teste
F foi significativo a 5% de probabilidade para as caracteristicas avaliadas,
podendo-se concluir que as médias de DOI de machos e fémeas diferiram entre
Si.

Transformando esses dados em valores relativos de conteido de DNA
(Quadro 7), observou-se que a diferenca identificada entre o valor 2C de galos
e de galinhas foi de 4,32%.
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Quadro 5 — Medidas da densidade o6ptica integrada (DOI) dos nucleos
interfasicos de eritrécitos de Gallus domesticus ‘Leghorn’ obtidos
nos ensaios 1, 2 e 3, acompanhados da média da DOI dos
nacleos

Gallus domesticus ‘Leghorn’

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3

Repeticbes Macho Fémea Macho Fémea Macho Fémea

1 7,5836 7,2715 7,7258 7,4467 7,0057 6,6226

2 74822 7,1786  7,6905  7,4246  7,0153  6,5599
3 75064  7,3026  7,8800 7,4016  6,9885  6,6228
4 75009  7,2862  7,7887  7,4646  6,9339  6,6109
5 75060 7,2119  7,7658  7,4929  7,0203  6,4938
6 75042  7,3092  7,8674  7,4487  6,9957  6,6232
7 7,4702  7,2967  7,7278  7,5195  6,9148  6,6002
8 74154  7,2459  7,7230 7,5005  7,0083  6,4935
9 75180  7,3354  7,7759  7,4925  7,0211  6,6214
10 7,5511 7,3554  7,8195 7,5984 6,9702 6,6633
11 7,5888 7,3534  7,8216 7,6275 7,0455 6,5466
12 76394 74667 7,8206 7,5672  7,0447  6,6515
X 75222  7,3011  7,7839  7,4987 69970  6,5925
X = média.
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Quadro 6 — Analise de variancia da densidade Optica integrada (DOI) dos
ndcleos interfasicos de eritrocitos de Gallus domesticus ‘Leghorn’
obtidos nos ensaios 1,2 e 3

FV GL SQ QM F
Sexo 1 1,6590 1,6590 443,3940*
Ensaio 2 9,2001 4,6000 1229,4316*
Sexo x Ensaio 2 0,1040 0,0520 13,9038*
Residuo 66 0,2470 0,0037
Total 71 11,2101

* Significativo a 5% de probabilidade.

Quadro 7 — Valores relativos do conteddo de DNA em Gallus domesticus
‘Leghorn’
Sexo Ensaiol Ensaio2 Ensaio3 Média
Fémea 100,00 100,00 100,00 100,00
Macho 103,03 103,80 106,14 104,32

4.3. Determinacdo do conteuddo de DNA em Capsicum annuum por

citometria de imagem

Uma vez estabelecidos os parametros para Cl, o proximo passo foi
aplica-los em amostras C. annuum ‘Fortuna Super’, com o0 propésito de
determinar o seu valor 2C.

As metodologias desenvolvidas para a fixacdo, hidrolise e coloracdo de
pontas de raizes proporcionaram a obtencdo de nulcleos de células
meristematicas bem preservadas, com coloracdo considerada adequada para
realizacdo das medidas e determinacdo dos valores de DOI (Figura 6).

A coloracdo com Feulgen considerada adequada foi obtida em laminas
hidrolisadas por 60 min e coradas durante 12 h. Periodos inferiores e superiores
de hidrélise resultaram laminas em que 0s nucleos estavam fracamente

corados ou ndo puderam ser visualizados.
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T‘l F’mem 'Ct-rad'

Capsicum annuum 'Fﬂl"hll'l! super’

T2 Fil'sumsaﬁmm'ﬂtm

Capsicum annuum 'Fortuna super'

T3 Pisum sativum 'Ctirad'

annuum 'Fortuna super'

Figura 6 — Amostra do conjunto de imagens capturadas de nucleos de
Capsicum annuum ‘Fortuna Super’ e do padrdo Pisum sativum
‘Ctirad’, utilizada para fazer a medida da densidade O&ptica
integrada (T1 = teste 1; T2 = teste 2; T3 = teste 3; Bkg =
background; P = profases; e T= tel6fases). Barra =5 um.
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As DOI calculadas dos nucleos de C. annuum ‘Fortuna Super’ e do
padrao P. sativum ‘Citrad’, em trés ensaios, estdo apresentados nos Quadros 8
e 9.

