MILENE MIRANDA PRACA

REAVALIACAO DOS VALORES DE CONTEUDO DE DNA DOS
PADROES DE REFERENCIA INTERNACIONALMENTE
UTILIZADOS EM QUANTIFICACOES GENOMICAS DE PLANTAS

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigcosa, como parte das
exigéncias do Programa de Poés-
Graduacédo em Genética e Melhoramento,
para obtencdo do titulo de Doctor
Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL
2009



MILENE MIRANDA PRACA

REAVALIACAO DOS VALORES DE CONTEUDO DE DNA DOS PADROES
DE REFERENCIA INTERNACIONALMENTE UTILIZADOS EM
QUANTIFICACOES GENOMICAS DE PLANTAS

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Poés-
Graduacao em Genética e Melhoramento,
para obtencdo do titulo de Doctor

Scientiae.
APROVADA: 15 de Julho de 2009.
Prof. Wellington Ronildo Clarindo Wagner Campos Otoni
(Co-Orientador) (Co-Orientador)
Prof. Cosme Damiao Cruz Pesq. Eveline Teixeira Caixeta

Prof. Carlos Roberto de Carvalho
(Orientador)



A Deus,

Ao meu esposo Vinicius e meus filhos Davi e Mateus.

DEDICO



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de Vicosa e ao Programa de P6s-Graduacdo em

Genética e Melhoramento, pela oportunidade de realizacéo do curso.

A Fundacdo de Apoio e Amparo a Pesquisa de Minas Gerais

(FAPEMIG), pelo apoio financeiro fundamental para realizacéo desse trabalho.

Ao Prof. Carlos Roberto de Carvalho, pela orientacdo, ensinamentos,

dedicacao, amizade, apoio e, principalmente, pela confianca e paciéncia.

Ao Prof. Wellington Ronildo Clarindo, pela amizade, colaboragéo,
sugestdes no desenvolvimento do trabalho e pelos momentos de descontracéo

muito agradaveis.

A Prof®. Silvia das Gragas Pompolo, Prof. Wagner Campos Otoni e Dr?,
Eveline Teixeira Caixeta, pelas avaliacbes no exame de qualificacdo e pelos

ensinamentos.

Ao Prof. Cosme Damido Cruz, pelo auxilio nas andlises estatisticas e

pela contribuicdo na interpretacao dos resultados.

Ao Dr. Jaroslav Dolezel do instituto de Botanica Experimental da
Republica Theca, pelo fornecimento das sementes das plantas utilizadas neste
trabalho.

A todos os professores, pelos valiosos ensinamentos que contribuiram

para 0 meu crescimento profissional.

Aqueles que sdo a base dessa conquista: meus pais € meus irmaos,
pelo amor incondicional, pela preocupacédo e dedicagdo com a minha formacéao
e pelo exemplo de vida que sempre foi sinbnimo de luta.

Aos amigos do Laboratério de Citogenética e Citometria do DBG,
Isabella, Cristiane, Thais, Guilherme, Fernanda e lara, pelo exemplo de vida,
pela contribuicdo técnica e cientifica, pelo convivio harmonioso e muito

descontraido e especialmente pela amizade.



A Maria Andréia, Isane e Fernanda “Poia”, pela amizade e agradavel

convivio por alguns periodos no Lab. de Citogenética.

Aos amigos Tatiana, Fabricio, Isabela, Carol e Deise, pela amizade,
pelos momentos de descontracdo e por interessarem sempre pelo meu

trabalho.
A Edna e Rita, pelo apoio nos assuntos burocréticos.
Ao “Zé Chico” e “Sr. Pintinho”, pelo auxilio profissional e amizade.
A todos os amigos conquistados no curso de Genética e Melhoramento.
A todos os meus familiares, tios, primos e minha linda Vové Judite, pelas
oracoes.
Ao meu esposo Vinicius, pelo amor, incentivo e apoio nos momentos

decisivos do meu trabalho e a sua familia pelo carinho.

Ao meu “filhotinho” Davi, pelo sorriso e alegria contagiante, pelo carinho
e por ser sempre 0 meu ponto de partida para novas conquistas e ao Mateus,

que esta para chegar.

A todos que, de alguma forma, contribuiram para realizacdo deste
trabalho.
A Deus, pelo dom da vida e por permitir e iluminar todos os passos desta

conquista.



BIOGRAFIA

MILENE MIRANDA PRACA, filha de José Fernandes Praca e Maria
Libania Miranda Praga, nasceu no dia 14 de Dezembro de 1979, em Vigosa -

Minas Gerais.

Em 1999, ingressou-se na Universidade Federal de Juiz de Fora,
graduando-se Bacharel e Licenciada em Ciéncias Biologicas em Junho de
2003.

Durante o periodo de graduacdo, foi bolsista de Treinamento Profissional
no programa de extensdo “Escola da Natureza” do laboratorio de Ecologia e
bolsista PIBIC/ICNPg do Departamento de Biologia, onde desenvolveu

atividades de pesquisa em Citogenética Vegetal.

Em Agosto de 2003, ingressou no Programa de Pds-graduacdo em
Genética e Melhoramento na Universidade Federal de Vigosa, em nivel de

mestrado, submetendo-se a defesa de tese em Julho de 2005.

Em Agosto de 2005, ingressou no Programa de PoOs-graduagdo em
Genética e Melhoramento na Universidade Federal de Vigosa, em nivel de

doutorado, submetendo-se a defesa de tese em Julho de 2009.



SUMARIO

PAGINA

RESUMO ..ottt ettt e et e e e s e e e e e e enabt e aaeeessnnrneeeaeeeans viii
AB S T R A T e e X
1- INTRODUGAO. ...ttt en e eaenanes 1
1.1. Determinacgéao do conteddo de DNA em plantas.............cccoeeeeevveeeeeee, 1
1.2. Citometria de flUXO........uuviiiiiiiiiiiiiiiiie e 2
1.3. Citometria de IMageM..........uuuuuuuiiiiiieeee e 4
1.4. A esScolha dOS PAArBES......ccuviiiiieeeeee e 8

2. OBUIETIVOS. ..ottt e e e e e e s e e e e e e ennneees 14

3. MATERIAL E METODOS.......ocoiitiiteeiecieeeeeee sttt ave st nanen, 16

.1 MALEHIAL .. 16

T /=1 (T [0 1 TP PPPRPR 16

3.2.3. Citometria de fluX0..........uuurmmmiiiiiiee e 17

3.2.3.1. Preparo da suspensao nuclear de folhas...................... 17

3.2.3.2. Preparo da suspensao nuclear de ganglios de D.

[T F= T o To T= 1S (= 17

3.2.3.3. Processamento e analise no citdmetro de fluxo........... 18

3.2.3.4. Estimacao do contetdo de DNA............ccoooiiiviriiinnnnee. 18

3.2.3. Citometria de IMageM.........ouviiiiiiieeeeeeeiee e 19

3.2.3.1. Obtencéao de raizes e preparo das laminas.................. 19

3.2.3.2. Hidrdlise e coloracao pela reacdo de Feulgen.............. 20

3.2.3.3. Obtencéo das imagens digitaiS...........ceeeeeevviieeiiiirnnnnnns 20

3.2.3.4. Andlise dos dados..............ooeeiiciniiiiiiiiiee e 21

3.2.4. ANAliSes eStatiStiCAS. ......uuuurriiiiiiiiiiiiiiieee e 22

4. RESULTADOS. ... .ottt ettt e e e e et e e e e e s s nnsane e e e e e e nnneees 24

4.1. Citometria de flUXO........coeiiiiiiieiie e 24

4.2. Citometria de IMAJEIM.......ccciiiiiiiiiiiii e e e 48

Vi



B, DISCUSSAD. ... ettt e et e e e e e e e, 62

5.1. Citometria de flUXO........uuuuueiniiiiie e 62
5.2. Citometria de iIMaAgEM.........uuuiiiiiiiiiiieieee e 69
6. CONCLUSOES. ..ottt 72
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........ccoeiieieeeee e, 74

Vii



RESUMO

PRACA, Milene Miranda, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2009. Reavaliacdo dos valores de conteudo de DNA dos padrdes de
referéncia internacionalmente utilizados em quantificacdes genémicas
de plantas. Orientador: Carlos Roberto de Carvalho. Co-orientadores:
Wellington Ronildo Clarindo e Wagner Campos Otoni.

A aplicacdo das técnicas de citometria de fluxo (CF) e de imagem (ClI)
tem possibilitado a caracterizacdo de genomas de varias espécies. Esses
trabalhos vém fornecendo relevantes informacfes a estudos evolutivos,
moleculares e para o melhoramento de plantas. Para que uma espécie tenha
seu DNA mensurado, necessita-se de padrdes de referéncia que tenham seu
conteudo de DNA bem estabelecido. No entanto, observa-se na literatura que
esses padroes apresentam diferentes valores de DNA. Isto tem gerado
mensuramentos errbneos do genoma de varias espécies vegetais.
Considerando a necessidade de obter padrbes com valor 2C de DNA
estabelecido para andlises citométricas em plantas, em virtude das
discrepancias de valores citados na literatura para uma mesma espécie, 0
presente estudo teve como objetivo reavaliar os valores de conteddo de DNA
de alguns dos principais padrbes de referéncia utilizados internacionalmente.
Para tanto, as espécies Raphanus sativus L., Solanum lycopersicum L., Glycine
Max (L.) Merr., Zea mays L., Pisum sativum L., Vicia faba L. e Allium cepa L.
foram comparadas citometricamente entre si e com espécies que possuem o
genoma sequenciado: Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. e Drosophila
melanogaster. Meig. A obtencdo de CVs abaixo de 4,46% e 4,97% evidenciou
que as metodologias de CF e CI, respectivamente, foram adequadamente
aplicadas. Inicialmente, comparou-se por CF as plantas padrdes duas a duas,
do menor para o maior conteudo de DNA, e observou-se que a quantidade de
DNA mensurada foi diferente da quantidade previamente descrita. ApoOs

realizar essas comparacoes, calculou-se o conteudo de DNA para todos os
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padrées, com base no index, utilizando cada um desses como um padrao de
referéncia priméria. Os valores encontrados também foram diferentes dos
valores descritos previamente. No entanto, por anélise multivariada, observou-
se uma proximidade com os valores de referéncia da literatura. Quando os
dados foram comparados com os resultados obtidos pelos quatro laboratérios
pesquisados por Dolezel et al (1998), observou-se que formaram
agrupamentos os laboratérios que utilizaram o mesmo padrdo primario ou a
mesma metodologia. Quando comparou-se apenas os valores de DNA obtidos
no presente estudo, observou-se, pelo teste de Dunnett, que os padrées R.
sativus e também D. melanogaster proporcionaram 0 maior namero de
diferencas em relagdo aos valores de referéncia. Esses resultados foram
confirmados com os dados da Cl. As outras espécies proporcionaram 0 mesmo
namero de igualdades. Sendo assim, esses novos valores obtidos,
principalmente com A. thaliana, espécie que teve seu DNA sequenciado,

poderiam formar um grupo de “Gold standard” para plantas.



ABSTRACT

PRACA, Milene Miranda, D. Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2009.
Reassessment of DNA content values for reference standards
internationally used in genomic quantification of plants. Adviser: Carlos
Roberto de Carvalho. Co-Advisers: Wellington Ronildo Clarindo and Wagner
Campos Otoni.

The application of flow (FC) and image (IC) cytometry techniques have
enabled the genome characterization of various plant species. Such works have
provided relevant information for evolution and molecular studies, and for plant
breeding. In order to quantify the DNA of a species, standard references with
well-established DNA content are necessary. However, it can be observed that
the species used as standard are described with different DNA values in the
literature, which has caused inaccurate genome measurement of various plant
species. Considering the importance of establishing standards for cytometric
analyses in plants, in view of the disparate values cited in the literature for the
some specie, the present study aimed at reassessing the DNA content values
of some of the standard references mostly used worldwide. For this purpose,
the species Raphanus sativus L., Solanum lycopersicum L., Glycine Max (L.)
Merr., Zea mays L., Pisum sativum L., Vicia faba L. and Allium cepa L. were
cytometrically compared among themselves, and with Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh. and Drosophila melanogaster Meig., which are species with known
genome sequences. CVs below 4.46% and 4.97% showed that FC and IC
methodologies were properly employed. At first, plant standards were compared
pairwise, and it was observed that the measured DNA amounts were different
than those previously described. After these comparisons, the DNA content was
calculated for all standards, based on the index, using each one as a primary
reference standard. There was no conformity between the obtained results and

the values described previously. However, through multivariate analyses using



the data obtained by FC, similarity was detected between these results and the
reference values found in the literature. When the data was compared with the
results found by the different laboratories researched by Dolezel et al. (1998), it
could be observed that they constituted groups with the laboratories that used
the same primary standard of methodology. When compared only to the DNA
values obtained at the present study, by the Dunnett test, it was noticed that R.
sativus and D. melanogaster provided the largest number of differences in
relation to the reference values. These results were corroborated by the IC
data. The other species supplied the same number of similarities. This way, the
newly rendered values, especially that of A. thaliana, whose DNA has been

sequenced, could form a group of plant “Gold standards”.
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1 — INTRODUCAO
1.1 — Determinacéo do conteado de DNA em plantas

A quantificacdo do conteudo de DNA em plantas tem sido reconhecida
como um relevante parametro para caracterizagcdo genbmica, com
aplicabilidade em estudos evolutivos, biodiversidade (Knight e Beaulieu 2008),
biologia celular, ecologia, fitogeografia, melhoramento, sistematica e taxonomia
vegetal (Dolezel et al. 2007, Kolar et al. 2009). Além disso, fornece informagdes
uteis para o planejamento de projetos de sequenciamento e em trabalhos
envolvendo marcadores moleculares (Bennett e Leitch 2005). De acordo com
Price e Johnston (1996) e Hardie et al. (2002), um conjunto de dados que
apresente a extensdo da variedade do tamanho do genoma entre e intra
espécies € importante no estudo da distribuicdo de sua variabilidade, na
freqiéncia da magnitude dos eventos iniciais que geraram esta mudanca de
conteudo, na plasticidade e fluidez do genoma vegetal e na evolugdo do
conteudo de DNA. A estimacdo do tamanho de DNA nuclear é também
importante no mapeamento de genomas, em destaque o0 mapeamento genético
e a elaboragcdo de estratégias para a clonagem e o isolamento de genes
baseados em mapas (Grattapaglia e Bradshaw 1994).

O tamanho do genoma de plantas tem sido estimado por dois métodos
principais: a citometria de fluxo (CF) e a citometria de imagem (CIl) (Moscone et
al. 2003, Noirot et al. 2005). De acordo com Greilhuber (2008), ambas sao
confidveis na determinacao do conteudo de DNA nuclear.



1.2 — Citometria de fluxo

A CF pode ser caracterizada como uma microfotometria fluorescente
dinamica (Greilhuber 2008), que envolve a anadlise das propriedades Opticas
(dispersao da luz e fluorescéncia) de particulas (células, protoplastos, nucleos e
cromossomos) em suspensdo (Dolezel et al. 2007). A medida em fluxo da
fluorescéncia emitida permite analises a alta velocidade (102 - 10® particulas por
segundo) e garante que essas particulas sejam selecionadas aleatoriamente
em toda a populagdo, sem qualquer subjetividade associada (Dolezel 1997). A
analise do conteudo de DNA baseia-se na intensidade de fluorescéncia relativa
de nucleos ou células em suspensao, corados com um fluorocromo especifico
(Dolezel e Bartos 2005).

A CF avalia a intensidade relativa de fluorescéncia dos nucleos isolados
a partir de células obtidas de tecidos vegetais ou animais, resultando em um
histograma tipico. Esse histograma apresenta um pico maior (numero de
nucleos na fase G1/Gg do ciclo celular) e um pico menor (numero de nucleos na
fase Gj), enquanto a regido entre os dois picos corresponde ao numero de
nucleos em fase S (Galbraith et al. 1983, Price et al. 2000, Dolezel e Barto$
2005).

A metodologia de CF foi originalmente desenvolvida no fim dos anos 50,
para contagem e analise rapida de células sanguineas. Com a evolugao da
técnica e com o aparecimento de novos marcadores fluorescentes, a utilizagao
dessa instrumentagdo generalizou-se a outras areas e a estudos com outras
células, como vegetais e microbianas (Dolezel 1997, Dolezel e Bartos 2005).

Os trabalhos pioneiros de CF em plantas eram limitados pelas
dificuldades em se obter células isoladas em suspensdao com nucleos
adequados para processamento no citbmetro (Dolezel 1997). Somente apds o
desenvolvimento de metodologias que tornaram o processo de obtencado de
material nuclear relativamente rapido, a determinagao do valor C em plantas
passou a apresentar diversas aplicagdes, que vao desde pesquisas basicas
para o melhoramento e produgcao de sementes, mas também a determinacgao de
ploidia, identificacdo de mixoploides e aneupldides, estudos de células
proliferativas e de mecanismos de reproducgao (Dolezel e Bartos 2005, Clarindo
et al. 2008, Carvalho et al. 2008).



