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RESUMO

SILVA, Jéssica Coutinho, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2016.
Quantificacdo de DNA dos cromossomos e dos bracos cromossémicos de Zea mays
L. Orientador: Carlos Roberto de Carvalho.

O estudo do caridtipo de plantas possibilita a identificagdo e classificacdo dos
cromossomos provendo informacdes béasicas e aplicadas a taxonomia, sistematica,
evolucdo e melhoramento de plantas. Com o advento dos projetos gendémicos e de
sequenciamento de plantas, a caracterizacdo do cariétipo da forma tradicional passou a
ser insuficiente quanto a contribuicdo de informacdo de dados. Dessa forma, a
quantificacdo do conteado de DNA dos cromossomos por citometria de imagem (Cl)
pode ser incorporada a caracterizacao do cariétipo. Essa metodologia fornece uma analise
guantitativa a partir de imagens digitais. As imagens sao convertidas em pixels, que estédo
relacionados a uma cor e uma intensidade em especifico, e processadas pelo programa de
andlise de imagens, gerando valores de absorbancia relacionados com a éarea,
denominados valores de densidade Optica integrada (DOI). Por meio da quantificacdo de
DNA cromossdmico é possivel resolver pequenas diferencas na quantidade de DNA de
cromossomos morfologicamente semelhantes e pequéndgizacdo de técnicas que
possibilitam uma melhor diferenciacdo dos homdélogos, ou mesmo a analise do contetdo
de DNA cromoss6mico podera agregar contetdo informacional ao cariétipo de Z. mays

e contribuir com projetos de sequenciamento de genoma. Portanto, o objetivo deste estudo
foi determinar o conteddo de DNA por cromossomo, bem como para 0s seus respectivos
bragos via Cl em Zea mays L. Inicialmente, foi realizado a quantificagdo de DNA nuclear
gue resultou em um valor médio de 2C = 6,10 pg. As analises de CF mostraram variacao
Nnos genomas entre 0s acessos de Z. mays. Essa variacao foi evidenciada pela comparacac
do contetildo de DNA nuclear dos dois cultivares, o ‘CE-777" ¢ o ‘AL Bandeirante’. A

variacado no conteudo nuclear em plantas tem sido atribuida principalmente aos elementos
transponiveis. As técnicas de dissociacdo celular e secagem ao ar foram empregadas no
preparo das laminas, e essas hidrolisadas e coradas com reativo de Schiff. As imagens
foram capturadas por uma video-camera CCD monocromatica, acoplada a um
microscopio, e analisadas com recursos digitais de analise de imagem. Distribuindo o
valor 2C médio de DNA nuclear, estabelecido pela citometria de ftio ém relacao

aos valores médios da DOI, quantificado pela Cl, o conteido de DNA foi mensurado para
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todos os cromossomos de Z. mays e seus bragos. Essa metodologia possibilitou
quantificar o conteudo de DNA dos cromossomos, sendo que eles variaram de 2C = 0,803
pg (cromossomo 1) a 0,385 pg (cromossomo 10). A média dos valores para os bragos
cromossOémicos em metafases variaram para o braco curto de 0,376 (cromossomo 1) a
0,131 (cromossomo 10), e para o braco longo 06g42255 dos mesmos cromossomos,
respectivamente. O conteudo de DNA da&egiatélite do cromossomo 6 também foi
mensurado e apresentou 2C = 0,053 pg. No presente estudo, o cromossomo classificado
como 9 apresentou uma maior quantidade de DNA que o cromossomo 8, devido a sua
maior area. O conhecimento do conteudo de DNA nuclear e cromossdmico em plantas

constitui uma informacao basica, importante e (til para estudos taxondmicos e evolutivos.



ABSTRACT

SILVA, Jéssica Coutinho, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, ZDNI&
guantification of chromosomes and chromosomes arms of Zea mdysAdviser: Carlos
Roberto de Carvalho.