Os valores de DOI médios obtidos dos nucleos em préfase de C. annuum
foram 3,78; 3,67; e 3,68, nos ensaios 1, 2 e 3, respectivamente. Nas profases
de P. sativum analisadas, encontraram-se os valores 4,10, 3,95 e 3,93. As
médias de DOI calculadas do material em telofase de C. annuum foram 1,78;
1,82; e 1,73 e das amostras de P. sativum foram 1,96; 1,92; e 1,90. Nos trés
ensaios realizados, obteve-se um CV inferior a 5%.

Com base nos valores descritos, foi calculada a razéo entre o valor 4C,
obtido a partir dos nacleos em préfase, e o valor 2C, fornecido pelas amostras
em telofase (Quadro 10). A razdo 4C/2C dos materiais de C. annuum e P.
sativum foi igual a 2,1 nos ensaios 1 e 3. O ensaio 2 apresentou razdo 4C/2C
igual a 2,0 em C. annuum e 2,1 em P. sativum.

Calculou-se, também, a raz&o entre as DOI de C. annuum e P. sativum
em cada ensaio, tanto nas profases quanto nas teléfases (Quadro 11), sendo o
index meédio igual a 1,08. Por meio da aplicagdo da equacgdo descrita
anteriormente, obteve-se o valor 2C = 8,10 pg em C. annuum 'Fortuna Super’.
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Quadro 8 — Valores de densidade o6ptica integrada (DOI) das amostras de
ndcleos de Capsicum annuum ‘Fortuna Super’ apresentados na
Figura 6, acompanhados das respectivas médias e coeficientes
de variagéo

Capsicum annuum ‘Fortuna Super’

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3

Profases Tel6fases Profases Tel6fases Profases Tel6fases

1 3,6201 1,8797  3,4546 1,9683  3,5552 1,7139
2 3,8526 1,7523  3,5916 1,7470  3,5062 1,7600
3 3,8963 1,7505  3,5344 1,7810  3,6675 1,6703
4 3,7623 1,8217  3,4435 1,9797 3,7621 1,6644
5 3,8441 1,7971  3,5261 1,9444  3,6166 1,7428
6 3,7222 1,7371  3,8227 1,7562 3,7744  1,8947
7 3,8567 1,7308  3,9346 1,8287 3,5848 1,8014
8 3,7437 1,7118  3,7618 1,7958  3,8950 1,6997
9 3,7888 1,8467  3,9098 1,7633  3,6675 1,6833
10 3,6935 1,7544 3,7924 1,9539 3,7745 1,6673
X 3,7780 1,7782  3,6772 1,8518  3,6804  1,7298

CV (%) 2,1640 2,9530 4,8400 4,9950 3,0980 4,0240
X = média e CV = coeficiente de variagao.
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Quadro 9 — Valores de densidade o6ptica integrada (DOI) das amostras de
ndcleos de Pisum sativum ‘Ctirad’ apresentados na Figura 6,
acompanhados das respectivas médias e coeficientes de variacao

Pisum sativum ‘Ctirad’

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3

Profases Tel6fases Profases Tel6fases Profases Tel6fases

1 4,1510 1,8814  4,2008 1,8096  4,0267 1,9992
2 4,1006 1,8811  4,1128  2,0981 3,8545 1,9251
3 4,0567 1,8885  3,9495 1,9456  3,8078 1,8105
4 4,1756  2,0139  4,1661 1,8889  3,8741 1,9589
5 40925  2,0222  3,8160 1,9004  3,9478 1,7969
6 4,0304 1,8941  3,9000 1,8688  3,8456 1,7840
7 4,1327 2,0038  3,8158 1,8838  3,8846  2,0060
8 4,1415 1,9693  3,9911 1,8766  4,0326 1,8252
9 4,0184  2,0383  3,8601 1,9213  3,8495 1,8910
10 4,0845 2,0364 3,7033 1,9111 4,1946 2,0424
X 4,0984 1,9629  3,9516 1,9194  3,9318 1,9039