O conteudo de DNA nuclear estimado por CF é obtido com suspensdes
de nucleos e/ou células permeaveis, coradas com fluorocromos DNA-
especificos, e a quantidade de luz emitida é quantificada (Dolezel e Barto$
2005). Segundo Dolezel et al. (2007) a posi¢ao do pico G4/Gp no histograma da
amostra analisada € comparada com a posi¢éao do pico de uma amostra padrao,
que tem seu conteudo de DNA ja estabelecido. Desse modo, o tamanho do
genoma nuclear é determinado em picogramas (pg) de DNA ou, pode ser
convertido em mega pares de bases (Mpb); sendo que 1 pg de DNA representa
978 Mpb (Dolezel et al. 2003).

Os fluorocromos intercalantes, sem preferéncia por pares de base, tém
sido sugeridos para determinar o tamanho do genoma nuclear de uma espécie
(Dolezel et al. 1992, DoleZel e Bartos 2005). Segundo Michaelson et al. (1991) e
Yanpaisan et al. (1999), o iodeto de propideo (IP) é o fluorocromo mais indicado
para a determinagdo da quantidade de DNA nuclear, tanto em plantas como
animais, por ser intercalante e pelos menores coeficientes de variacdo obtidos
na sua utilizagdo. Entretanto, Price e Johnston (1996) relataram que o IP ndo
cora especificamente o DNA, mas também a dupla fita de RNA; por isso a
acuracia da determinagao do conteudo de DNA depende do uso de RNase.

Pelo fato do DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) corar preferencialmente
sequéncias de DNA ricas em bases AT, € menos rigoroso do que o IP nas
quantificagcbes de DNA gendmico (Price e Johnston 1996). Entretanto, muitos
pesquisadores ainda usam esse corante, por possuirem citbmetros com fonte
de luz HBO (luz de arco de mercurio), nos quais a fluorescéncia emitida pelo
DAPI é facil de excitar e mensurar (DolezZel e Bartos 2005).

A mitramicina, a cromomicina, o Hcechst e o DAPI sdo exemplos de
fluorocromos base especificos. A mitramicina além de ser base especifica CG,
permite a deteccdo de pequenas diferencas na quantidade de DNA
provenientes de diferengas na propor¢édo AT:CG (Michaelson et al. 1991). O
mesmo resultado é obtido com DAPI (Dolezel 1997).

De acordo com Dolezel (1991), além dos corantes, a fonte de luz
utilizada nas analises por CF também tém influenciado os resultados obtidos.
Esse autor relata dois tipos de fonte de luz do citbmetro de fluxo: laser e luz
HBO. Dolezel (1991) e Nunez (2001) descreveram que os lasers possuem alto

poder de radiacdo, estabilidade e monocromaticidade, os quais eliminam a



necessidade de excitagao dos filtros de luz. Segundo Price e Johnston (1996),
nas analises para as quantificagdes absolutas de DNA gendmico eles sdo mais
comumente usados. Além disso, citbmetros de fluxo a laser sdo os mais
empregados, por gerarem luz monocromatica visivel, a mais utilizada em
conjunto com o fluorocromo IP (Price e Johnston 1996). De acordo com
Wilkerson (2004), é importante saber o comprimento de onda que a fonte de
laser ira excitar, porque o fluorocromo usado ira depender desse aspecto.

Outro aspecto relevante da analise citométrica da quantidade de DNA em
plantas diz respeito ao coeficiente de variagdo (CV). Segundo Dolezel e Bartos
(2005), na CF a variacao € normalmente expressada pelo CV. Marie e Brown
(1993) consideram o CV um critério essencial nas avaliagcbes dos métodos
citométricos. Eles estabeleceram uma linha de referéncia a qual consideram um
CV variando entre 1 e 2% para analises de qualidade em células vegetais e um
CV de 3% como um valor para analises de rotina. Dolezel (1997) relatou que a
CF é uma técnica caracterizada por ser de alta resolu¢do, cujo CV dos picos
normalmente variam entre 1 e 3%. Entretanto, quando se trata de
quantificagcbes que incluem estimativas do tamanho do genoma, o autor
descreve que esses valores ndo sao reproduziveis, provavelmente por
variagbes dentro e entre os acessos analisados. Além disso, CVs baixos sao
dificeis de obter em espécies ricas em metabdlitos secundarios, como relatado
por Pinto et al. (2004). Sendo assim, Dolezel e Barto$ (2005) aceitaram como
admissiveis valores de CV menores que 5%, uma vez que tal precisao é dificil

de ser conseguida em algumas plantas.

1.3 - Citometria de Imagem

Com o surgimento da citometria de imagem (Cl) e da CF, a citogenética
vegetal foi ampliada. A associacdo dessas metodologias introduziu um novo
escopo de estudo, principalmente pela possibilidade de aplicagdo no
melhoramento, estudos filogenéticos e evolutivos de plantas e programas de
sequenciamento gendmicos. Dentro desta linha de pesquisa, uma ampla fonte
de dados pode ser obtida e associada como o numero cromossémico (Rossi et
al. 2008, Carvalho et al. 2008), a autoploidia e aloploidia (Praca et al. 2009), a

estabilidade gendmica em cultura de tecidos (Clarindo et al. 2008), o estudo de



ciclo celular com e sem tratamentos (Sandoval et al. 2003). Estes dados
também podem ser utilizados nas avaliagbes de variabilidade intra e
interespecifica (Volgmayr e Greilhuber 1998, Vilhar et al. 2001).

Segundo Greilhuber (2008), o termo citometria refere-se ao calculo de
medidas em células e tecidos, e surgiu a partir da necessidade de quantificar
substancias celulares. As medidas que apresentam maior interesse sdo as
espaciais, como area e comprimento, e as densitométricas, obtidas pela
quantificacdo da absorbancia/transmitancia.

A CI, conhecida inicialmente como citofotometria, surgiu com os
experimentos realizados por Caspersson, em 1936, nos quais foi quantificado o
DNA nuclear ndo corado, por meio do calculo da absorbancia da luz UV pela
célula. Estes primeiros trabalhos, baseados na forte absorgcédo de luz UV pelos
acidos nucléicos, indicaram que o DNA estava altamente concentrado nos
nucleos celulares. Com o surgimento dos primeiros microfotdmetros, foi
possivel quantificar varios componentes celulares e atividade enzimatica por
meio do célculo da absorbancia de células coradas ou nado. Posteriormente,
nucleos tratados por meio da reagao de Feulgen comegaram a ser utilizados em
estudos de quantificacdo do DNA nuclear (Chieco e Derenzini 1999, Vilhar et al.
2001).

Os métodos microfluorométricos e fotométricos também foram utilizados
para quantificar o conteudo de DNA de cromossomos individuais, tratados pela
reacao de Feulgen, e obtidos de cultura de linfécitos de roedores e de humanos.
Estes procedimentos foram realizados com microscopios acoplados com
fotbmetros e com campo ajustavel em torno do objeto. Os dados eram plotados
em graficos apds analises estatisticas (Gaillard et al. 1968, Nitsch et al. 1970).
Contudo, a execucgao desse tipo de analise ja havia sido considerada por Swift
(1966) como sendo uma quantificagdo trabalhosa, dispendiosa e os dados
gerados eram dificeis de serem interpretados.

Com o advento das video-cameras digitais e com o avango tecnoldgico
dos computadores, passou-se a ter uma instrumentacdo adequada para os
estudos em Cl com custos mais acessiveis e sem a necessidade de técnicos
especializados na aferigdo constante do equipamento (Wied et al. 1983). O
sistema de anadlise de imagens passou a substituir os equipamentos

anteriormente utilizados, determinando a ampla disseminagdo da Cl como



técnica para a quantificagdo de DNA (Vilhar et al. 2001). A introdugao definitiva
dessa metodologia pode ser verificada principalmente pelo uso confiavel na
rotina patolégica dentro da area médica, por possibilitar o diagnéstico de
tumores malignos, e em estudos de ploidia e ciclo celular (Mellin 1990, Bocking
et al. 1995, Cohen 1996, Vilhar et al. 2001).

O principal aspecto dessa metodologia tem sido concentrado na unido
de esforgcos internacionais, entre laboratérios, para o estabelecimento de
critérios confiaveis de preparacdo das amostras e de calibragdo dos
equipamentos, conduzindo a um controle de qualidade da reagao de Feulgen e
da calibragao dos equipamentos (Greilhuber 2008).

O conteudo de DNA celular pode ser calculado a partir da medida da
absorbancia de nucleos intactos (Chieco e Derenzini 1999) ou cromossomos
(Abreu et al. 2008, Rosado et al. 2009) preparados em laminas e corados por
meio da reacdo de Feulgen (Feulgen e Rossenbeck 1924). Essa técnica de
coloragédo permite a quantificagdo do valor 2C pelo fato do croméforo ligar-se
estequiometricamente a fita dupla de DNA sob condigdes controladas
(Greilhuber 2008).

Segundo Greilhuber (2008), a reacao de Feulgen é especifica para DNA,
pois com a hidrolise acida as bases puricas sdo removidas das desoxirriboses,
deixando grupos aldeidos livres quando o anel de agucar se abre. Esse autor
relatou que na ribose a abertura do anel € menos freqliente do que na
desoxirribose. Sendo assim, somente os radicais aldeidos formados na cadeia
de DNA se ligam as moléculas de fucsina basica, presentes no reativo de Schiff.

Testes de rotina tém sido realizados no sentido de estabelecer uma
curva otima de hidrdlise do DNA, uma vez que é um passo determinante para a
sua coloracdo e, consequentemente, para a sua quantificacdo. No
procedimento originalmente descrito por Feulgen e Rossenbeck (1924),
recomendou-se a hidrélise em acido cloridrico 1M a 60°C, durante 4 minutos.
Porém, estudos posteriores indicaram que a hidrélise mais adequada era
alcancada quando realizada com acido cloridrico 5M, em temperatura ambiente
(20 - 25°C) com variagao de tempo entre 45 a 60 minutos, tanto para material
fresco quanto para fixado, com o argumento de que esse processo minimiza a
formagao de fragmentos de DNA muito pequenos, que podem sair do nucleo

(Kjellstrand 1977, Bocking et al. 1995). Dois outros aspectos importantes para a



formagdo de grupamentos aldeido no nucleo, e que podem interferir na
quantificagédo, s&o o grau de compactagdo da cromatina e a fixagdo da amostra
a ser analisada (Greilhuber 2008).

O conteudo de DNA nuclear tem sido calculado por meio da
determinacgao da densidade 6tica integrada (DOI) (Kiss et al. 1992). As imagens
observadas ao microscopio sao capturadas por uma video-camera e
digitalizadas. Em seguida, essa imagem, em pixels, & convertida para uma
escala de profundidade de bits conhecida (previamente calibrada com filtros de
densidade Optica), e processada pelo programa de analise de imagens em
valores de DOI (Hardie et al. 2002).

A quantificacdo de DNA analisada por Cl requer cuidados especiais com
a calibracdo e controle da parte optica e da aquisicdo das imagens digitais.
Essas imagens sdo normalmente processadas em programas de analise
especificos, que realizam o calculo da densidade o6ptica integrada (DOI) das
regides celulares (Chieco et al. 2001).

A maioria das analises realizadas via Cl tém utilizado cameras analégico-
digitais com luz monocromatica, ou de cameras policromaticas (RGB), mas,
nesse ultimo caso, com a utilizagdo apenas do canal de comprimento de onda
na faixa verde. No caso de imagens monocromaticas, estudos citométricos de
material obtido em humanos e plantas tém utilizado, principalmente, a escala de
valor do pixel com 8 (256 tons de cinza) ou 12 bits (4096 tons de cinza) (Rosado
et al. 2009). As regides de interesse, como aquelas que contém nucleos, sao
diferenciadas do background e processadas para a determinacdo da DOI por

intermédio da seguinte equacgao:

o Z'“’{H

i=1

DOI: densidade 6ptica integrada
n: nimero total de pixels no nucleo
Ifi: intensidade dos pixels do nucleo

Ibi: intensidade dos pixels da area limpa da lamina.



A CI utiliza-se dos valores de pixels para efetuar o calculo instantaneo da
DOI (Hardie et al. 2002), evitando o procedimento de aquisicdo de imagens em
diferentes pontos de um mesmo nucleo, minimizando os problemas
relacionados a falta de linearidade das amostras. Esses foram atribuidos as
diferencas de relevo da superficie nuclear que, por nao ser plana, faz com que o
cromoforo apresente distribuicdo ndo homogénea. Consequentemente, a
medida de absorbéncia obtida num determinado ponto poderia nao estar

correlacionada com o conteudo de DNA nuclear (Chieco e Derenzini 1999).

1.4 - A escolha dos padrdes

Um dos aspectos mais relevantes que tem sido observado nas analises
por CF e Cl consiste na utilizacdo de células de referéncia (padrdo), que
possuem o conteudo 2C absoluto de DNA conhecido. A selecdo de um padrao
apropriado para analises citométricas € importante para a estimativa do
tamanho do genoma nuclear (Dolezel et al. 2007). Tanto nucleos de plantas
quanto de animais tém sido utilizados como referéncias para quantificacbes de
DNA (Dolezel 1997).

Quando células de referéncia sao utilizadas para quantificar um conjunto
de espécies, tem-se um padrao de referéncia primaria. Neste caso, inicia-se a
quantificacdo do DNA da espécie alvo utilizando o padrdo primario. Apos
determinar o seu conteudo de DNA, essa espécie alvo passa a ser o padriao
para outra espécie e assim sucessivamente. No entanto, se uma espécie que
possui seu DNA nuclear previamente quantificado é utilizada para calibrar outra
espécie, ela € um padrao de referéncia somente (Dolezel et al. 1998, Dolezel et
al. 2007).

De acordo com Dolezel et al. (2007), um padrao de referéncia pode ser
endégeno, como por exemplo, ser padrao dipléide para estudos de
endopoliploidia em uma espécie, ou pode ser adicional, entre espécies nao
relacionadas. Neste caso, o padrdao deve conter caracteristicas similares a
amostra desconhecida, para que possam ser mensuradas em uma mesma via
de processamento (Dolezel e Barto$ 2005).

Um padrao apropriado deve ter valores de DNA proximos da planta

analisada, mas sem sobreposi¢cédo aos picos 2C e 4C. Quanto mais proximos os



genomas analisados, maior a linearidade entre os picos nos histogramas
(Dolezel e Bartos 2005). Além disso, deve ser geneticamente estavel; com
tamanho de genoma constante, sendo este determinado com precisao;
facilmente manipulado e disponivel em quantidades suficientes (Dolezel et al.
2007). Esses requisitos nem sempre podem ser satisfeitos, e em virtude disso a
escolha e o uso dos valores 2C de referéncia tém sido negligenciados pela
maioria dos laboratoérios, onde diferentes autores utilizam diferentes padrdes
(Dolezel e Bartos 2005).

O padrdao pode ser externo, quando processado e analisado
separadamente da amostra teste; ou interno, quando a amostra teste e padrao
sdo processados e analisados simultaneamente (Motley et al. 2000). Além
disso, ha um terceiro tipo de padrdo denominado padrdo pseudo-interno, no
qual os nucleos da amostra e do padrdao sdo isolados e corados
separadamente, misturados e analisados simultaneamente no citbmetro
(Johnston et al. 1999, Dolezel e Bartos 2005).

O padrao externo tem sido aceito somente quando a demanda de
precisdo nas analises € baixa, assim como em analises de ploidias de DNA
(Dolezel et al. 2007). As flutuagcdes na calibragem do equipamento entre uma
analise e outra tem sido a principal desvantagem de se utilizar um padrao
externo (Motley et al. 2000). Essa desvantagem tem sido superada com 0 uso
do padrao interno, no qual o processamento desse e da amostra é realizado em
conjunto, sendo igualmente afetados durante a preparacgao e coloragcao (Dolezel
1997, Motley et al. 2000, Noirot et al. 2000, Noirot et al. 2003b).

Quando o padrao interno é utilizado deve-se levar em consideracdo a
presenca de metabdlitos secundarios nas plantas (Dolezel et al. 2007). Esses
metabdlitos podem agir como uma barreira para a ligacdo do fluorocromo ao
DNA, modificando a forma e posi¢cdo dos histogramas (Loureiro et al. 2006b).
Greilhuber (2005), Price et al. (2000) e Noirot et al. (2000, 2002, 2003a, 2005)
mencionaram que algumas diferengas na quantidade de DNA ocorrem em
virtude da interferéncia desses compostos na acessibilidade do corante ao
DNA. De acordo com Noirot et al. (2000) e Campa et al. (2005a, b) a quantidade
desses metabdlitos oscila intra e interespecificamente.