CV (%) 1,2140 3,3210 3,9603 3,2960 2,8950 4,7870
X = média e CV = coeficiente de variacio.
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Quadro 10 — Razao entre os valores de densidade O6ptica integrada (DOI) de
profases (4C) e teléfases (2C) das amostras de Capsicum
annuum ‘Fortuna Super’ e do padrao Pisum sativum ‘Ctirad’

Profases (P) Tel6fases (T) P/T(4C/2C)

Ensaio 1 C. annuum 3,778 1,778 2,1
P. sativum 4,098 1,963 2,1
Ensaio 2 C. annuum 3,677 1,852 2,0
P. sativum 3,952 1,919 2,1
Ensaio 3 C. annuum 3,680 1,730 2,1
P. sativum 3,932 1,904 2,1

Quadro 11 — index ou razdo entre as médias de densidade Optica integrada
(DOI) da amostra de Capsicum annuum ‘Fortuna Super’ e o
padréo Pisum sativum ‘Ctirad’

index Profases Tel6fases
Ensaiol P. sativum/ 1,08 1,10
C. annuum
Ensaio 2 P. sativum/ 1,07 1,04
C. annuum
Ensaio3 P. sativum / 1,07 1,10
C. annuum
X 1,08 1,08
X = média.
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5. DISCUSSAO

5.1. Controle de qualidade do sistema 6ptico e digital

Segundo Hardie et al. (2002), o primeiro passo para a determinagcdo do
conteudo de DNA por citometria de imagem envolve a preparacdo do
microscoépio, desde a limpeza das lentes ao Koéhler. O microscopio deve estar
em local que diminua as vibracdes e conectado a um regulador de voltagem
(HARDIE et al., 2002). No presente estudo, antes da obtencdo de qualquer
medida a limpeza completa das lentes e ajustes de microscopia pelo método de
Kohler foram realizados, visando a minimizac&o dos erros experimentais.

Além disso, utilizou-se, em todas as capturas, um filtro de interferéncia
verde (IF 550) para que a luz incidente apresentasse comprimento de onda
proximo ao da absorcdo maxima do reativo de Schiff (~560 nm). Segundo
Hardie et al. (2002), a luz monocromética pode reduzir problemas associados a
aberracbes cromaticas em lentes de baixa qualidade e, ainda, aumentar o
contraste entre o background e o0s objetos corados fracamente, embora a
medida da densidade néo seja afetada pelo uso de luz néo filtrada. No entanto,
os autores Fand e Spencer (1964), citados por Hardie et al. (2002), relataram
gue esse cuidado ndo é essencial, uma vez que medidas realizadas com
comprimentos de onda fora do pico de absorcdo do Feulgen resultam nas

mesmas proporc¢des obtidas quando se utiliza comprimento de onda especifico.
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Da mesma forma, foi utilizado um filtro de densidade neutra (ND 6), uma
vez que tem sido relatado que o uso de filtro promove a homogeneizacéo da luz
incidente, embora ndo sejam essenciais para a realizacao das medidas de DOI
(HARDIE et al., 2002).

Os procedimentos de controle da qualidade do equipamento incluiram
testes de estabilidade, linearidade e uniformidade das medidas de DOI ao longo
da imagem de captura.

Para o inicio de cada sessdo de obtencdo de imagens, o sistema deve
estar estavel. Desse modo, a determinagcdo do tempo necessario para a
estabilizacédo dos valores de DO fornecidas pelo sistema de anélise de imagens
€ essencial. Na Figura 2, demonstrou-se que o sistema utilizado apresentou-se
estavel a partir de 12 min apads ter sido ligado. A partir desse tempo, as medidas
de DO observadas foram 0,414 + 0,001 para o nucleo e 0,018 £ 0,001 para o
pixel.

Vilhar e Dermastia (2002) realizaram teste semelhante, no qual apenas o
tempo necesséario para a estabilizacdo de um pixel foi testado. Esses autores
consideraram que as medidas de DO permaneciam estaveis a partir de 90 min,
embora ndo tenham relatado a variacdo da DO a partir desse tempo. Essa
diferenca nos tempos gastos pelo sistema de analise de imagem para alcancar
a estabilidade pode ser explicada, em parte, pela presenca de um dispositivo de
refrigeracdo no sistema utilizado para a realizagdo do presente estudo.
Segundo Pirard et al. (1999), a camera apresenta aquecimento lento na
auséncia de dispositivo de refrigeracdo, e 0 aumento da temperatura provoca
excitagdo eletronica indesejavel, que tem como consequéncia a oscilacdo dos
valores de cinza gravados sob iluminag&o constante. O periodo de aquecimento
de 12 min foi regularmente utilizado em todos os experimentos subsequentes.