Alguns autores tém documentado o uso de nucleos de células animais

como padrao de referéncia para espécies de plantas (Grattapaglia e Bradshaw



1994, Azmi et al. 1997). Os mais utilizados tem sido suspensao de eritrécitos
obtidos de ave, truta, leucécitos e fibroblastos humanos (Johnston et al. 1999,
Motley 2000). Esses padrbées foram quantificados, em sua maioria, utilizando
Gallus domesticus como padrao primario, que foi determinado quimicamente
por Rasch et al. (1971) (Johnston et al. 1999, Bennett et al. 2003). O uso
desses padrdes tem sido justificado como sendo de facil obtengcdo aléem de
poderem ser armazenados por algum periodo (Motley et al. 2000). No entanto,
a quantificacdo do DNA de seus genomas tem apresentado variagdo entre
diferentes amostras. Johnston et al. (1999) relataram dificuldades no uso dos
eritrocitos de G. domesticus como padrao de referéncia. Ao estimar o conteudo
de DNA de duas amostras de diferentes sangues dessa espécie, esses autores
encontraram valores de 2,49 e 3,01 pg DNA/2C. Outro problema foi relacionado
ao pico de fluorescéncia, o qual ndo foi 0 mesmo em diferentes preparagoes
com a mesma amostra. O valor encontrado diferiu ainda da literatura mais
citada (Galbraith et al. 1983) que publicaram o valor de 2,33 pg DNA/2C.

De acordo com Prince et al. (1980), apesar de células/nucleos animais
serem considerados padrdes de confianga em analises com células animais,
por razdes técnicas, o uso de padrées com células/nucleos vegetais sao mais
adequados para estimar a quantidade de DNA em plantas. Para este tipo de
material, a falta de padroes com conteudo de DNA bem estabelecido tem sido
uma das principais fontes de erro na quantificagdo de DNA (Johnston et al.
1999, Dolezel e Barto$ 2005).

Duas espécies animais foram utilizadas por Bennett et al. (2003) como
padrées para plantas: o nematdide Caenorhabditis elegans e Drosophila
melanogaster. Essas espécies possuem o diferencial de terem seu genoma
sequenciado, com valor 1C de 100,25 Mpb para C. elegans
(http://www.wormbase.org/) e 180 Mpb para D. melanogaster (Adams et al.
2000), aproximadamente. Bennet et al. (2003) mostraram a vantagem de utilizar
essas duas espécies comparando seu genoma com Arabidopsis thaliana, a
primeira planta sequenciada que poderia ser reconhecida como um padrao
absoluto para outras plantas. No entanto, o tamanho do genoma desta espécie
foi inicialmente subestimado e utiliza-la como padrdo poderia resultar em
quantificacbes de DNA incorretas. Somente apdés a comparacao desta planta

com D. melanogaster e C. elegans, foi possivel observar um aumento no

10



tamanho do genoma para 153 Mpb e 157 Mpb, respectivamente, quando
comparado com o valor 1C de 125 Mpb obtido pelo Projeto Genoma da
Arabidopsis (Arabidopsis Genome Initiative, 2000).

Em virtude do pequeno tamanho de seus genomas, C. elegans, D.
melanogaster e A. thaliana podem nao ser bons padrdes de referéncia, pois
poderiam ser uma fonte de erro ao ser comparado com genomas maiores
(Johnston et al. 1999, Dolezel e Bartos 2005). Porém, estas espécies poderiam
ser utilizadas como padréo de referéncia primaria para estabelecer um conjunto
de plantas-padrbes por meio de comparagdes entre os genomas (Bennett e
Leitch 2005). Segundo Dolezel e Barto$ (2005), esta comparacao € importante,
uma vez que poderia ser estabelecido um grupo de “Gold standard”,
quantificados com base em um genoma que foi sequenciado.

Uma das primeiras comparagdes entre um grupo de diferentes espécies
padrao foi realizada por Dolezel et al. (1998). Esses autores mensuraram o
DNA de espécies de plantas, que possuem cultivares ou linhagens conhecidas,
em quatro diferentes laboratérios, utilizando os fluorocromos IP e DAPI,
citbmetros de fluxo com fonte a laser ou luz HBO e densitometria por Feulgen.
No entanto, ndo realizaram a comparagdao com padrao primario de genoma
sequenciado, como C. elegans, D. melanogaster e A. thaliana. As espécies
utilizadas por esses autores foram comparadas uma contra a outra conforme
uma cascata, iniciada com A. thaliana (0,37 pg de DNA 2C, determinado por
esses autores antes da corregao por Bennett et al. 2003) até Allium cepa (33,55
pg de DNA 2C). Os quatro laboratorios obtiveram resultados préximos, porém
quando as analises realizadas em citometros de fluxo com fonte a laser e luz
HBO foram comparadas a diferenga alcangou 9,6%. Os valores de DNA obtidos
para os padrdes diferiram em até 15,9% dos valores previamente determinados
por Dolezel et al. (1992).

Outro estudo foi conduzido por Johnston et al. (1999) e envolveu dois
laboratérios. Nesse estudo, as plantas analisadas constituiam variedades
diferentes das utilizadas por Dolezel et al. (1998), porém fazem parte de um
grupo de padrdes recomendados por Bennett e Leitch (1995). O estudo revelou
problemas em utilizar eritrcitos de galinha como padréo, e comparado aos

valores de DNA obtidos por Dolezel et al. (1998), houve discrepancias nos
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resultados. Nota-se, entdo, um desacordo entre os diferentes laboratérios que
utilizam padrbes vegetais em analises de quantificagbes genémicas.

Em virtude da falta de um grupo de plantas “ideais”, com o valor C
determinado em um mesmo laboratério, com metodologias de CF e CI, muitos
pesquisadores tém utilizado plantas com diferentes valores de conteudo de
DNA estabelecidos por diferentes autores (Tabela 1). A comparagcdo do DNA de
uma espécie desconhecida com o DNA dessas plantas pode causar erros no
mensuramento. Uma alternativa para contornar esse problema foi estabelecer a
espécie Pisum sativum (9,09 pg) como um bom padrdao em estudos de
citometria em vegetais (Dolezel et al. 2007). Essa planta apresenta vantagens
como valor C médio e proximo ao da maioria das plantas de interesse
agrondmico, pobre em heterocromatina e inibidores de coloragéo (Dolezel et al.
1998, Johnston et al. 1999, Dolezel et al. 2007), é faciimente disponivel e
germina com rapidez, além de responder bem a diferentes tampdes de
isolamento (Loureiro et al. 2006a). P. sativum tem sido utilizada em 15% dos
estudos de quantificacdo do tamanho do genoma (Dolezel et al. 2007), no
entanto, para esta espécie também se encontram diferentes valores de DNA na
literatura, como observado na Tabela 1. Sendo assim, existe a necessidade de
estabelecer um grupo de padrées com o conteudo de DNA bem definido, que
alcance a quantidade de DNA da maioria das espécies vegetais (Bennett e
Leitch 2005).
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Tabela 1 — Valores 2C de DNA relatados para diferentes plantas padrao (sem

distingdo de cultivares) utilizadas para estimagcdo do tamanho de genoma em

plantas.
Padréo Valor 2C (pg) Referéncia
Arabidopsis thaliana 0,32 Bennett et al. (2003)
0,33 Vilhar et al. (2001)
0,256 Arabidopsis Genome Initiative (2000)
0,39 Dolezel et al. (1998)
0,35 Marie e Brown (1993)
0,30 Arumaganathan e Earle (1991)
Raphanus sativus 1,02 Vilhar et al. (2001)
1,26 Dolezel et al. (1998)
1,11 Dolezel et al. (1992)
1,09 Arumaganathan e Earle (1991)
Solanum lycopersicum®* 2,00 Obermayer et al. (2002)
1,96 Dolezel et al. (1992)
1,88 a 2,07 Arumaganathan e Earle (1991)
Glycine max 2,34 Vilhar et al. (2001)
2,65 Dolezel et al. (1998)
2,50 Dolezel et al.(1994)
2,31 Arumaganathan e Earle (1991)
Zea mays 5,32 Vilhar et al. (2001)
5,73 Johnston et al. (1999)
5,67 Dolezel et al. (1998)
5,72 Dolezel et al. (1992)
4,75 a 5,63 Arumaganathan e Earle (1991)
Pisum sativum 9,73 Obermayer et al. (2002)
8,84 Vilhar et al. (2001)
9,39 Johnston et al. (1999)
9,09 Dolezel et al. (1998)
9,07 Dolezel et al. (1992)
9,02 Greilhuber e Ebert (1994)
8,18 a 9,11 Arumaganathan e Earle (1991)
Vicia faba 25,59 Vilhar et al. (2001)
26,66 Johnston et al. (1999)
27,00 Dolezel et al. (1998)
26,90 Dolezel et al. (1992)
Allium cepa 30,83 Vilhar et al. (2001)
32,97 Johnston et al. (1999)
34,89 Dolezel et al. (1998)
34,76 Dolezel et al. (1992)
33,50 Bennett e Smith (1976)

*Solanum lycopersicum anteriormente nomeada Lycopersicon esculentum.
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2 - OBJETIVOS

Considerando a necessidade de estabelecer padrées de confianca para
analises citométricas em plantas, em virtude das discrepancias de valores
citados na literatura (Bennett e Leitch 2005), o presente estudo teve como
objetivo reavaliar os valores do conteudo de DNA de alguns dos principais
padrées de referéncia utilizados internacionalmente. Para tanto, as espécies
Raphanus sativus, Solanum lycopersicum, Glycine max, Zea mays, Pisum
sativum, Vicia faba e Allium cepa foram comparadas citometricamente entre si,
conforme sugerido por Dolezel e Barto§ (2005) e com Arabidopsis thaliana e

Drosophila melanogaster, espécies que possuem o genoma sequenciado.

Os objetivos especificos foram:

e Por citometria de fluxo:

- Adaptar as metodologias de extracdo e coloragdo nuclear a partir de tecidos
foliares;

- Mensurar o conteudo de DNA nuclear das espécies descritas acima utilizando
diferentes valores de DNA descritos por Dolezel et al. (1992), Dolezel et al.
(1994) e Dolezel et al. (1998) como referéncia;

- Comparar estatisticamente os valores de DNA, em pg, obtidos para os
padrdes escolhidos R. sativus, S. lycopersicum, G. max, Z. mays, P. sativum, V.

faba e A. cepa entre si e com nucleos de A. thaliana e D. melanogaster;
e Por citometria de imagem:

- Adaptar as técnicas de maceracéo enzimatica, dissociagéo celular e secagem

ao ar para obtencao de preparagdes nucleares em lamina;
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- Adequar as preparagdes nucleares para serem submetidas a Reagao de
Feulgen nas analises quantitativas;

- Calibrar o sistema de microscopia e o de analise de imagens para obtencéo de
dados passiveis de serem resolvidos com CV abaixo de 5%, conforme
recomendagdes de Haroske et al. (2001);

- Comparar os valores de DNA, em pg, obtidos para os padrbdes escolhidos R.
sativus, S. lycopersicum, G. max, Z. mays, P. sativum, V. faba e A. cepa entre si
e com nucleos de A. thaliana;

- Correlacionar os valores de DNA, em pg, obtidos pela CF e Cl das espécies

analisadas no presente estudo.
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3 — MATERIAL E METODOS

3.1 — Material

As sementes de Raphanus sativus L. ‘Saxa’, Solanum lycopersicum L.
‘Stupicke polni tyckove rane’, Glycine Max (L.) Merr. ‘Polanka’, Zea mays L. ‘CE-
777, Pisum sativum L. ‘Ctirad’, Vicia faba L. ‘Inovec’ e Allium cepa L. ‘Alice’,
foram gentilmente cedidas pelo Dr. Jaroslav Dolezel do Laboratério de
Citogenética Molecular e Citometria, do Instituto Experimental Botanico-
Sokolovska- Republica Tcheca. As sementes de Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh. ‘Columbia’ (2C = 0,32 pg, Bennett et al. 2003) foram cedidas pelo
Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO) da Universidade
Federal de Vicosa (UFV). Fémeas selvagens de Drosophila melanogaster Meig.
“Iso-1’ (2C = 0,36 pg, Rasch et al. 1971, Adams et al. 2000, Bennett et al. 2003)
foram obtidas do Laboratério Experimental de Droséfila da UFV.

O trabalho foi realizado no Laboratério de Citogenética e Citometria do

Departamento de Biologia Geral.

3.2 — Métodos

As plantas foram adequadamente mantidas, multiplicadas e monitoradas
em casa de vegetacdo. Tomou-se o cuidado de plantar as sementes das
espécies em periodos que possibilitassem a obtencdo de todas as folhas em
uma mesma fase, ou pelo menos nos estagios mais jovens. Essas folhas foram,
entdo, coletadas para analise em citbmetro de fluxo e as plantas adultas
proveram sementes, que germinadas em laboratério forneceram raizes para

serem submetidas a técnica de CI.
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3.2.3 — Citometria de fluxo
3.2.3.1 — Preparo da suspenséo nuclear de folhas

Folhas jovens (2 cm? dos padrdes A. thaliana, R. sativus, S.
lycopersicum, G. max, Z. mays, P. sativum, V. faba e A. cepa foram
fragmentados aos pares e em ordem crescente de quantidade de DNA (ver
tabela 1). O processo de retalhamento das folhas (Galbraith et al. 1983) foi
realizado com uma lamina de barbear por 30 s, em uma placa de Petri (60 x 15
mm) com 0,5 mL do tampao de lise OTTO-I (0,1 M de acido citrico - Merck
KGaA®, 0,5% de Tween 20 - Merck KGaA®) (Otto 1990), suplementado com 2.0
mM de dithiothreitol (Sigma®) e 50 ug mL" de RNAse (Sigma®). Na suspens&o
nuclear foram adicionados mais 0,5 mL do tampao de lise OTTO-l e o
homogeneizado foi filtrado em filtro de nylon de 30 ym de didmetro de poro
(Partec®) dentro de um tubo de 2 mL de microcentrifuga (Eppendorf®), e entdo
centrifugado a 100g por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
foi ressuspendido e incubado por 5 min em 100 pL de OTTO-I. A suspensao
nuclear foi corada com 1,5 mL de solugdo tampao OTTO-II (400 mM
Na2P04.12H20, Merk®) (Otto 1990) suplementada com 75 uM de iodeto de
propideo (IP) (Sigma®), 2,0 mM de ditiotreitol (Sigma®) e 50 ug mL™" de RNAse
(Dolezel et al. 1992; Meister 2005). A coloragao foi realizada no escuro durante
20 — 40 min e, apos, filtrou-se a suspenséao nuclear em filtro de nylon de 20 um
de diametro de poro (Partec®) em um tubo (Partec®) para analise em citdmetro

de fluxo.
3.2.3.2 — Preparo da suspensao nuclear de ganglios de D. melanogaster

Ganglios cerebrais de D. melanogaster foram retirados em uma solugéo
fisiologica (Arboreto®). Usando um microscopio estereoscopico, os ganglios
foram cuidadosamente extraidos com auxilio de agulhas e transferidos para
uma nova gota de solugéo fisiologica, a fim de evitar contaminagdo com outros
tecidos. O material foi transferido para um grinder (Kontes Glass Company®)
contendo 100 uL de tampao de lise OTTO | (Otto, 1990) suplementado 50 ug

mL™" de RNAse (Sigma®), com pH 2,3. Esse material foi triturado com auxilio de
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um pistilo e, apds, a suspensao foi ajustada para 1 mL com o mesmo tampao,
filtrado em filtro de 30 pm de diametro de poro (Partec®) em tubo de
microcentrifuga (Eppendorf®) e centrifugado & 100 g por 5 min. O sobrenadante
foi descartado e o precipitado foi ressuspendido e incubado por 5 min em 100
ML de OTTO-I. A suspensao nuclear foi corada com 1,5 mL de solugao tampao
OTTO-II (Otto 1990; Dolezel e Gohde 1995) suplementada com 75 uyM IP e 50
ug mL" de RNAse (Dolezel et al. 1992). A coloragdo foi realizada no escuro
durante 20 — 40 min e, filtrou-se a suspens&o nuclear em filtro de nylon de 20
um de didmetro de poro (Partec®) em um tubo (Partec®) para andlise em
citobmetro de fluxo (Lopes et al. 2009).

A suspensdo nuclear contendo nucleos de ganglios foi misturada com
suspensdes nucleares de A. thaliana e R. sativus, a fim de realizar a
comparacao dos menores conteudos de DNA avaliados na presente pesquisa.

Os valores obtidos foram utilizados para as subsequentes quantificacoes.
3.2.3.3 - Processamento e analise no citdmetro de fluxo

As suspensdes nucleares obtidas das folhas das plantas padrao e do
ganglio de D. melanogaster foram analisadas em um citdbmetro de fluxo Partec
PAS® (Partec® Gmbh, Munster, Germany) equipado com fonte de luz a laser
(488 nm). A fluorescéncia do IP emitida pelos nucleos foi coletada por um filtro
RG 610 nm. O equipamento foi calibrado e alinhado usando microesferas e
solucdes padrao de acordo com recomendacdes do fabricante. Duas repeticoes
independentes foram realizadas em trés dias diferentes, totalizando seis

repeticoes, sendo mais de 10.000 nucleos analisados em cada.
3.2.3.4 — Estimacao do conteido de DNA

Os valores de DNA utilizados como referéncia foram descritos por
DolezZel 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.

Todos os histogramas de intensidade de fluorescéncia relativa foram

avaliados no programa FlowMax Partec®. A razdo entre as médias dos picos
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Go/Gy das duas amostras analisadas simultaneamente foi calculada e
convertida em pg de DNA.
O tamanho do genoma nuclear foi calculado a partir das leituras dos

nucleos em Gy/G1, de acordo com a féormula:
Lz

V: valor do conteudo de DNA nuclear 2C (pg) da amostra.

em que:

L1: leitura média do pico Go/G da amostra.
L,: leitura média do pico Go/G1 do padrao.
pg: valor do conteudo de DNA do padréo, em pg.
Os valores da leitura média do pico Go/G¢ dos padrdes foram corrigidos

para o canal 100.
3.2.3 — Citometria de imagem
3.2.3.1 - Obtencao de raizes e preparo das laminas

Sementes de A. thaliana, R. sativus, S. lycopersicum, G. max, Z. mays, P.
sativum, V. faba e A. cepa foram germinadas em placas de Petri contendo papel
filtro embebido em agua destilada, a 30 °C. Apds atingirem 0,5 a 1 cm, as raizes
foram fixadas em solucdo de metanol: acido acético (Merck®) 3:1 (v/v) por 24 h
(Vilhar et al. 2001, Abreu et al. 2008). Esta solugao foi trocada por alcool 95%
como sugerido por Greilhuber e Ebert (1994). As raizes foram entdo maceradas
por 30 min, a 34 °C, com uma solugdo de pectinase (Sigma®) diluida em agua
destilada, na proporcao de 1:30 (enzima:agua) (Clarindo e Carvalho 2006). As
raizes foram lavadas por 10 min em agua destilada, fixadas novamente com
alcool 95% e estocadas a -20 °C.

Para o preparo da lamina, raizes de duas espécies (em ordem crescente
de quantidade de DNA nuclear) foram fragmentadas em paralelo, sem
sobreposicdo na mesma lamina (Greilhuber e Ebert 1994). Estas foram
preparadas por dissociagao celular conforme descrito por Carvalho et al. (2007).

Com auxilio de um bisturi, as raizes foram dissociadas sob microscopio
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estereoscoépico e, simultaneamente, foram gotejadas trés gotas de solugao
fixadora. Subsequentemente, as laminas foram secadas ao ar e em placa
aquecedora, a 50 °C, por 10 min. Em seguida, foram colocadas em solugéo
fixadora de formaldeido 4% (Merck®), conforme recomendado por Greilhuber
(2008), por 12 h, a 25 °C.

3.2.3.2 — Hidrdlise e coloracao pela reacdo de Feulgen

Apos a fixagéo, as laminas foram lavadas em agua destilada, secadas ao
ar e hidrolisadas em HCI 5 M (Merck®) por 45 min a 25 °C. Esta etapa foi
realizada conforme recomendacgdes de Greilhuber (2008), com modifica¢des de
tempo e temperatura para obtencio da curva 6tima de hidrélise. A coloracao foi
realizada com o reativo de Schiff (Merck®) por 14 h a 4 °C. Apds isso, as
laminas foram lavadas trés vezes (trés min cada) em agua sulfurosa 0,5%
(Merck®), uma vez em agua destilada e novamente secadas ao ar. Os locais da
ldmina que continham os meristemas foram cobertos com éleo de imerséo (Carl
Zeiss = L 25, indice de refracdo = 1,525) e depois selados com laminula

previamente limpa e esmalte incolor.
3.2.3.3 - Obtencéo das imagens digitais

As laminas foram observadas em fotomicroscopio Olympus™; modelo BX
60, com objetiva de imersdo UPlanFI de 40 X, com abertura numérica de 0,75,
equipado com acessérios de analise de imagem. Filtros de densidades neutras
que ajudaram a homogeneizar a incidéncia de luz e outro filtro de interferéncia
verde (IF550) foram utilizados.

Condi¢des de calibracdo e iluminagcdo foram feitas segundo Kohler,
citado por Hardie et al. (2002), garantindo condi¢cbes O&pticas necessarias e
reproduziveis da intensidade luminosa.

As imagens foram capturadas diretamente por uma video-camera
monocromatica com sensor charge coupled device (CCD) de 12 bits, do kit de
analise de imagem Cool SNAP™ acoplada ao microscdpio e a um computador

equipado com placa digitalizadora.
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As andlises foram realizadas usando o Programa Image Pro-Plus ® 6.1
(Media Cybernetics®), no qual uma tabela de calibragdo com valores de
densidade conhecidos foram empregados para processar as imagens. A curva
de calibracdo foi padronizada com filtros Edmund Industrial Optics, de
densidade o¢ptica (DO) conhecida (escala DO = 0,03; 0,04; 0,06; 0,09; 0,15;
2,5).

O programa Image Pro-Plus® 6.1 (Media Cybernetics) foi usado para
segmentar as imagens nucleares e a intensidade de luz do background de
referéncia foi automaticamente determinado para a area que circunda o nucleo
(Vilhar et al. 2001). A calibragao e avaliagao do sistema de analise de imagem
foram realizadas com base em trés testes: estabilidade (Vilhar e Dermastia
2002); linearidade (Chieco et al. 2001, Hardie et al. 2002), obtida com um
conjunto certificado de filtros de densidade neutra: 0,15; 0,30; 0,40; 0,60; 0,90 e
2,50 (Edmund Industrial Optics®); e uniformidade (Puech e Giroud 1999),
realizadas com filtros escalonados em 11 densidades discretas (Edmund
Industrial Optics®).

O sistema para analise das imagens estabilizou-se apés 12 min, em
seguida calculou-se um R? = 0,9978 para o teste de linearidade e um CV =

0,68% para o teste de uniformidade.
3.2.3.4 — Andlise dos dados

Os valores de densidade optica integrada (DOI) foram obtidos de dez
nucleos em profases e dez nucleos em teléfases, conforme descrito por Vilhar
et al. (2001). Trés laminas de cada combinagdo (amostra/padrdao) foram
utilizadas na obtengédo dos dados. Para a determinagao da DOI foram utilizadas
regides da lamina contendo nucleos e regides com auséncia de material celular.
A partir das médias das telofases e préfases foram calculados os valores 2C e
4C para os nucleos. O programa calculou a DOI automaticamente.

De acordo com o sugerido por Vilhar et al. (2001), dois critérios
empregados na pesquisa meédica para controle da qualidade dos dados obtidos
na CIl, foram aqui utilizados para plantas: o CV e a razdo 4C/2C. O primeiro

requer CV dos nucleos 2C ou 4C, por lamina, menor que 5% (Haroske et al.
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2001). O segundo determina que a razao entre os valores 2C e 4C esteja entre
1,8 e 2,2 (Bocking e Nguyen 2004).

3.2.4 — Andlises estatisticas

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

Realizou-se analise multivariada com base em Componentes Principais e
agrupamento pelo método Tocher e UPGMA (ligacdo 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). Esses autores nao
realizaram testes ou nao forneceram os dados obtidos com CIl e por esse
motivo, no presente estudo, ndo se realizou as analises propostas acima para
esta metodologia.

Para realizagcdao do teste com CF os laboratérios pesquisados foram

separados conforme descrito na tabela 2.

Tabela 2 — Abreviatura dos laboratérios de acordo com os padrdes primarios,

utilizados nas analises multivariadas

Laboratérios Padrao primario (DNA/2C)

L1 1- P. sativum (9,09)
L1 2- A. cepa (33,5)
L2 1
Dolezel et al. (1998) L2’ 2
L3 1
L3’ 2
L4 1
L4’ 2
Dolezel et al. (1992) R1 -

Os valores de DNA de referéncia utilizados para A. thaliana e D.

melanogaster foram descritos por Bennett et al. (2003).
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b- Identificacdo de padrées mais apropriados:

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

c- Relagéo entre valores do conteudo de DNA obtidos por meio das técnicas de
CFeCl:

Avaliou-se a relagao entre os valores obtidos por meio da correlagcao
linear de Pearson e a possibilidade de predicao de valores de Cl a partir de CF,
por regressao polinomial.

Todas as analises foram processadas no programa estatistico GENES
(Cruz 1997).
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4 — RESULTADOS

4.1 — Citometria de fluxo

Os procedimentos de extracdo e coloragcdo dos nucleos com IP, para a
determinagdo da quantidade de DNA nuclear via CF, gerou histogramas com
resolugao que diferenciou as fases Go/Gy e G,. Somente um histograma de
cada analise esta relatado (Figuras 1 a 9), uma vez que as repeticoes
apresentaram perfil semelhante.

Os histogramas gerados exibiram um pico principal correspondente aos
nucleos na fase Go/G4 do ciclo celular, um pico menor correspondente a fase G,
e uma regido entre os dois picos referente aos nucleos em fase S. O numero de
nucleos esta representado pelo eixo vertical, e a intensidade de fluorescéncia
relativa pelo eixo horizontal (Figuras 1 a 9).

O CV em todas as analises variou de 1,07 a 4,46% (Tabelas 3 a 12). Nas
analises processadas para A. thaliana e D. melanogaster, o maior CV dos picos
Go/G1 foi 2,89% e 3,12%, respectivamente; para A. thaliana e R. sativus, 4,46%
e 3,95%; D. melanogaster e R. sativus, 3,99% e 3,84%; R. sativus e S.
lycopersicum, 3,77% e 3,28%; S. lycopersicum e G. max, 3,58% e 2,83%; G.
max e Z. mays, 3,19% e 3,16%; Z. mays e P. sativum, 4,20% e 2,58%; P.
sativum e V. faba, 2,88% e 2,54% e V. faba e A. cepa, 3,06% e 3,55%.

O index corresponde a razéo da intensidade de fluorescéncia emitida dos
nucleos em Go/G¢ da amostra pelos nucleos em Gy/G41 do padrdo. Os valores
relativos (index) referentes aos histogramas encontram-se nas Tabelas 3 a 12.

Pelos valores de leitura dos dois picos referentes a fase Go/Gq e
tomando-se como referéncia o conteudo de DNA de um dos dois padrodes,
calculou-se os valores absolutos em pg de DNA/2C para todas as espécies
estudadas (Tabelas 3 a 12).
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Figura 1 — Histograma apresentando os picos correspondentes aos nucleos

Go/G1 e Gy, corados com IP, de A. thaliana e D. melanogaster.

Tabela 3 — Valores das leituras (canal), coeficiente de variagao (CV), index,

index médio e DNA/2C em picogramas (pg), obtidos a partir dos 6 histogramas

gerados do processamento de A. thaliana e D. melanogaster por CF

A. thaliana D. melanogaster

Leitura CV(%) index Leitura CV(%) index
100 2,13 1,00 119,98 2,66 1,20
100 2,87 1,00 125,54 2,66 1,26
100 2,16 1,00 121,68 3,01 1,22
100 2,56 1,00 121,98 2,17 1,22
100 2,89 1,00 123,38 2,83 1,23
100 2,78 1,00 122,59 3,12 1,22
index médio 1,00 index médio 1,22
DNA/2C 0,32* DNA/2C 0,39

*valor de referéncia para A. thaliana (0,32 pg, Bennett et al. 2003)
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Tabela 4 — Valores das leituras (canal), coeficiente de variagao (CV), index,
index médio e DNA/2C em picogramas (pg), obtidos a partir dos 6 histogramas
gerados do processamento de A. thaliana e D. melanogaster por CF, porém

tomando-se D. melanogaster como padrao

D. melanogaster A. thaliana

Leitura CV(%) index Leitura CV(%) index
100 2,66 1,00 83,34 2,13 0,83
100 2,66 1,00 79,65 2,87 0,80
100 3,01 1,00 82,18 2,16 0,82
100 2,17 1,00 81,97 2,56 0,82
100 2,83 1,00 81,05 2,89 0,82
100 3,12 1,00 81,56 2,78 0,82
index médio 1,00 index médio 0,82
DNA/2C 0,36* DNA/2C 0,29

* valor de referéncia para D. melanogaster (0,36 pg, Bennett et al. 2003).

26



320

2564

A thallana

64 1

04
0

R sativus

p| 600 800 1000

Figura 2 — Histograma apresentando os picos correspondentes aos nucleos

Go/G1 e Gy, corados com IP, de A. thaliana e R. sativus.

Tabela 5- Valores das leituras (canal), coeficiente de variacdo (CV), index,

index médio e DNA/2C em picogramas (pg), obtidos a partir dos 6 histogramas

gerados do processamento de A. thaliana e R. sativus por CF

A. thaliana R. sativus

Leitura CV(%) index Leitura CV(%) index
100 4,46 1,00 354,29 2,11 3,54
100 3,53 1,00 328,36 1,56 3,28
100 4,30 1,00 329,47 3,62 3,29
100 4,23 1,00 332,07 3,95 3,32
100 3,11 1,00 273,07 2,16 2,73
100 2,99 1,00 318,39 1,44 3,18
index médio 1,00 index médio 3,22
DNA/2C 0,32* DNA/2C 1,03

* valor de referéncia de A. thaliana (0,32 pg, Bennett et al. 2003)
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Figura 3 — Histograma apresentando os picos correspondentes aos nucleos

Go/G1 e Gy, corados com IP, de D. melanogaster e R. sativus.

Tabela 6 — Valores das leituras (canal), coeficiente de variagao (CV), index,

index médio e DNA/2C em picogramas (pg), obtidos a partir dos 6 histogramas

gerados do processamento de D. melanogaster e R. sativus por CF

D. melanogaster R. sativus

Leitura CV(%) index Leitura CV(%) index
100 3,99 1,00 260,22 2,53 2,60
100 3,07 1,00 262,88 1,93 2,63
100 4,10 1,00 268,86 2,30 2,69
100 3,65 1,00 260,57 2,32 2,60
100 3,86 1,00 262,58 2,84 2,62
100 2,23 1,00 263,45 1,99 2,63
index médio 1,00 index médio 2,63
DNA/2C 0,36* DNA/2C 0,95

* valores de referéncia de D. melanogaster (0,36 pg, Bennett et al. 2003).
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Figura 4 — Histograma apresentando os picos correspondentes aos nucleos

Go/G+ e Gy, corados com IP, de R. sativus e S. lycopersicum.

Tabela 7 — Valores das leituras (canal), coeficiente de variagao (CV), index,

index médio e DNA/2C em picogramas (pg), obtidos a partir dos 6 histogramas

gerados do processamento de R. sativus e S. lycopersicum por CF

R. sativus S. lycopersicum

Leitura CV(%) index Leitura CV(%) index
100 3,69 1,00 200,91 2,89 2,01
100 3,58 1,00 201,07 3,28 2,01
100 2,44 1,00 201,70 2,09 2,01
100 3,77 1,00 187,93 1,86 1,88
100 3,24 1,00 188,20 1,59 1,88
100 2,51 1,00 194,16 1,16 1,94
index médio 1,00 index médio 1,96
DNA/2C 1,26* DNA/2C 2,47

*valor de referéncia de R. sativus (1,26 pg, Dolezel et al. 1998).

29



Figura 5 — Histograma apresentando os picos correspondentes aos nucleos

Go/G1 e Gy, corados com IP, de S. lycopersicum e G. Max.

Tabela 8 — Valores das leituras (canal), coeficiente de variagao (CV), index,

index médio e DNA/2C em picogramas (pg), obtidos a partir dos 6 histogramas
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gerados do processamento de S. lycopersicum e G. max por CF

S. lycopersicum G. max

Leitura CV(%) index Leitura CV(%) index
100 2,78 1,00 118,73 2,78 1,19
100 2,95 1,00 117,51 2,65 1,18
100 3,15 1,00 117,83 2,61 1,18
100 3,39 1,00 117,71 2,83 1,18
100 2,92 1,00 121,15 1,99 1,21
100 3,58 1,00 123,05 1,83 1,23
index médio 1,00 index médio 1,20
DNA/2C 1,96 DNA/2C 2,34

*valor de referéncia de S. lycopersicum (1,96 pg, Dolezel et al. 1992).
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Figura 6 — Histograma apresentando os picos correspondentes aos nucleos

Go/G+ e Gy, corados com IP, de G. max e Z. mays.