A linearidade de um sistema de analise de imagem € uma importante
caracteristica que deve ser testada antes da quantificagdo de DNA ou de
qualquer outro tipo de medida densitométrica (PUECH e GIROUD, 1999).
Segundo Hardie et al. (2002), uma camera com resposta linear € um dos
componentes-chave do sistema de andlise de imagem. Para o procedimento de

medida da linearidade foram utilizadas laminas de referéncia com valores de
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densidade neutra certificados (PUECH e GIROUD, 1999; HARDIE et al., 2002).
Segundo Puech e Giroud (1999), um sistema de analise de imagens ideal deve
proporcionar uma relacdo linear representada por uma reta com inclinagao igual
a 1, o menor erro-padréo possivel e um coeficiente de determinacdo (R?) mais
préximo possivel de 1.

De acordo com os padrdes utilizados na area medica, se a inclinacdo da
reta € menor que 0,9 e maior que 1,1 e se o erro-padrdo é maior que 5% e o
coeficiente de determinacéo inferior a 0,99, o sistema avaliado ndo esta
qualificado para realizagdo de medidas precisas do conteudo de DNA (VILHAR
e DERMASTIA, 2002). Observaram-se, no sistema utilizado neste estudo, R2
igual a 0,9978 e erro-padréo igual a 1,54%, sendo a inclinagdo da reta igual a
0,96 (Quadro 4). Esses valores indicam que o sistema utilizado atendeu as
condicbes de linearidade requeridas para a realizacdo de medidas
densitométricas.

Os valores descritos neste estudo séo inferiores aos apresentados por
Vilhar e Dermastia (2002), que obtiveram valores de erro-padréo entre 6,0% e
6,3%, superiores aos recomendados para estudos em CIl. Essa divergéncia
pode ser explicada, em parte, pelo fato de os autores terem utilizado imagens
processadas em camera colorida. Segundo Puech e Giroud (1999), sistemas
compostos por cameras coloridas apresentam desempenho inferior aqueles
com cameras monocromaticas.

Em alguns sistemas de analise de imagem, os valores digitalizados de
uma amostra homogénea e uniformemente iluminada ndo sdo constantes
(PUECH e GIROUD, 1999). Com isso, a DO dos objetos varia de acordo com o
posicionamento destes na imagem de captura. McEachron et al. (1990), citados
por Puech e Giroud (1999), relataram que esse fendmeno pode ocorrer em
virtude de variagdes de sensibilidade da camera, de oscilagbes na intensidade
luminosa ou, ainda, de sinais breves nas partes eletronicas.

No presente estudo, utilizou-se uma amostra de nucleos de eritrocitos de
G. domesticus submetidos a reacdo de Feulgen para estimacao das diferencas
de DOI causadas pelo fenbmeno anteriormente descrito, sendo obtido CV de

0,68%. Esse valor de CV observado é inferior ao limite de 3% recomendado por
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Bdcking et al. (1995) para andlises de citometria de imagem para diagnéstico de
cancer. Além disso, os valores apresentados sao inferiores aos descritos por
Hardie et al. (2002) e por Vilhar e Dermastia (2002), que relataram CV de
aproximadamente 1% quando realizaram testes semelhantes.

Considerando esses valores, verificou-se que as diferencas na DOI
decorrentes do posicionamento do nucleo dentro da imagem de captura eram
relativamente pequenas. No entanto, uma area localizada na regido central da
imagem de captura foi demarcada e utilizada para posicionar 0s nucleos
capturados para as analises posteriores. Com isso, os efeitos decorrentes da
falta de uniformidade da iluminacdo foram minimizados, possibilitando a

obtencdo de dados mais acurados.

5.2. Aplicacdo das metodologias de citometria de imagem em

eritrocitos de Gallus domesticus

A técnica de esfregaco empregada no presente trabalho proporcionou
laminas com qualidade adequada para citometria de imagem, em que 0sS
ndcleos se apresentaram espalhados, com densidade de ndcleos por campo
constante, poucas sobreposi¢coes e no mesmo plano de foco. Esses fatores
possibilitaram a distribuicdo homogénea do cromoforo no nucleo. Caso o
cromoforo apresentasse distribuicdo ndo-homogénea, a medida de absorbancia
obtida em determinado ponto poderia ndo estar correlacionada com o conteudo
de DNA nuclear (CHIECO e DERENZINI, 1999).

A hidrolise € o passo critico da reacdo de Feulgen mais conhecido
(CHIECO e DERENZINI, 1999; GREILHUBER, 2005). O tempo de hidrdlise
deve ser determinado para cada material, a fim de evitar que haja interferéncia
na coloragdo do DNA pela reacdo de Feulgen (CHIECO e DERENZINI, 1999).
Durante a hidrdlise ocorre formacao de radicais aldeidos nas desoxirriboses,
por meio da depurinacdo, essenciais por se associarem aos cromoforos
presentes no reativo de Schiff (HARDIE et al., 2002).
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No presente estudo, a coloracdo considerada adequada foi obtida em
laminas de eritrécitos expostas ao reativo de Schiff por 12 h e hidrolisadas por
45 min. Periodos inferiores e superiores de hidrdlise resultaram laminas em que
0S nucleos estavam fracamente corados ou nao puderam ser visualizados. A
eliminacdo de fragmentos de DNA em periodos de hidrélise superiores aos
descritos e a auséncia de grupos aldeidos em periodos inferiores dificultaram a
coloragéo dos nucleos.

A aplicacdo das metodologias de coloracdo e a analise anteriormente
descritas possibilitaram o célculo da DOl para machos e fémeas de G.
domesticus (Quadro 5). As variacfes entre as médias de DOI observadas nos
testes podem ser atribuidas a diferencas sutis de coloracdo, orientacdo e
condicdes locais de background. Segundo Hardie et al. (2002), essas variacdes
na DOI entre diferentes nucleos sédo esperadas.

Os CVs para os valores de DOl em aves variaram de 2,1% a 2,6%,
indicando a adequacdo das metodologias de calibracdo do sistema Optico e
digital, coloracdo e andlise adotadas no presente estudo. Em diagndsticos de
cancer feitos por ClI, aceita-se um CV de até 5% (BOCKING et al., 1995;
HAROSKE et al., 1998; HAROSKE et al., 2001).

Os resultados da analise de variancia (Quadro 7), referentes aos valores
de DOI de G. domesticus, confirmaram a existéncia de diferengas significativas
entre machos e fémeas, a 5% de probabilidade. No entanto, observou-se
também que a interacdo Sexo x Ensaio foi significativa. Fazendo-se a
decomposicdo dessa interacao (dados ndo mostrados), foi possivel concluir que
a interacdo observada era do tipo simples (CRUZ et al., 2004). Dessa forma, as
diferengas entre as meédias dos machos e fémeas foram causadas pelas
divergéncias no conteudo de DNA em cada um dos testes realizados, embora
diferencas de coloracdo pela reacdo de Feulgen e condi¢cdes locais de
background possam ter influenciado os valores de DOI.

Considerando os valores relativos de conteido de DNA apresentados no
Quadro 6, observa-se uma diferenca de aproximadamente 4,32% no conteudo

de DNA entre machos e fémeas.
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Embora nao tenha sido relatado por alguns autores (RASCH et al., 1971,
GALBRAITH et al., 1983; TIERSCH et al., 1989; TIERSCH e WACHTEL, 1991),
diferencas no tamanho do genoma de machos e fémeas sdo esperadas em
espécies que apresentam heteromorfismo sexual (VINDEL@V et al., 1983; De
VITA et al., 1994).

Cariogramas de G. domesticus descritos na literatura (AUER et al., 1987,
BLOOM et al., 1993; McQUEEN et al., 1998; LADJALI-MOHAMMEDI et al.,
1999; MASABANDA et al., 2004) demonstraram que 0 cromossomo W,
presente nas fémeas, € menor que o Z. Desse modo, espera-se que nucleos de
células de fémea contenham menos DNA que os de machos de uma mesma
especie, considerando que o0 processo de compactagdo do DNA seja
semelhante em ambos os sexos.