Tabela 9 — Valores das leituras (canal), coeficiente de variagao (CV), index,
index médio e DNA/2C em picogramas (pg), obtidos a partir dos 6 histogramas

gerados do processamento de G. max e Z. mays por CF

G. max Z. mays

Leitura CV(%) index Leitura CV(%) index
100 3,19 1,00 240,40 3,16 2,40
100 3,51 1,00 241,11 2,34 2,41
100 2,47 1,00 229,66 1,07 2,30
100 2,93 1,00 238,84 2,54 2,39
100 3,08 1,00 235,83 1,55 2,36
100 2,50 1,00 237,34 2,03 2,37
index médio 1,00 index médio 2,37
DNA/2C 2,65* DNA/2C 6,28

*valor de referéncia de G. max (2,65 pg, Dolezel et al. 1998).
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Figura 7 — Histograma apresentando os picos correspondentes aos nucleos

Go/G1 e Gy, corados com IP, de Z. mays e P. sativum.

Tabela 10 — Valores das leituras (canal), coeficiente de variagao (CV), index,

index médio e DNA/2C em picogramas (pg), obtidos a partir dos 6 histogramas

gerados do processamento de Z. mays e P. sativum por CF

Z. mays P. sativum

Leitura CV(%) index Leitura CV(%) index
100 3,38 1,00 167,80 2,19 1,68
100 4,20 1,00 172,49 2,47 1,72
100 3,53 1,00 171,49 2,58 1,71
100 4,01 1,00 169,11 2,24 1,69
100 3,35 1,00 171,19 2,54 1,71
100 2,86 1,00 172,48 1,54 1,72
index médio 1,00 index médio 1,71
DNA/2C 5,67 DNA/2C 9,69

*valor de referéncia de Z. mays (5,67 pg, Dolezel et al. 1998).
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Figura 8 — Histograma apresentando os picos correspondentes aos nucleos

Go/G1 e Gy, corados com IP, de P. sativum e V. faba.

Tabela 11 — Valores das leituras (canal), coeficiente de variagao (CV), index,
index médio e DNA/2C em picogramas (pg), obtidos a partir dos 6 histogramas

gerados do processamento de P. sativum e V. faba por CF

P. sativum V. faba

Leitura CV(%) index Leitura CV(%) index
100 2,35 1,00 313,09 1,86 3,13
100 2,88 1,00 309,99 2,04 3,10
100 2,90 1,00 309,32 2,11 3,09
100 1,79 1,00 311,51 1,63 3,12
100 2,69 1,00 311,42 2,54 3,11
100 2,29 1,00 311,44 1,13 3,11
index médio 1,00 index médio 3,11
DNA/2C 9,09* DNA/2C 28,27

*valor de referéncia de P. sativum (9,09 pg, Dolezel et al. 1998).
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Figura 9 — Histograma apresentando os picos correspondentes aos nucleos

Go/G+ e Gy, corados com IP, de V. faba e A. cepa.

Tabela 12 — Valores das leituras (canal), coeficiente de variagao (CV), index,

index médio e DNA/2C em picogramas (pg), obtidos a partir dos 6 histogramas

gerados do processamento de V. faba e A. cepa por CF

V. faba A. cepa

Leitura CV(%) index Leitura CV(%) index
100 2,78 1,00 131,77 3,55 1,32
100 2,95 1,00 131,87 3,44 1,32
100 1,70 1,00 129,07 2,86 1,29
100 3,06 1,00 131,75 3,15 1,32
100 2,20 1,00 130,01 2,64 1,30
100 2,29 1,00 129,18 1,13 1,29
index médio 1,00 index médio 1,31
DNA/2C 27,00 DNA/2C 35,37

*valor de referéncia de V. faba (27,00 pg, Dolezel et al. 1998).
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Tabela 13 — Resumo da quantificacdo do conteudo 2C de DNA nuclear em
picogramas para D. melanogaster, A. thaliana, R. sativus, S. lycopersicum, G.
max, Z. mays, P. sativum, V. faba e A. cepa

Padréao DNA/2C/padréao Amostra DNA/2C/amostra
A. thaliana 0,32 D. melanogaster 0,39
D. melanogaster 0,36 A. thaliana 0,29
A. thaliana 0,32 R. sativus 1,03
D. melanogaster 0,36 R. sativus 0,95
R. sativus 1,26 S. lycopersicum 2,47
S. lycopersicum 1,96 G. max 2,34
G. max 2,65 Z. mays 6,28
Z. mays 5,67 P. sativum 9,69
P. sativum 9,09 V. faba 28,27
V. faba 27,00 A. cepa 35,37
A. cepa 34,89
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Além dos valores do conteudo de DNA obtidos da comparagdo de uma
espécie padrdo com outra (Tabelas 3 a 13), calculou-se o index para todas as
espécies tomando-se cada uma dessas como um padrao primario de referéncia
(Tabela 14). A partir desses indices calculou-se os valores absolutos de DNA
(Tabela 15). Para esse calculo utilizou-se como DNA de referéncia os valores
descritos por Bennett et al. (2003) para A. thaliana e D. melanogaster, 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 acima. Para essa finalidade, utilizou-se trés
métodos fundamentados em técnicas estatisticas multivariadas: (1)
Componentes Principais; (2) Agrupamento de Otimizacéo pelo método Tocher +
distancia Euclidiana média padronizada e (3) Agrupamento UPGMA + distancia
Euclidiana média padronizada. Os Componentes Principais foram apresentados
juntamente com o método de agrupamento Tocher (Figuras 10,12,14 e 16). A
Tabela 16 descreve abreviaturas para a lista dos laboratérios utilizados nas
analises multivariadas, conforme mencionado no item 3.2.4, acrescido dos
resultados encontrados no presente estudo.

A primeira comparagéao foi realizada com os valores de DNA obtidos e os
valores descritos por Dolezel et al. (1998). Esses autores obtiveram resultados
em quatro laboratdrios diferentes, utilizando P. sativum e A. cepa como padroes
primarios. Os dados do presente estudo foram apresentados como 5°
laboratdrio (Tabela 17). Por essa razao, calculou-se os valores de DNA para
todas as espécies com os mesmos valores de DNA dos padrbées de referéncia
primaria (P. sativum e A. cepa) utilizados pelos referidos autores. Esses valores
sdo 9,09 pg de DNA/ 2C (valor determinado previamente no laboratério 2 com
padrao leucocitos humanos) para P. sativum e 33,5 pg de DNA/2C (Bennett e
Leitch 1997) para A. cepa. Nessas analises excluiu-se S. lycopersicum, uma
vez que Dolezel et al. (1998) ndo apresentaram valores para tal espécie. Os
valores de DNA descritos por Dolezel et al. (1992) também foram utilizados
como referéncia.

Sendo assim, pela associacdo dos métodos estatisticos 1 e 2, os
resultados da primeira comparagao demonstraram que os valores de DNA

obtidos por cada laboratério foi divido em cinco grupos: 1 (L1, L1’, L4, e L4’); 2
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(L3 e L5); 3(L3,L5eL2);4(R1)e 5 (L2) (Figura 10). Quando a distancia entre
os valores de DNA foi apresentada pelo método 3 observou-se que 0s menos
distantes foram aqueles obtidos por L1 e L1’. Os valores que mais distanciaram
em relagdo aos demais foram aqueles obtidos por L2’, L5’ e L3’. Nota-se que os
valores obtidos por L5 apresentou maior proximidade com os valores obtido por
L3, e L5 maior proximidade com L3’ (Figura 11).

A segunda comparagdo foi realizada com os valores de DNA obtidos com
0 padrao primario A. thaliana (0,32 pg de DNA/2C, Bennett et al. 2003) e os
valores calculados por Dolezel et al. (1998) (Tabela 18). Neste caso, analisou-
se apenas os valores obtidos pelos quatro laboratérios quando P. sativum foi
utiizado como padrdao de referéncia primaria. Segundo os referidos autores
houve menos discrepancias nos dados calculados com base nesse padrao
primario. Observou-se, entao, pela associagao dos métodos 1 e 2, a formacéao
de trés grupos: 1 (L1, L2, L3 e R1); 2 (L4) e 3 (L5-1) (Figura 12). Pelo método 3
observou-se que os valores de DNA obtidos por L5-1 apresentaram-se mais
proximos de L3 e mais distante de L4 (Figura 13).

Na terceira comparacido utilizou-se os valores de DNA obtidos por
Dolezel et al. (1998) e os valores obtidos por L5-2 (Tabela 19). Assim como na
segunda comparagao, observou-se a formagao de trés grupos pela associagao
dos métodos 1 e 2: 1 (L2, L3 e R1), 2 (L1 e L4) e 3 (L5-2) (Figura 14). Com o
método 3 foi possivel observar que os valores de DNA obtidos por L5-2 estao
mais proximos daqueles obtidos por L3 e mais distantes de L4. Nota-se ainda
que os valores de DNA obtidos por L2 e L3 foram os que apresentaram maior
proximidade (Figura 15).

Uma quarta comparacao foi realizada com os valores de DNA obtidos
quando A. thaliana, R. sativus, G. max, Z. mays, P. sativum e A. cepa foram
utilizados como padrao primario. Os valores obtidos por Dolezel et al. (1998),
com os padrdes primarios P. sativum e A. cepa foram novamente comparados
(Tabela 20). Evidenciou-se a formagao de trés grupos pelo método 1 e 2: 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 16). Pelo método 3 observou-se que os valores de DNA mais
proximos foram aqueles obtidos por L5-1 e L5-5. L5-7, L5-8 e L5-6 formaram
uma ligagao préxima, porém intermediaria aos outros valores. L5-3 e L5-4 foram

0s que mais distanciaram em relagcdo aos demais (Figura 17).
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Tabela 14 — index médio da quantidade relativa de DNA estimado para as espécies padrdo utilizando-se como referéncia

primaria cada uma dessas espeécies

Padrdes primarios

Espécies A. thaliana D. melanogaster R. sativus S. lycopersicum G. max Z.mays P.sativum V.faba A.cepa
A.thaliana 1,00 0,82 0,31 0,16 0,13 0,05 0,03 0,01 0,008
D. melanogaster 1,22 1,00 0,38 0,19 0,16 0,07 0,04 0,012 0,009
R. sativus 3,20 2,64 1,00 0,50 0,42 0,18 0,10 0,033 0,025
S. lycopersicum 6,23 5,16 1,96 1,00 0,83 0,35 0,20 0,065 0,05
G. max 7,49 6,20 2,34 1,20 1,00 0,42 0,25 0,08 0,06
Z. mays 17,73 14,68 5,56 2,84 2,37 1,00 0,59 0,19 0,14
P. sativum 30,31 25,07 9,51 4,86 4,05 1,71 1,00 0,32 0,24
V. faba 94,17 77,78 29,59 15,10 12,60 5,31 3,11 1,00 0,76
A. cepa 123,35 101,89 38,67 19,78 16,50 6,96 4,07 1,31 1,00
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Tabela 15 — Valores médios da quantidade de DNA 2C em picograma obtidos em seis repeticdes para as espécies padrao

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

PadrBes priméarios

Espécies Bennett et al. Dolezel et al. (1992) DoleZel et al. Dolezel et al. (1998)
(2003) (1994)
1* 2 3 4 6 7 8 9 5 3 5 6 7 8 9
1- A. thaliana 0,32 0.29 0,34 031 029 027 027 0,27 0,32 0,39 03 031 029 0,28 0,27
2- D. melanogaster 0,39 0,36 0,42 0,38 040 036 0,32 0,33 0,39 0,48 042 038 036 034 0,34
3- R. sativus 1,02 0,95 1,11 0,99 1,03 0,91 0,89 0,88 1,05 1,26 1,12 1,00 09 0,91 0,89
4- S.lycopersicum 1,99 1,86 217 1,96 2,00 1,81 1,75 1,73 2,07 2,47 219 197 188 1,78 1,74
5- G. max 239 223 2,60 235 240 227 215 2,09 2,50 2,96 265 238 225 214 210
6- Z. mays 5,67 5,28 6,17 567 572 535 511 4,98 5,92 7,01 6,28 567 536 509 5,01
7- P. sativum 9,69 9,02 10,55 9,52 9,78 9,07 8,61 8,45 10,12 11,99 10,74 9,69 9,09 8,64 8,49
8- V. faba 30,13 28,0 32,84 29,60 30,37 28,20 26,90 26,42 31,50 37,29 33,40 30,13 28,27 27,00 26,52
9- A. cepa 395 36,7 4292 38,78 39,81 36,91 3524 34,76 41,25 48,73 43,75 39,47 37,03 35,37 34,89

* Os numeros referentes aos padrdes primarios estdo de acordo com cada espécie da coluna 1.
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Tabela 16 — Abreviatura dos laboratérios, acrescido dos resultados encontrados
no presente estudo, de acordo com os padrdes primarios, utilizados nas analises

multivariadas

Laboratoérios Padréo primario (DNA/2C)

L1 1- P. sativum (9,09)
L1 2- A. cepa (33,%5)
L2 1
Dolezel et al. (1998) L2’ 2
L3 1
L3 2
L4 1
L4’ 2
Dolezel et al. (1992) R1 -
LS 1- P. sativum (9,09)
L5’ 2- A. cepa (33,5)
L5-1 A. thaliana (0,32)
L5-2 D. melanogaster (0,36)
Presente estudo L5-3 R. sativus (1,26)
L5-4 G. max (2,65)
L5-5 Z. mays (5,67)
L5-6 P. sativum (9,09)
L5-7 V. faba (27,00)
L5-8 A. cepa (34,89)
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Tabela 17 — Valores de DNA/2C, calculados com base nos padrdes primarios
descritos na tabela 16, obtidos por diferentes laboratérios para sete espécies

padrao. Esses valores foram submetidos a primeira analise multivariada.

L Espécies
Laboratérios
A.thaliana R.sativus G.max Z.mays P.sativum V.faba A.cepa
1 0,43 1,38 2,72 5,81 9,09 26,22 33,71
L2 0,34 1,13 2,44 5,54 9,09 27,75 35,76
L3 0,34 1,08 2,33 5,33 9,09 27,92 37,13
L4 0,43 1,44 3,10 5,98 9,09 26,11 32,97
L1 0,42 1,37 2,71 5,77 9,03 26,06 33,50
L2' 0,32 1,06 2,29 5,19 8,52 26,00 33,50
L3 0,31 0,98 2,10 4,81 8,20 25,19 33,50
L4' 0,44 1,46 3,15 6,08 9,24 26,53 33,50
L5 0,29 0,96 2,25 5,36 9,09 28,27 37,03
L5 0,27 0,86 2,02 4,81 8,16 25,50 33,50
R1 0,32 1,11 2,50 5,72 9,07 26,90 34,76
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Figura 10 — Dispersao grafica dos dois primeiros Componentes Principais dos 11
laboratérios avaliados, conforme descricdo da tabela 17. Os valores foram
agrupados pelo método de Tocher utilizando distancia Euclidiana média

padronizada.
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Method of Grouping : Average linkage between Groups(UPGMA)
L1
i —
L4
w — "
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L2
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Ls' ! |
L2 |

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
0 A6 X ] K] 66 82 99 1.16 1.32 1.49 1.65

Figura 11 — Dendrograma resultante da analise de 11 laboratérios, conforme
descrigao da tabela 17, obtido pelo método de agrupamento UPGMA e utilizando

a distancia Euclidiana média padronizada.

Tabela 18 — Valores de DNA/2C calculados com base nos padrées primarios
descritos na tabela 16, obtidos por diferentes laboratérios para sete espécies

padréo. Esses valores foram submetidos a segunda analise multivariada.

- Espécies
Laboratorios
A.thaliana R.sativus G.max Z.mays P.sativum V.faba A.cepa
L1 0,43 1,38 2,72 5,81 9,09 26,22 33,71
L2 0,34 1,13 2,44 5,54 9,09 27,75 35,76
L3 0,34 1,08 2,33 5,33 9,09 27,92 37,13
L4 0,43 1,44 3,10 5,98 9,09 26,11 32,97
L5-1 0,32 1,02 2,39 5,67 9,69 30,13 39,5
R1 0,32 1,11 2,50 5,72 9,07 26,90 34,76
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Figura 12 — Dispersao grafica dos dois primeiros Componentes Principais dos seis

laboratérios avaliados, conforme descricdo da tabela 18. Os valores foram

agrupados pelo método de Tocher utilizando distancia Euclidiana média

padronizada.

Method of Grouping : Average linkage between Groups{UPGMA)
L2
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Figura 13 — Dendrograma resultante da analise de seis laboratérios, conforme

descrigao da tabela 18, obtido pelo método de agrupamento UPGMA e utilizando

a distancia Euclidiana média padronizada.
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Tabela 19 — Valores de DNA/2C calculados com base nos padrées primarios
descritos na tabela 16, obtidos por diferentes laboratérios para sete espécies

padrao. Esses valores foram submetidos a terceira analise multivariada.