A diferenca observada em valores de machos e fémeas (4,32%) foi maior
gue a relatada por Vindelgv et al. (1983) (3,7%), Nakamura et al. (1990) (2%) e
De Vita et al. (1994) (2,4%), que utilizaram metodologia de citometria de fluxo
para avaliar o conteddo de DNA de galos e galinhas. Essas divergéncias nas
estimativas podem ser explicadas, em parte, pela utlizacdo de diferentes
metodologias para a quantificacdo de DNA.

Segundo Dolellel (1997), a probabilidade de identificar diferencas
pequenas no conteddo de DNA de uma amostra depende da precisdo da
medida, que € caracterizada pelos valores de CVs dos picos observados nos
histogramas, e do valor dessa diferenca a ser identificada. Considerando-se a
diferenca de 2% no contetddo de DNA relatada por Nakamura et al. (1990) e De
Vita et al. (1994), o CV que permitiria detectar essa diferenca, quando nucleos
de machos e fémeas fossem processados simultaneamente, €, no maximo, 1%.
Brown et al. (1991), DoleOel (1997) e Roux et al. (2003) concordam que CV
entre 1% e 3% sado considerados de alto nivel de resolucéo, e, desse modo,
dificeis de serem alcancados.

Outra forma de identificar a diferenca entre machos e fémeas é a
realizacdo do processamento de cada uma das amostras com um padrédo
interno cujo contetdo de DNA seja semelhante, mas ndo igual (ROUX et al.,

2003). No entanto, Vindelgv et al. (1983) relataram que esse tipo de
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metodologia pode ser influenciado por oscilacbes do aparelho entre diferentes
processamentos ou por mudancas no nivel de ajustamento dos canais do
citbmetro de fluxo em que correm as amostras.

Um importante problema ja identificado em estudos de tamanho de
genoma € a presenca de diferentes valores de conteido de DNA atribuidos a
um mesmo padrao (Quadro 1). Segundo Dolelel et al. (1998), ha necessidade
de uma padronizacdo dos valores de referéncia para quantificagdo, uma vez
gue o uso de diferentes padrdes pode conduzir a estimativas do contetudo de
DNA divergentes, numa mesma espécie.

Esse problema tornou-se evidente quando o conteudo de DNA absoluto
foi simulado para galos e galinhas, utilizando-se os valores relativos descritos
neste trabalho (Quadro 6) e os dados apresentados no Quadro 1.

Utilizando o valor 2C = 2,49 pg para machos (NAKAMURA et al., 1990)
como referéncia, calculou-se 2C = 2,39 pg para fémeas. Se, no entanto, for
utilizado 2C = 3,01 pg para galo (JOHNSTON et al., 1999), o valor obtido para
galinha seria 2C = 2,88 pg.

Bennett e Leitch (2005) relataram que todos os métodos utilizados para
determinacdo do valor C estdo sujeitos a erros técnicos ou de outra natureza.
No entanto, esses autores sugerem que dados obtidos por meio do
sequenciamento completo do genoma estariam livres de tais erros e propbe a
sua utilizacéo para estimar o tamanho absoluto do genoma.

Segundo o International Chicken Genome Consortium (2004), o genoma
de Gallus gallus apresenta 1,05 Gpb. Embora esta seja uma estimativa
aproximada do valor real do nimero de bases de um genoma haploide de
fémea, essa estimativa também foi utilizada para calculo do conteido de DNA
em picogramas. Os valores resultantes dos calculos foram 2,15 pg para
galinhas e 2,24 pg para galos. Tais valores séo inferiores aos relatados por
metodologias de CI, CF e quimicas (Quadro 1). Tal diferenca, em parte, pode
ser atribuida a valores subestimados do conteuddo de DNA em Mpb, como

relatado para o genoma de Arabidopsis thaliana por Bennett et al. (2003).
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5.3. Determinacdo do conteudo de DNA de Capsicum annuum por

citometria de imagem

A técnica de esmagamento do meristema radicular empregada
proporcionou a obten¢do de laminas com qualidade adequada para citometria
de imagem, em que 0s nucleos se apresentaram dispersos e no mesmo plano
de foco.

No presente estudo, a coloracdo dos nucleos de meristemas radiculares
considerada adequada foram as obtidas com hidrélises de 60 min e tempo de
coloracdo com reativo de Schiff igual a 12 h.

A razdo 4C/2C nao desviou em mais que 5% da taxa ideal 2,0 em
nenhuma das amostras (Quadro 10), conforme recomendado (BOCKING, 1995;
KINDERMANN e HILGERS, 1994). Além disso, os CVs das medidas de DOI
foram inferiores a 5%, seguindo os padrdes recomendados para esse tipo de
estudo (VILHAR et al., 2001).

Considerando os valores relativos apresentados no Quadro 11 e que o
valor 2C para Pisum sativum ‘Ctirad’ € igual a 8,75 pg (DOLELIEL et al., 1998),
o valor absoluto do contetdo de DNA em C. annuum ‘Fortuna Super’ € igual a
8,10 pg.

Os valores do conteudo de DNA para C. annuum L. ‘Fortuna Super’,
utilizando Pisum sativum ‘Ctirad’ como padrdo, foram comparaveis ao
anteriormente obtido por meio de analises por citometria de fluxo (index = 1,10)
do material nuclear foliar da mesma populacdo de plantas, obtido por Martins e
Carvalho (2004). O index relatado por esses autores foi 2% maior que o0
calculado por citometria de imagem. Essa diferenca é inferior a relatada por
Moscone et al. (2003), que também realizaram quantificacdo de DNA por Cl e
CF em duas amostras provenientes da mesma populacdo. Eles obtiveram
diferencas de 4,8% para C. annuum e 2,4% para C. pubescens. Além disso, 0
valor 2C = 8,10 pg estimado por CI difere em 16% dos observados por Bennett
e Smith (1976), cujo valor 2C médio obtido para C. annuum foi de 9,40 pg,
utilizando-se metodologias de coloracdo com Feulgen. Esse valor superior pode

ser explicado, em parte, pela utilizacdo do padrdo Allium cepa, cujo valor 2C =
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33,5 pg. A utilizacdo de padrdes com conteudo de DNA muito superiores ou
inferiores ao da amostra pode conduzir a problemas de linearidade durante o
processamento, influenciando os valores 2C encontrados (DOLEUEL et al.,
1992).

Moscone et al. (2003), também utilizando metodologias de Cl e 0 mesmo
padrdo usado por Bennett e Smith (1976), relataram valores 2C, em
picogramas, 28% menores (6,32 pg) que os encontrados no presente trabalho
em amostras de C. annuum.

As diferengas entre os resultados obtidos por Bennett e Smith (1976) e
por Moscone et al. (2003), utilizando o0os mesmos padrbes, sdo de
aproximadamente 49%. Valores tdo divergentes podem ser atribuidos a
variagbes metodologicas, como diferencas nas preparacdes citoloégicas e nas
metodologias de coloragdo, ou por variacdes intra-especificas no contetdo de
DNA.

O baixo valor (2C = 5,52) obtido por Galbraith et al. (1983), comparado
com o valor encontrado no presente trabalho (8,10 pg), pode ser atribuido a
utilizacdo de mitramicina como fluorocromo para CF. Esse corante liga-se
especificamente em regides ricas em guanina e citosina e, desse modo, pode
conduzir a diferentes estimativas do valor 2C (Schweizer, 1976, citado por
MOSCONE et al., 2003), ndo sendo recomendado para analises citométricas
por ndo permitir a identificacdo de pequenas diferencas no conteudo de DNA
(MICHAELSON et al., 1991).