- Espécies
Laboratorios
A.thaliana R.sativus G.max Z.mays P.sativum V.faba A.cepa
L1 0,43 1,38 2,72 5,81 9,09 26,22 33,71
L2 0,34 1,13 2,44 5,54 9,09 27,75 35,76
L3 0,34 1,08 2,33 5,33 9,09 27,92 37,13
L4 0,43 1,44 3,10 5,98 9,09 26,11 32,97
L5-2 0,29 0,95 2,23 5,28 9,02 28,00 36,7
R1 0,32 1,11 2,50 5,72 9,07 26,90 34,76
294.5
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Figura 14 — Dispersao grafica dos dois primeiros Componentes Principais dos seis
laboratdrios avaliados, conforme descricdo da tabela 19. Os valores foram

agrupados pelo método de Tocher utilizando distancia Euclidiana meédia
padronizada.
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Method of Grouping : Average linkage between Groups(UPGMA)
L2 1
L3 J |
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0 A6 33 5 &7 84 1 147 1.34 1.51 1.68
Figura 15 — Dendrograma resultante da analise de seis laboratorios, conforme
descrigao da tabela 19, obtido pelo método de agrupamento UPGMA e utilizando

a distancia Euclidiana média padronizada.

Tabela 20 — Valores de DNA/2C calculados com base nos padrdes primarios
descritos na tabela 16, obtidos por diferentes laboratérios para sete espécies

padrao. Esses valores foram submetidos a quarta analise multivariada

. Espécies
Laboratorios
A.thaliana R.sativus G.max Z.mays P.sativum V.faba A.cepa
L1 0,43 1,38 2,72 5,81 9,09 26,22 33,71
L2 0,34 1,13 2,44 5,54 9,09 27,75 35,76
L3 0,34 1,08 2,33 5,33 9,09 27,92 37,13
L4 0,43 1,44 3,10 5,98 9,09 26,11 32,97
L1 0,42 1,37 2,71 577 9,03 26,06 33,50
L2' 0,32 1,06 2,29 5,19 8,52 26,00 33,50
L3 0,31 0,98 2,10 4,81 8,20 25,19 33,50
L4' 0,44 1,46 3,15 6,08 9,24 26,53 33,50
L5-1 0,32 1,02 2,39 5,67 9,69 30,13 39,5
L5-3 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
L5-5 0,31 1,00 2,38 5,67 9,69 30,13 39,47
L5-6 0,29 0,96 2,25 5,36 9,09 28,27 37,03
L5-7 0,28 0,91 2,14 5,09 8,64 27,00 35,37
L5-8 0,27 0,89 2,10 5,01 8,49 26,52 34,89
R1 0,32 1,11 2,50 5,72 9,07 26,90 34,76

45



25

1.5 o

1.5

Ccp2
-2.5 -

-3.5 —

-6.5

-1.5

18 19 20 21 22 23 24 25
CP1

26

27

28

Figura 16 — Dispersao grafica dos dois primeiros Componentes Principais dos 16

laboratérios avaliados, conforme descricdo da tabela 20. Os valores foram

agrupados pelo método de Tocher utilizando distancia Euclidiana média

padronizada.
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Figura 17 — Dendrograma resultante da analise de 16 laboratorios, conforme

descrigao da tabela 20, obtido pelo método de agrupamento UPGMA e utilizando

a distancia Euclidiana média padronizada.
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Os valores médios de DNA nuclear obtidos para cada espécie utilizando
diferentes padrbes primarios foram estatisticamente comparados pelo teste de
Dunnett. O resultado do teste encontra-se na tabela 21. Os valores de DNA
mensurados com os padrbes primarios D. melanogaster e R. sativus
proporcionaram o maior numero de diferengas comparando-se com os valores de
DNA de referéncia. Quando se utilizou D. melanogaster, apenas V. faba e A. cepa
apresentaram valores estatisticamente iguais aos valores de DNA de referéncia.
Quando R. sativus foi utilizado, apenas os valores de A. thaliana e G. max foram
iguais a referéncia.

Os padrdées primarios A. thaliana, S. lycopersicum e P. sativum
proporcionaram valores de DNA estatisticamente iguais aos valores de referéncia
para a maioria das espécies. Utilizando esses padrbées primarios apenas o0s
valores de R. sativus diferiram estatisticamente. Os resultados evidenciaram
também, que as espécies que possuem o conteudo de DNA mais elevado, como
V. faba e A. cepa, proporcionaram valores de DNA estatisticamente diferentes

apenas para R. sativus e G. max.

Tabela 21 — Resultado do teste de Dunnett aplicado as diferentes médias de
conteudo de DNA para as espécies padrao quando cada uma dessas foi utilizada

como padrao primario.

Espécies Padrdes primarios

(DNA referéncia/pg) * 2 3 4 5 6 7 8 9
1- A. thaliana (0,32) - X
2- D. melanogaster (0,36) - X
3- R. sativus (1,26) X X - X X X X X
4- S. lycopersicum (1,96) X X - X
5- G. max (2,65) X - X X
6- Z. mays (5,67) X X -
7- P. sativum (9,09) X X -
8- V. faba (27) X X -
9- A. cepa (34,89) X X -

* Os numeros referentes aos padrdes primarios estdo de acordo com cada espécie da coluna 1.
*ox representa valores de DNA que diferiram estatisticamente do valor de referéncia pelo teste de Dunnett
(P< 0,05).

47



4.2 — Citometria de imagem

As laminas preparadas com as raizes obtidas das plantas padrao
apresentaram nucleos intactos e adequados para analises. A maceracao
enzimatica e a fragmentacdo dessas raizes pela técnica de dissociacdo celular
com secagem ao ar foram fundamentais para obtencao desses resultados.

A fixagcdo das laminas em formaldeido 4%, a hidrolise em HCI 5 M por 45
min, a 25 °C, e a coloragdo citoquimica pela reagcéo de Feulgen por 14 h, a 4 °C,
possibilitaram a obtencédo dos nucleos estequiometricamente corados (Figuras 18
a 24).

Os nucleos corados e capturados em objetiva de 40 X foram segmentados
digitalmente. Dez nucleos em préfase e dez em teléfase de cada planta, por
lamina, foram selecionados visualmente e mensurados (Figuras 18 a 24). A
densidade 6ptica integrada (DOI) nuclear foi calculada pelo programa Image Pro-
Plus® 6.1. As médias para as duas classes de nucleos foram calculadas como 2C
(telofase) e 4C (profase). As DOls dos dez nucleos em préfase e teléfase foram,
entdo, obtidas e a média foi apresentada nas tabelas 22 a 28.

A partir do conteudo 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, P.
sativum, V. faba e A. cepa, as unidades de DOI foram convertidas em picogramas
de DNA (Tabelas 22 a 28). Nessas analises, D. melanogaster nao foi utilizada
como padrao de referéncia, uma vez que apresentou resultados discrepantes com
relagao as plantas analisadas por CF.

Em todas as analises os CVs ficaram abaixo de 4,97% (Tabelas 22 a 28).
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%; Z.
mays e P. sativum, o menor 2,83% e o maior 4,86%; P. sativum e V. faba, o
menor 2,11% e o maior 4,53% e V. faba e A. cepa, o menor 1,67% e o maior
4,85%.
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As médias obtidas da razao entre os valores da DOI para os nucleos 4C e
2C em cada lamina ficou entre 1,99 e 2,36 (Tabelas 22 a 28). As razbes entre os
valores do conteudo de DNA das profases e teléfases, obtidas para as plantas
que tiveram seu genoma mensurado, apresentaram proporgdo préxima de 2:1
(Tabelas 22 a 28). Para R. sativus a razao profase/teléfase foi de 2,05:1,
representando 2,5% a mais no valor de DNA obtido nos nucleos em préfase. Para
S. lycopersicum a razao foi de 2,04:1 (2% de DNA a mais no valor obtido em
profase). Para G. max 2,02:1 (1%); para Z. mays 2,01:1 (0,5%); para P. sativum
2,04:1 (2%); para V. faba 2,07:1 (3,5%) e para A. cepa 2,02:1 (1%).

Os conteudos 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 (Tabela 29).
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Figura 18 — Nucleos de A. thaliana e R. sativus obtidos paralelamente em uma
mesma lamina, hidrolisados com HCI 5 M por 45 min e corados por 14 h no
reativo de Schiff. (a) A. thaliana em profase (P) e teléfase (T) e (b) R. sativus em

préfase (P) e teldfase (T). Barra =10 ym.

Tabela 22 — Valores médios de densidade optica integrada (DOI), coeficiente de
variagao (CV) e DNA 2C e 4C obtidos por ClI referente a figura 18.

A. thaliana R. sativus
Profase Telofase Profase Telofase
Lamina DOl CV(%) DOl CV(%) DOI CV(%) DOl CV(%)
médio médio médio médio
I 41,9 47 19,2 3,0 147.,4 2,2 66,7 2,8
1 54,6 2,8 26,3 45 2025 2,6 94,3 41
1l 87,8 2,7 428 4.3 307.,4 2,2 146,2 3,7
Médias 4C/2C Médias 4C/2C
I 2,18 2,21
1 2,08 2,15
1l 2,05 2,10
DNA/4AC DNA/2C Razao DNA/4AC DNA/2C Razao
4C/2C 4C/2C
| 0,64 0,32 2,00 2,25 1,11 2,03
1 0,64 0,32 2,00 2,38 1,15 2,07
11l 0,64 0,32 2,00 2,24 1,09 2,05
Média 0,64 0,32 2,00 2,29 1,12 2,05
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Figura 19 — Nucleos de R. sativus e S. lycopersicum obtidos paralelamente em
uma mesma lamina, hidrolisados com HCI 5 M por 45 min e corados por 14 h no
reativo de Schiff. (a) R. sativus em préfase (P) e telofase (T) e (b) S. lycopersicum

em profase (P) e telofase (T). Barra = 10 ym.

Tabela 23 — Valores médios de densidade optica integrada (DOI), coeficiente de
variagdo (CV) e DNA 2C e 4C obtidos por ClI referente a figura 19.

R. sativus S. lycopersicum
Profase Telofase Profase Telofase
Lamina DOl CV(%) DOl CV(%) DOI CV(%) DOl CV(%)
médio médio médio médio

I 7783 445 3642 3,83 138,75 4,07 63,74 4,29
Il 70,74 3,59 31,57 4,42 128,87 2,67 57,98 3,92
I 85,34 3,17 37,90 2,70 148,26 2,42 62,85 3,81

Medias 4C/2C Médias 4C/2C
I 2,14 2,18
Il 2,24 2,22
I 2,25 2,36
DNA/AC DNA/2C  Razéo DNA/AC  DNA/2C Razéo
4C/2C 4C/2C
I 2,52 1,26 2,00 4,49 2,21 2,04
Il 2,52 1,26 2,00 4,59 2,31 1,98
I 2,52 1,26 2,00 4,38 2,09 2,10
Média 2,52 1,26 2,00 4,49 2,20 2,04
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Figura 20 — Nucleos de S. lycopersicum e G. max obtidos paralelamente em uma
mesma lamina, hidrolisados com HCI 5 M por 45 min e corados por 14 h no
reativo de Schiff. (a) S. lycopersicum em préfase (P) e teléfase (T) e (b) G. max

em profase (P) e telofase (T). Barra = 10 ym.

Tabela 24 — Valores médios de densidade 6ptica integrada (DOI), coeficiente de
variacao (CV) e DNA 2C e 4C obtidos por ClI referente a figura 20.

S. lycopersicum G. max
Profase Telofase Profase Telofase
Lamina DOI CV(%) DOl CV(%) DOI CV(%) DOl CV(%)
médio médio médio médio

I 76,30 2,53 36,81 442 96,85 2,95 4648 4,39
Il 65,13 4,02 29,96 4,75 87,68 2,31 40,10 3,35
I 7424 2,66 36,52 4,14 91,47 452 4427 4,97

Médias 4C/2C Médias 4C/2C
I 2,07 2,08
Il 2,17 2,19
I 2,03 2,07
DNA/AC DNA/2C  Razéo DNA/AC  DNA/2C Razéo
4C/2C 4C/2C
I 3,92 1,96 2,00 4,98 2,47 2,01
Il 3,92 1,96 2,00 5,28 2,62 2,01
I 3,92 1,96 2,00 4,83 2,38 2,03
Méedia 3,92 1,96 2,00 5,03 2,49 2,02
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Figura 21 — Nucleos de G. max e Z. mays obtidos paralelamente em uma mesma

ldmina, hidrolisados com HCI 5 M por 45 min e corados por 14 h no reativo de

Schiff. (a) G. max em profase (P) e teléfase (T) e (b) Z. mays em préfase (P) e

telofase (T). Barra = 10 um.

Tabela 25 — Valores médios de densidade 6ptica integrada (DOI), coeficiente de
variacao (CV) e DNA 2C e 4C obtidos por ClI referente a figura 21.

G. max Z. mays
Profase Telofase Profase Telofase
Lamina DOI CV(%) DOl CV(%) DOI CV(%) DOl CV(%)
médio médio médio médio
I 88,80 463 4117 3,19 188,28 2,53 86,56 4,14
1 89,86 436 41,94 3,17 192,27 2,88 90,10 4,41
" 102,59 3,80 49,10 3,98 219,19 446 103,83 2,35
Médias 4C/2C Médias 4C/2C
I 2,16 2,18
1 2,14 2,13
1l 2,09 2,11
DNA/4AC DNA/2C Razao DNA/4AC DNA/2C Razao
4C/2C 4C/2C
I 5,30 2,65 2,00 11,24 5,57 2,02
1 5,30 2,65 2,00 11,34 5,69 1,99
" 5,30 2,65 2,00 11,32 5,60 2,02
Média 5,30 2,65 2,00 11,30 5,62 2,01
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Figura 22 — Nucleos de Z. mays e P. sativum obtidos paralelamente em uma
mesma lamina, hidrolisados com HCI 5 M por 45 min e corados por 14 h no
reativo de Schiff. (a) Z. mays em préfase (P) e telofase (T) e (b) P. sativum em

préfase (P) e teldfase (T). Barra =10 ym.

Tabela 26 — Valores médios de densidade optica integrada (DOI), coeficiente de
variagédo (CV) e DNA 2C e 4C obtidos por ClI referente a figura 22.

Z. mays P. sativum
Profase Telofase Profase Telofase
Lamina DOl CV(%) DOl CV(%) DOl  CV(%) DOl CV(%)
médio médio médio médio

I 108,61 4,34 5245 4,18 187,48 4,54 86,38 2,93
Il 282,95 2,83 133,34 3,19 45413 311 221,11 3,24
I 350,25 3,50 167,55 3,25 591,73 3,04 272,54 4,86

Medias 4C/2C Médias 4C/2C
I 2,07 217
Il 2,12 2,05
I 2,09 217
DNA/4AC DNA/2C  Razéo DNA/AC  DNA/2C Razéo
4C/2C 4C/2C
I 11,34 5,67 2,00 19,57 9,34 2,10
Il 11,34 5,67 2,00 18,20 9,40 1,94
I 11,34 5,67 2,00 19,16 9,22 2,08
Média 11,34 5,67 2,00 18,98 9,32 2,04
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Figura 23 — Nucleos de P. sativum e V. faba obtidos paralelamente em uma
mesma lamina, hidrolisados com HCI 5 M por 45 min e corados por 14 h no
reativo de Schiff. (a) P. sativum em profase (P) e teléfase (T) e (b) V. faba em

profase (P) e teldfase (T). Barra =10 pym.

Tabela 27 — Valores médios de densidade 6ptica integrada (DOI), coeficiente de
variacao (CV) e DNA 2C e 4C obtidos por ClI referente a figura 23.

P. sativum V. faba
Profase Telofase Profase Telofase
Lamina DOI CV(%) DOl CV(%) DOl CV(%) DOI CV(%)
médio médio médio médio

I 164,58 2,11 82,84 3,82 496,46 3,57 233,56 3,30
Il 173,54 4,05 83,70 3,63 505,94 2,87 247,24 4,53
I 215,81 4,46 104,94 3,68 671,59 3,26 310,65 3,03

Médias 4C/2C Médias 4C/2C
I 1,99 2,13
Il 2,07 2,05
I 2,06 2,16
DNA/4AC DNA/2C  Razéo DNA/AC  DNA/2C Razéo
4C/2C 4C/2C
I 18,18 9,09 2,00 54,84 25,63 2,14
Il 18,18 9,09 2,00 53,00 26,85 1,97
I 18,18 9,09 2,00 56,57 26,91 2,10
Méedia 18,18 9,09 2,00 54,80 26,46 2,07
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Figura 24 — Nucleos de V. faba e A. cepa obtidos paralelamente em uma mesma
lamina, hidrolisados com HCI 5 M por 45 min e corados por 14 h no reativo de
Schiff. (a) V. faba em profase (P) e telofase (T) e (b) A. cepa em profase (P) e
telofase (T). Barra = 10 um.

Tabela 28 — Valores médios de densidade 6ptica integrada (DOI), coeficiente de
variacao (CV) e DNA 2C e 4C obtidos por ClI referente a figura 24.