A utilizacdo de ndcleos de eritrocitos de ave (2C = 2,33 pg) como padrao
também pode justificar parte das divergéncias encontradas quando os valores
descritos por Galbraith et al. (1983) e por Arumuganathan e Earle (1991) séo
comparados com as estimativas obtidas no presente estudo. Essa divergéncia
pode ser justificada, em parte, pela utilizacdo de padrbes de ceélulas animais.
Embora os nucleos de eritrocitos de ave tenham sido utilizados em muitas
investigacdes (GALBRAITH et al., 2003; ARUMUGANATHAN e EARLE, 1991;
MARIE e BROWN, 1993; BENNETT e LEITCH, 1995; ROUX et al., 2003) para
guantificacdo de DNA em plantas, eles ndo séo considerados adequados, pois

apresentam conteddo de DNA inferior a de muitas espécies vegetais
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(MICHAELSON et al.,, 1991). Além disso, eles ndo constituem um padrédo
interno verdadeiro e podem apresentar valores de fluorescéncia divergentes em
diferentes amostras, embora o conteddo de DNA seja aparentemente 0 mesmo
(JOHNSTON et al.,, 1999). Dessa forma, o uso de células vegetais como
padrbes internos para quantificacdo de DNA em plantas € recomendado
(PRICE et al., 1988; JOHNSTON et al., 1999).
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6. CONCLUSOES

Nos procedimentos utilizados para a quantificacdo de DNA nuclear por
citometria de imagem (CIl) foi essencial o controle de todos os passos dos
experimentos, da fixacdo aos procedimentos de determinagédo da DOI. Dada a
nao-existéncia de critérios bem estabelecidos para estudos de Cl em plantas,
os padr@es de qualidade adotados foram os descritos para humanos, uma vez
gue constituem critérios gerais para a quantificacdo de DNA.

As metodologias descritas para a avaliacdo do sistema de andlise de
imagens, que incluiram os testes de estabilidade, linearidade e uniformidade
das medidas de DOI dos nucleos, asseguraram a adequacdo do sistema de
analise de imagens utilizado na realizacdo de medidas densitométricas.

Os procedimentos metodoldgicos adotados na citometria de imagem,
envolvendo o preparo do material citogenético, a fixacdo, a reacdo de hidrélise
e a etapa de coloracdo do DNA pela reacdo de Feulgen, foram apropriados
para obtencdo dos valores de densidade Optica integrada (DOIl), que foram
convertidos em unidades de picogramas.

A calibragdo adequada dos equipamentos de microscopia e de analise
de imagem, bem como o controle de todas as etapas da citometria de imagem,
permitiu verificar diferencas de conteido de DNA entre machos e fémeas de
Gallus domesticus. A andlise de variancia das médias de densidade Optica

integrada apresentadas evidenciou que essa diferenca era significativa a 5% de
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probabilidade. Concluiu-se, portanto, que o conteudo de DNA de machos de G.
domesticus é 4,32% maior que o das fémeas. Tal diferenca foi atribuida ao
heteromorfismo dos cromossomos sexuais presentes nessa espécie.

As metodologias adotadas para estudos de quantificacdo de DNA em
Capsicum annuum L. ‘Fortuna Super’ possibilitaram a determinag&o do valor 2C
= 8,10 pg. Esse valor foi 2% inferior ao relatado para nucleos da mesma
populacéo de plantas, por citometria de fluxo. Essa pequena diferenca entre os
valores mencionados demonstra a adequacdo da metodologia de CI para
determinacdo do valor C de plantas, com a vantagem de que as analises
podem ser feitas utilizando-se uma pequena quantidade de nucleos da amostra.

A citometria de imagem, conforme realizada, apresenta, dessa forma,
potencial aplicagdo em estudos de plantas utilizando-se apenas uma Unica
ponta de raiz, o que permite determinar o seu valor 2C, em picogramas, e
identificar eventuais variacdes nesse valor. Tal metodologia também pode ser
aplicada em amostras provenientes de cultura de tecidos vegetais ou no
monitoramento de materiais submetidos a substancias que podem alterar o
ciclo celular, com o propésito de identificar precocemente possiveis variacdes
no conteudo de DNA desses materiais.

A determinacdo do conteldo de DNA também pode ser aplicada na
identificacdo de hibridos interespecificos e de plantas polipléides, além de
auxiliar a caracterizacdo genealdgica de um individuo, podendo, portanto, ser
utilizada em programas de melhoramento. Além disso, informacdes referentes
ao tamanho do genoma sao particularmente Gteis em “projetos-genoma”, uma
vez que esse dado permite definir as estratégias a serem seguidas para o

sequenciamento.
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