V. faba A. cepa
Profase Telofase Préfase Telofase
Lamina DOI CV(%) DOl CV(%) DOl CV(%) DOI CV(%)
médio médio médio médio
I 493,05 4,31 245,04 4,46 664,38 2,75 324,30 3,49
1 513,85 4,40 250,51 1,67 71263 412 33540 2,80
1l 480,79 2,15 227,69 4,85 634,91 3,563 306,29 2,84
Médias 4C/2C Médias 4C/2C
I 2,01 2,05
1 2,05 2,12
1l 2,11 2,07
DNA/4AC DNA/2C Razao DNA/AC DNA/2C Razao
4C/2C 4C/2C
I 54,00 27,00 2,00 72,76 35,73 2,04
1 54,00 27,00 2,00 74,89 36,15 2,07
" 54,00 27,00 2,00 71,31 36,32 1,96
Média 54,00 27,00 2,00 72,97 36,06 2,02
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Tabela 29 — Conteudo de DNA nuclear obtido de profases (4C) e teléfases (2C) e
valor médio de DNA 2C, em picogramas, obtido por citometria de imagem para as

espécies padrao.

DNA da amostra

Padra(A) . Amostra
(DNA referéncia) 2C  4C__ 4C/2 Média 2C + 4C/2

A. thaliana (0,32)* R. sativus 1,12 2,29 1,15 1,13
R. sativus (1,26)* A. thaliana 0,36 0,70 0,35 0,36
R. sativus (1,26)* S. lycopersicum 2,20 4,49 2,25 2,22
S. lycopersicum (1,96)*  G. max 2,49 5,03 2,52 2,51
G. max (2,65)* Z. mays 5,62 11,30 5,65 5,64
Z. mays (5,67)* P. sativum 9,32 18,98 9,49 9,41
P. sativum (9,09)* V. faba 26,46 54,80 27,40 26,93
V. faba (27,00)* A. cepa 36,06 72,97 36,49 36,28
A. cepa (34,89)*

Valores de DNA 2C descritos por: “DoleZel et al. (1992), *Dolezel et al. (1998) e *Bennett et al. (2003).
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Os valores médios de DNA 2C obtidos por Cl para R. sativus, S.
lycopersicum, G. max, Z. mays, P. sativum, V. faba e A. cepa (Tabela 29) foram
estatisticamente comparados com os valores determinados pela CF (Tabela 13).
A. thaliana foi utilizada como padrao para determinar o valor de DNA da espécie
R. sativus e nao teve seu conteudo de DNA comparado nesta analise. Sendo
assim, utilizou-se a analise de regressado polinomial e observou-se uma estreita
relacdo linear entre os resultados obtidos pelas duas metodologias. Um
coeficiente de determinacdo R? = 99,74% e de correlacdo r = 99,8% pdde ser

observado (Figura 25).

W=-0.23 + 1003 F?=09.74%

Cl

Figura 25 — Relagdo 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 Cl. Os valores foram obtidos das tabelas 13 e 29.
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Os valores de conteudo de DNA nuclear obtidos da comparacao entre os
pares de espécies padrao, por Cl, apresentou forte correlagcdo com os valores
obtidos pela CF. Porém, nas analises seguintes, realizadas com os dados da CF,
observou-se que os conteudos de DNA diferiram dos conteudos descritos
previamente na literatura quando diferentes plantas foram empregadas como
padrao primario. Realizou-se, entdo, o teste de Dunnett para determinar qual seria
a espécie padrao mais adequada para ser aplicada como padrao primario. Em
seguida, testou-se mais uma metodologia, a Cl, a fim de confirmar esses dados.
Realizou-se, entdo, o teste de Dunnett com os valores de conteudo de DNA
obtidos pela Cl, quando cada planta padrao foi utilizada como padrao primario. Os
valores de DNA obtidos de trés laminas para cada espécie foram utilizados e
contabilizou-se tanto os valores de DNA dos nucleos profasicos (divididos por
dois) quanto os telofasicos, totalizando seis repeticdes. Os valores médios de
DNA nuclear encontram-se na tabela 30 e o resultado do teste encontra-se na
tabela 31.

Os valores de DNA mensurados com o padrdo primario R. sativus
proporcionou o maior numero de diferencas comparando-se com os valores de
DNA de referéncia. Quando esta espécie foi utilizada, apenas os valores de A.
thaliana foram iguais.

O padrao primario G. max proporcionou valores de DNA estatisticamente
iguais aos valores de referéncia para a maioria das espécies, apresentando
diferencas apenas para R. sativus e A. cepa. As outras espécies utilizadas como
padrao primario proporcionaram resultados diferentes para trés espécies e iguais
para quatro. Analisando as linhas da Tabela 31, nota-se que os valores obtidos
com todos os padrdes primarios foram estatisticamente diferentes dos valores da
literatura descrito para R. sativus, seguido por Z. mays.

A tabela 32 apresenta os valores de DNA obtidos com A. thaliana pela CF
e Cl.
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Tabela 30 — Valores médios de DNA 2C, em picograma, obtidos de seis

repeticdes para as espécies padrdo quando cada uma dessas foi utilizada como

padrao primario.

Espécies Padrbes primarios

(DNA referéncia/pq) 1* 2 3 4 5 6 7 8
1- A. thaliana (0,32) 032 031 030 033 033 0,31 0,31 0,31
2- R. sativus (1,26) 1,13 126 1,10 119 119 113 113 1,13
3- S. lycopersicum (1,96) 1,99 222 196 210 2,10 2,00 2,00 2,00
4- G. max (2,65) 254 283 250 265 270 260 260 250
5- Z. mays (5,67) 540 6,02 5,32 564 567 550 550 5,30
6- P. sativum (9,09) 896 998 882 935 940 9,09 910 8,80
7- V. faba (27,00) 26,55 29,57 26,13 27,70 27,85 26,93 27,00 26,00
8- A. cepa (34,89) 35,68 39,73 35,11 37,22 37,42 36,19 36,28 34,89

Os numeros referentes aos padrdes primarios estdo de acordo com cada espécie da coluna 1.

Tabela 31 — Resultado do teste de Dunnett aplicado as diferentes médias de
conteudo de DNA obtidas por Cl para as espécies padrao quando cada uma

dessas foi utilizada como padrao primario.

Espécies Padrdes primarios

(DNA referéncia/pq) 1* 2 3 4 5 6 7 8
1- A. thaliana (0,32) -
2- R. sativus (1,26) X - X X X X X X
3- S. lycopersicum (1,96) X - X
4- G. max (2,65) X X X - X
5- Z. mays (5,67) X X X - X X X
6- P. sativum (9,09) X -
7- V. faba (27,00) X -
8- A. cepa (34,89) X X X X X -

Os numeros referentes aos padrdes primarios estdo de acordo com cada espécie da coluna 1.
*ox representa valores de DNA que diferiram estatisticamente do valor de referéncia pelo teste de Dunnett
(P< 0,05).
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Tabela 32 — Conteudo médio de DNA nuclear obtido por citometria de fluxo (CF) e

imagem (Cl) para sete espécies padrdo, utilizando A. thaliana como padréao

primario.
Conteudo de DNA
Especies CE Cl DNA médio

Profase  Teléfase Média (desvio padréo)
R. sativus 1,02 1,14 1,12 1,13 1,07 (£ 0,077)
S. lycopersicum 1,99 1,97 2,01 1,99 1,99 (£ 0,000)
G. max 2,39 2,53 2,55 2,54 2,46 (£ 0,106)
Z. mays 5,67 5,39 5,41 5,40 5,53 (+ 0,190)
P. sativum 9,69 8,87 9,04 8,96 9,32 (£ 0,516)
V. faba 30,13 26,09 27,01 26,55 28,34 (+2,531)
A. cepa 39,5 35,47 35,88 35,68 37,59 (+2,701)
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5 — DISCUSSAO

5.1 — Citometria de fluxo

Nucleos em Go/G4 de seis repeticdes, corados com IP, apresentaram picos
nos histogramas com CVs variando de 1,07 a 4,46% (Tabelas 3 a 12). Esses
resultados demonstram que a metodologia para realizagao da CF foi adequada e
gerou populagdes nucleares integras e em quantidades suficientes para analise.
Dolezel e Barto$S (2005) relataram que CVs abaixo de 5% s&o aceitaveis para
quantificacdes de DNA por CF.

Os CVs foram obtidos de suspensdes nucleares mantidas em tampao de
extracdo OTTO-I por 10 min e em tampao de coloracdo OTTO-Il por 30 min. O
OTTO | é constituido por compostos que facilitam a obtencido de CVs baixos
como Tween 20, um detergente ndo ibnico que facilita a liberagcao e fragmentagéao
da membrana plasmatica e o acido citrico, utilizado como estabilizador da
cromatina (Dolezel e Barto§ 2005, Loureiro et al. 2006a). Esses compostos
associados ao procedimento de fragmentacédo das folhas (Galbraith et al. 1983),
promoveram suspensdes contendo nucleos sem citoplasma, sem fragmentos
celulares (Loureiro et al. 2007) e estequioquimicamente corados (Dolezel e Barto$
2005). Além disso, o antioxidante ditiotreitol foi incorporado aos tampdes de
extragdo e coloragdo, com objetivo de minimizar a interferéncia de metabdlitos
secundarios armazenados no vacuolo na acessibilidade do IP ao DNA, e assim
contribuir para a obtengao de histogramas com CVs baixos.

Em plantas, os tampdes mais usados para CF sao Galbraith’s (Galbraith et
al. 1983), LBO1 (Dolezel et al. 1992), OTTO (Otto 1990, Dolezel e Gohde 1995) e
Tris.MgCl, (Pfosser et al. 1995). No presente estudo utilizou-se apenas os
tampdes OTTO em virtude da presenca dos componentes mencionados acima.

Com a presenca do acido citrico, a estrutura da cromatina da amostra e do
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padrdo apresenta-se mais uniforme, minimizando diferengas na intensidade de
coloragdo, resultando em histogramas com baixo CV (Dolezel e Bartos 2005;
Loureiro et al. 2006a). Este fato tem sido observado em nossa rotina de
laboratério (Carvalho et al. 2008, Rosado et al. 2009) e foi confirmado por essas
analises.

Além da constituicdo dos tampdes, o procedimento descrito por Otto (1990)
ocorre em duas etapas, com a centrifugacdo da suspensao nuclear e o descarte
do sobrenadante entre elas. Este procedimento diminui a quantidade de
fragmentos nao nucleares e metabdlitos secundarios presente na amostra (Noirot
et al. 2000).

No presente estudo utilizou-se o fluorocromo intercalante IP. Diferentes
corantes nao intercalantes, GC ou AT especificos, podem resultar em diferentes
valores de medidas do tamanho gendémico, dependendo da proporgédo AT/CG de
cada planta. Dolezel et al. (1992) demonstraram que o uso de fluorocromos que
se ligam preferencialmente as bases AT ou GC podem causar erros de até 100%
nas medidas. Estes autores questionaram a confianca desses fluorocromos e
recomendaram o uso de corantes intercalantes em quantificagdes absolutas do
conteudo de DNA. Para Dolezel e Barto$ (2005), como a maioria das espécies de
plantas ndo possui a composicdo de bases conhecida e como o padrao
provavelmente ndo tera a mesma proporcdo da amostra analisada, ndo é
recomendavel o uso dos fluorocromos base-especificos.

O tipo de luz empregada para analisar a fluorescéncia do DNA corado pode
ser outra variante encontrada nos trabalhos que determinam a quantidade de
DNA nuclear. No presente trabalho utilizou-se citbmetro com fonte a laser.
Segundo Dolezel et al. (1998), comparag¢des entre quatro laboratérios, dois
usando fonte a laser e dois usando fonte de luz HBO para excitagao do IP e DAPI,
mostraram diferengas significativas entre ambas as fontes. As estimativas do
conteudo de DNA com citbmetros a laser foram maiores dos que os obtidos com
citbmetros com luz HBO ou com os dados obtidos pela Cl. Portanto, o uso
inadequado da fonte de luz pode causar variagdes nas leituras dos picos nos
histogramas.

Como mostrado na Tabela 1, os conteudos de DNA dos padrdes utilizados

neste trabalho tem sido apresentados na literatura com valores distintos. Visto

63



que as plantas utilizadas sao de procedéncia do mesmo laboratério, no qual
também foram feitos trabalhos de quantificacdo de DNA das mesmas, as
referéncias escolhidas para os calculos realizados no presente estudo foram as
publicadas por Dolezel et al. (1992), Dolezel et al. (1994) e Dolezel et al. (1998).

Nas primeiras analises realizadas observou-se que a quantidade de DNA
obtida para os padrbes, com excegao de A. thaliana, R. sativus e G. max, foi
maior que a quantidade previamente descrita (Tabela 13). Esse fato demonstra
que o conteudo de DNA desses padrdes ndo esta calibrado, como mencionado
por Bennett e Leitch (2005). Os valores de DNA obtidos deveriam ser iguais aos
valores descritos por Dolezel et al. (1992) para S. lycopersicum, e por Dolezel et
al. (1998) para R. sativus, G. max, Z. mays, P. sativum, V. faba e A. cepa, uma
vez que a variedade é a mesma para todas as espécies utilizadas.

Apesar de serem padrbes que possuem o DNA sequenciado, as
comparagoes realizadas entre A. thaliana e D. melanogaster também
apresentaram valores diferentes dos previamente descritos. De acordo com
Johnston et al. (1999), as diferengas estruturais entre células vegetais e animais
fazem dessas uma comparagao inapropriada, pois podem demonstrar diferencas
na permeabilidade ao corante. Dolezel e Barto$ (2005) também mencionaram que
os valores estimados por CF sdo mais acurados quando a estrutura da cromatina
da amostra e do padrao € similar, pois reagem uniformemente aos fatores que
interferem na acessibilidade do corante ao DNA.

Ao comparar o conteudo de DNA calculado quando cada espécie foi
aplicada como um padrao primario, observou-se que nao existiu concordancia
entre os resultados e os valores descritos previamente (Tabela 15). De acordo
com Dolezel e Bartos (2005), os diferentes padrdes primarios utilizados podem
levar a essa fonte de variagao. Os valores de referéncia foram obtidos por Dolezel
et al. (1992) e Dolezel et al. (1998), que utilizaram leucécitos humanos como
padrao primario. Ao determinar o conteudo de DNA das plantas padrées o
genoma humano ainda ndo havia sido completamente sequenciado e, dessa
forma, os autores podem ter utilizado valores subestimados para a quantificacéo.
Na pesquisa realizada por Dolezel et al. (1998), os leucécitos humanos foram

utilizados para calibrar P. sativum, que foi diretamente utilizada para calibrar todas
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as outras espécies padrdo. Além disso, os autores utilizaram também A. cepa
como padrao primario, para comparagao.

Os valores de conteudo de DNA observados no presente estudo nao foram
0os mesmos daqueles obtidos por Dolezel et al. (1992) e Dolezel et al. (1998).
Sendo assim, para saber a proximidade dos valores encontrados e os obtidos
pelos referidos autores, realizou-se uma analise multivariada. Essas comparacgdes
foram obtidas por meio do método de Componentes Principais, agrupamento de
otimizacdo pelo método Tocher com distancia Euclidiana média padronizada e
agrupamento UPGMA também com distancia Euclidiana média padronizada.
Segundo Godinho et al. (2006), o objetivo principal da analise de componentes
principais € a obtencdo de um pequeno numero de combinagdes lineares
(componentes principais) de um conjunto de variaveis, que retenham o maximo
possivel da informagdo contida nas varidveis originais. J& os métodos de
agrupamento tém por finalidade separar um grupo original de observagdes em
varios subgrupos, de forma a obter homogeneidade dentro e heterogeneidade
entre os subgrupos (Bertan et al. 2006).

Na primeira comparacgao, realizada conforme a tabela 17, observou-se que
os valores de conteudo de DNA que formaram o grupo 1 (Figura 10), foram
obtidos pelos laboratérios de Dolezel et al. (1998) que fizeram analises em
citbmetros de fluxo com fonte a laser. Além disso, L1 e L1’ utilizaram padrdes
primarios diferentes (P. sativum ou A. cepa), porém o mesmo tampao, Mg?*
descrito por Galbraith et al. (1983), para o isolamento de nucleos. O mesmo foi
observado para L4 e L4’, porém utilizaram o tampao LB0O1 descrito por Dolezel et
al. (1989). Dentre esses quatro laboratérios, observou-se que os dados mais
préoximos foram obtidos por L1 e L1’ (Figura 11), demonstrando que o tampao
utiizado pode ser um fator determinante para semelhancas entre diferentes
analises.

O grupo 2 foi formado com os dados obtidos por L3’ de Dolezel et al.
(1998) e os dados obtidos por L5, do presente estudo. Além de aplicar o mesmo
padrao primario, os dois laboratérios realizaram o procedimento de extragao e
coloragdo dos nucleos em dois passos. Porém, L3’ utilizou o procedimento
descrito por Baranyi e Greilhuber (1996), que n&o envolve a centrifugacéo entre

as duas etapas. O grupo 3 foi formado pelos dados obtidos por L2, L3 e L5, que
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foram agrupados, possivelmente, em virtude do mesmo padrdo primario, P.
sativum. No entanto, a fonte de luz do citbmetro de fluxo foi diferente para o L5,
assim como os tampdes utilizados pelos trés laboratérios. Pelo método UPGMA,
nota-se uma aproximagao maior entre L3 e L5, provavelmente pelo emprego da
metodologia em dois passos para obtencdo da suspensao nuclear. O grupo 4 foi
formado pelos valores de DNA obtidos por Dolezel et al. (1992), que utilizaram
leucéeitos humanos como padrao de referéncia primaria. O grupo 5 foi formado
por valores obtidos por L2’, de Dolezel et al. (1998). Pelo agrupamento UPGMA
(Figura 11), observou-se que esses dados foram os que mais distanciaram em
relacdo aos demais. Alguns fatores podem ter causado esse distanciamento,
como utilizagdo de A. cepa como padrao primario e leitura realizada em citbmetro
de fluxo com lampada de mercurio. DoleZel et al. (1998) relataram que os valores
obtidos com o padrdao A. cepa causaram diferengas de até 50% entre os dados
obtidos por todos os laboratoérios. Além disso, como mencionado anteriormente,
observou-se diferencas de até 16% nos dados obtidos com citdmetros de fluxo
com fonte a laser e com luz HBO.

Na segunda comparagao, os valores obtidos por L5-1 foi agrupado
separadamente dos demais, assim como L4 (Figura 12). Notou-se, pelos
agrupamentos Tocher e UPGMA (Figuras 12 e 13) que esses dois laboratorios
ficaram distantes um do outro. De acordo com Bennett e Leitch (2005), A. thaliana
seria um bom padrao primario para calibrar as espécies vegetais utilizadas como
padrao em analises citométricas. Essa espécie possui o DNA sequenciado e
calibrado com outra espécie que também possui 0 DNA totalmente sequenciado,
Caenorhabditis elegans (Bennett et al. 2003). Por esse motivo, os valores obtidos
por L5-1 podem ter sido separados dos demais. Ja o L4, pode ter sido separado
por ter realizado as analises utilizando tampao de isolamento nuclear LBO1.

O meétodo UPGMA indicou que os valores de DNA obtidos por L5-1 se
aproximaram mais dos valores obtidos por L3 e distanciaram dos valores obtidos
por L4. A metodologia de extragao e coloragao nuclear realizada em dois passos
pode ter determinado uma semelhanga entre diferentes analises e os diferentes
tampdes podem ter causado diferengas.

A terceira comparacéo foi semelhante a segunda, porém o LS utilizou D.

melanogaster como padrdo primario, sendo caracterizado como L5-2. Os
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laboratoérios de Dolezel et al. (1998) que realizaram analises em citdmetro com
fonte de luz HBO apresentaram valores de DNA mais proximos, formando um
grupo com os valores obtidos por Dolezel et al. (1992) (Figura 14). Os valores
obtidos pela analise em citdmetro com fonte a laser formaram outro agrupamento
(Figura 14). Separadamente dos outros laboratérios, o L5-2 formou um grupo, que
se apresentou mais proximo de L3 e mais distante de L4 (Figura 15). Esse
resultado foi semelhante ao obtido na analise anterior. No entanto, de acordo com
Dolezel et al. (2007), nucleos de células animais ndo sdo adequados para
analises de células vegetais e por isso os resultados obtidos podem nao ser
compativeis.

A quarta comparagdo envolveu os resultados obtidos com todas as
espécies de plantas que foram utilizadas como padrao primario e os laboratérios
de Dolezel et al. (1998), além do valor de referéncia de Dolezel et al. (1992)
(Tabela 20). No grupo 1 de Tocher (Figura 16), observou-se que L2, L3, L2’, L3,
que utilizaram citdbmetro com fonte de luz HBO nas analises, formaram um
agrupamento com L5-1, L5-5, L5-6, L5-7, L5-8, que utilizaram citdbmetro com fonte
a laser, e com R1. Neste caso, além da fonte de luz do citdmetro ter sido
diferente, os tampdes e os padrbes primarios utilizados também diferiram. No
entanto, pelo método UPGMA, observou-se que os laboratérios 5 apresentaram
maior aproximacao entre si do que com os referidos laboratérios de Dolezel 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 citbmetro de fluxo
foram utilizados.

No grupo 2, da quarta analise, observou-se uma formacado semelhante ao
grupo 1 da primeira analise e apresentando o mesmo perfil pelo método UPGMA
(Figuras 16 e 17). O grupo 3 foi formado pelos dados obtidos com os padrbées
primarios R. sativus e G. max. Esses valores foram os que mais distanciaram dos
demais (Figura 17), no entanto, foram obtidos de analises semelhantes aos outros
padrées. De acordo com Dolezel et al. (2007), existe uma necessidade de reduzir
0 numero de padrdes utilizados em analises citométricas, para minimizar
diferencas nas quantificagbes 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 padrées apresentaram-se mais distantes dos demais. Uma das causas
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desse distanciamento poderia ser uma real diferenca entre a estrutura genémica
das espécies comparadas com esses padroes.

Nestas quatro comparacdes realizadas, observou-se que as variagdes nos
conteudos 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 metodoldgicos dificultam a
comparagao de dados obtidos em diferentes estudos. Por esse motivo, na
presente pesquisa, reuniu-se alguns dados observados em trabalhos de
quantificacdo de DNA que ajudaram a minimizar diferencas e erros
estequiométricos. Dentre esses, centrifugar a suspensao nuclear e descartar o
sobrenadante (Cros et al. 1994; Dolezel e Barto§ 2005); adicionar compostos
antioxidante aos tampdes (Prince et al. 2000, Dolezel e Barto§ 2005), manter
todas as plantas em um mesmo ambiente e condigdes de crescimento (Noirot et
al. 2005), realizar repeticdes (Dolezel e Barto§ 2005) e em periodos diferentes
(Bennett et al. 2007). Além disso, todas as etapas foram realizadas por um
mesmo pesquisador.

Levando em consideragao apenas os dados obtidos pelo laboratério 5, em
virtude dos aspectos metodoldgicos citados acima, realizou-se comparagdes entre
as médias de conteudo de DNA pelo teste de Dunnett. Mais uma vez observou-se
que R. sativus e também D. melanogaster proporcionaram o maior numero de
diferengcas comparando-se com os valores de referéncia (Tabela 21). Segundo
Dolezel et al. (2007), R. sativus € utilizado em apenas 1,6% das andlises que
envolvem quantificagbes genémicas. O conteudo de DNA baixo, 1,26 pg (Dolezel
et al. 1998), pode ser uma das causas dessa planta ser pouco utilizada como
padrao. As espécies que possuem DNA intermediario, como P. sativum e
Hordeum vulgare tém preferéncia nas analises, com 15% e 12,7% de utilizacao,
respectivamente (Dolezel e Barto§ 2005, Loureiro et al. 2006a). Os valores
obtidos com D. melanogaster podem ndo ser confiaveis, uma vez que nucleos
animais nao sao bons padrdes para plantas (Johnston et al. 1999).

As espécies que tiveram seu conteudo de DNA calibrado com A. thaliana,
S. lycopersicum e P. sativum, mostraram valores estatisticamente iguais aos
valores de referéncia, com excecdo de R. sativus (Tabela 21). Sendo assim,

esses novos valores obtidos, principalmente com A. thaliana, espécie que teve
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seu DNA sequenciado, poderiam formar um grupo de “Gold standard” para

plantas, como idealizado por Bennett e Leitch (2005).

5.2 — Citometria de imagem

A complexidade da CI requer um rigoroso controle de qualidade em todos
0s passos do processamento da amostra a ser analisada (Puech e Giroud 1999).
Um aspecto relevante nesta metodologia foi a utilizagdo do padrao interno, com o
processamento das raizes em conjunto em uma mesma lamina. Além disso, o
Reativo de Schiff ndo foi utilizado apds 30 dias do preparo, sendo usado somente
uma vez em cada analise, como recomendado por Hardie et al. (2002). Os tecidos
empregados na preparagdo das laminas foram os meristemas radiculares.
Nucleos de tecidos similares e do mesmo estagio de desenvolvimento sao
necessarios na analise, para que pequenas diferengcas no conteudo de DNA
possam ser detectadas com acuracia (Price e Johnston 1996).

A adequacgdo das metodologias, assim como a coloragdo homogénea dos
nucleos e a calibragdo dos equipamentos de microscopia possibilitaram o
processamento das imagens digitais no programa de analise de imagem com CVs
abaixo de 4,97% (Tabelas 22 a 28). 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 conteudo de DNA de proéfases e
telofases 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 Bdocking e Nguyen (2004) (Tabelas 22 a 28). Segundo esses
autores o valor ideal seria 2, mais ou menos 10%, para a razao 4C/2C de cada
espécie. Tais propor¢cbes demonstram a linearidade dos dados dentro de cada
padrdo. Hardie et al. (2002) afirmaram que algumas variagdes entre os nucleos
sao esperadas. Estas inconstancias sdo baseadas em diferencas de coloracéo,
orientagcdo e condi¢gdes do background local. De acordo com Price (1988), um
fator que pode influenciar as medidas de tel6fases e profases sdo as diferentes
densidades que o nucleo pode apresentar, principalmente quando ha maior
quantidade de heterocromatina. Duijndam e Duijn (1975), analisando a influéncia

da compactagado da cromatina na coloragao pela reagao de Feulgen, concluiram
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que quanto maior a compactagdo, menor a intensidade da coloragdo com o
mesmo tempo de hidrolise.

Diferencas entre a heterocromatina das plantas padrées podem ser
visualizadas nas Figuras 18 a 24. De acordo com Price e Johnston (1996), o grau
de compactacdo da cromatina interfere na formagdo de grupos aldeidos,
consequéncia da propor¢cdo diferencial de depurinacdo entre a cromatina
condensada e descondensada durante a hidrdlise. Hardie et al. (2002) afirmaram
que diferengas no nivel de compactacdo do DNA podem ser um obstaculos na
comparacgao entre nucleos do padrao com a amostra.

Os valores de DNA obtidos pela ClI e CF apresentaram uma forte
associacao linear. O coeficiente de determinacgdo R? = 99,74% evidenciou que as
duas metodologias sdo complementares. Diferentes estudos tém demonstrado
que os resultados obtidos por ambas as metodologias sdo comparaveis
(Greilhuber 2005). Galbraith et al. (1983) relataram que os valores da quantidade
de DNA em plantas, obtidos em seu laboratério por meio da CF, correlacionaram
com os valores da literatura determinados pela Cl. Dolezel et al. (1998) e Vilhar et
al. (2001) também relataram que existe uma alta correlagdo entre os valores
obtidos pela CF e CI. Outro estudo, realizado no mesmo laboratério do presente
trabalho por Rosado et al. (2009), demonstraram que os conteudos de DNA
obtidos pelas CF e ClI em milho foram equivalentes, e detectaram pequenas
variagdées nos genomas portadores de cromossomos B.

Outros trabalhos foram publicados com as CF e Cl para analise do
conteudo de DNA em plantas (Greilhuber e Obermayer 1999, Temsch e
Greilhuber 2000). As técnicas também foram confrontadas por Michaelson et al.
(1991), Barany e Greilhuber (1995) e Johnston et al. (1999), cujos resultados
confirmaram o tamanho equivalente do genoma por ambas as técnicas.

Os dados obtidos pela Cl foram utilizados com o propdsito de apoiar os
resultados das analises realizadas com os dados da CF. Dolezel et al. (1998)
obtiveram valores de DNA por Cl das mesmas plantas analisadas no presente
estudo, porém utilizaram essa metodologia apenas para obter o grau de
correlagdo com os dados da CF. Os valores descritos e publicados por esses

autores foram obtidos apenas pela CF.
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O teste de Dunnett, aplicado aos dados da Cl, confirmaram que a espécie
R. sativus ndo é um bom padrdo primario, uma vez que proporcionou 0 maior
numero de diferengcas comparando-se com os valores de DNA de referéncia
(Tabela 31). Nas andlises por CF, tanto R. sativus quanto D. melanogaster
apresentaram resultados semelhantes, sendo considerados os padrdes primarios
inferiores. Nas analises por Cl, D. melanogaster nao foi utilizada, pois, como
discutido na CF, padrbes animais ndo sao confiaveis para mensuramento de DNA
de plantas (Johnston et al.1999).

Ao contrario do observado na CF, a espécie G. max proporcionou 0 maior
numero de valores de DNA iguais aos valores de referéncia quando utilizado
como padrdo primario. Com esta espécie apenas R. sativus e A. cepa
apresentaram valores estatisticamente diferentes. As outras espécies utilizadas
como padrdes primarios, com excecao de R. sativus, proporcionaram valores de
DNA iguais para quatro espécies e diferentes para trés (Tabela 31). Na CF, A.
thaliana, S. lycopersicum e P. sativum foram as espécies que apresentaram
menos diferencas, apenas uma, quando foram utilizadas como padrao primario
(Tabela 21). Na Cl, os referidos padrées primarios proporcionaram trés valores de
DNA diferentes. Essas espécies apresentaram os valores de DNA semelhantes
aos valores obtidos com a espécie mais utilizada em analises citométricas, P.
sativum, segundo Dolezel et al. (2007).

Para determinar quais padrbes primarios seriam mais apropriados,
novamente utilizou-se o critério de ter uma espécie que possui 0 genoma
sequenciado. Dessa forma, considerou-se os valores de DNA calibrados com A.
thaliana como sendo os valores revisados por Cl para as espécies padrao. Esses
valores sao 1,13 pg de DNA 2C para R. sativus; 1,99 para S. lycopersicum; 2,54
para G. max; 5,40 para Z. mays; 8, 96 para P. sativum; 26,55 para V. faba e 35,68
para A. cepa.

Como a CI foi utilizada para complementar os resultados da CF, os valores
de DNA revisados para as espécies padrao podem ser descritos como a média
dos valores obtidos pela CF e Cl, com A. thaliana como padrao primario. Esses

valores podem ser visualizados na tabela 32.
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6 — CONCLUSOES

A metodologia aplicada nas técnicas de CF e CI gerou nucleos adequados
para analise. A qualidade das suspensdes nucleares e das laminas foi
demonstrada pelos CVs abaixo de 4,46% e 4,97%, respectivamente. Além disso,
na Cl, observou-se que em todas as analises a razao entre os valores de DNA de
profases e tel6fases ficou entre o valor ideal, que seria 2 +10%. Essas proporgdes
demonstraram a linearidade dos dados dentro de cada padrao utilizado.

Em virtude das diferentes metodologias utilizadas por diferentes autores,
os valores de conteudo de DNA obtidos pela CF foram discrepantes dos valores
descritos previamente. No presente estudo, porém, utilizou-se recursos para
minimizar essas diferengas e possiveis erros estequiométricos como: centrifugar a
suspensao nuclear e descartar o sobrenadante, adicionar compostos antioxidante
aos tampdes, manter todas as plantas em um mesmo ambiente e condi¢gbes de
crescimento, realizar repeticbes em periodos diferentes.

As espécies padrao aqui analisadas proporcionaram diferentes valores de
DNA quando foram utilizadas como referéncia primaria de calibragdo. Observou-
se que R. sativus e também D. melanogaster proporcionaram o maior numero de
diferencas comparando-se com os valores de referéncia. Esses dados foram
confirmados pelos dados obtidos na Cl. Neste caso, apenas R. sativus foi
comparado, uma vez que os padrdes de células animais foram considerados, em
consenso por diferentes autores, inadequados para comparagdes com células
vegetais.

As espécies que tiveram seu conteudo de DNA calibrado com A. thaliana,
S. lycopersicum e P. sativum, mostraram a maioria dos valores obtidos na CF
estatisticamente iguais aos valores de referéncia. Na CIl, a espécie que
apresentou menor diferenca foi G. max. As outras espécies apresentaram o

mesmo numero de diferengas. Esses dados confirmaram o perfil das trés
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referidas espécies analisadas na CF. Sendo assim, os valores de DNA obtidos
com A. thaliana foram considerados como valor revisado para as espécies
padrdao, uma vez que € a unica espécie dentre os melhores padrbes que possui 0
DNA sequienciado. Esses novos valores foram definidos como a média entre os
resultados obtidos pela CF e CI.

Portanto, os resultados do presente estudo sugerem que os valores de
DNA, em picograma, para R. sativus, S. lycopersicum, G. max, Z. mays, P.
sativum, V. faba e A. cepa podem ser 1,07 (x 0,077); 1,99 (+ 0,000); 2,46 (+
0,106); 5,53 (£ 0,190); 9,32 (+ 0,516); 28,34 (+x 2,531) e 37,59 (x 2,701),

respectivamente.
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