The plant karyotype studies allows the identification and classification of chromosomes
providing basic and applied information to the taxonomy, systematics, evolution and
breeding of different crops. With the advent of plant genomic and sequencing projects,
the traditional karyotype characterization became insufficient as to the contribution of
data information. Thus, the quantification of DNA amount of chromosomes by image
cytometry (ICM) can be incorporated to the karyotype characterization. This
methodology provides a quantitative analysis from digital images. The images are
converted to pixels, which are related specifically to a color and intensity, and processed
by an image analysis program, generating absorbance values related with area,
denominated values of integrated optical density (I0D). Through the chromosomal DNA
quantification, it is possible to resolve small differences in DNA amount of
morphologically similar and short chromosomes. Therefore, this study aimed to
determine the DNA content by chromosome, as well for its arms by ICM in Zea mays L.
Initially, nuclear DNA quantification was performed and resulted in medium value of 2C

= 6.10 pg. The cell dissociation and air-drying techniques were employed in the slides
preparations, and these were hydrolyzed and stained with Schiff’s reagent. The images

were captured by a monochrome CCD video camera coupled to a microscope, and
analyzed using digital image analysis capabilities. Distributing the average value 2C
nuclear DNA, as established by the flow cytometry (FCM) in relation to the average
values of IOD quantified by ICM, DNA content was measured for all Z. mays
chromosomes and arms. This methodology allowed to quantify the DNA content of the
chromosomes, which ranged from 2€ 0.803 pg (chromosome 1) to 0.385 pg
(chromosome 10). The average values for the chromosomes arms in metaphase ranged
from 0.376 short arm (chromosome 1) to 0.131 short arm (chromosome 10) 0.427 long
arm to 0.255 long arm of the same chromosome, respectively. The DNA content of the
satellite regions of chromosome 6 in metaphase was also measured and presented 0.053
pg. The knowledge of the plant nuclear and chromosomal DNA contents constitutes a

basic, important and useful information for taxonomic and evolutionary studies.
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Furthermore, the results obtained in the present work may contributes to improve the
informational content of maize karyotype and provides subsidies for genome sequencing

projects.
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1 INTRODUCAO

Com o surgimento dos projetos gendmicos e de sequenciamento de plantas, a
caracterizacdo do cariotipo da forma tradicional passou a ser insuficiente quanto a
contribuicdo de dados. Dessa forma, novas informacdes, como a quantificagdo do
contetdo de DNA dos cromossomos por Cl, podem ser incorporadas a caracterizagédo do
cariétipo, pois a mesma possibilita o reconhecimento de pequenas variacdes no conteudo
de DNA cromossomico, dificeis de serem detectadas com técnicas convencionais.

O presente estudo buscou a quantificacdo do conteido DNA de cada cromossomo
e de seus respectivos bracgos utilizando a metodologia de Cl, para gerar mais informacoes
sobre a distribuicdo do genoma no cariétipo de Z. mays. Os trabalhos empregando a Cl
para quantificacdo de DNA cromoss6mico avaliaram o cromossomo por inteiro € nao
existe relato dessa ferramenta sendo utilizada para mensurar cada bragco cromossémico,
além da quantidade de amostra empregada para a quantificacdo ndo ser superior a 10
metafases, utilizou-se 51 metafases. A utilizacédo de técnicas que possibilitem uma melhor
diferenciacdo dos homélogos, ou mesmo a analise do conteildo de DNA cromossémico
podera agregar contetido informacional ao cariétipo de milho e contribuir com projetos
de sequenciamento e genoma.

Nas espécies que possuem seu cariétipo conhecido, se pode atribuir genes a um
determinado cromossomo, auxiliar na designacao de cada grupo de ligacdo genético e na
integracdo dos mapas fisicos e genéticos, importantes aos programas de melhoramento
de plantas.

O objetivo do presente estudo foi determinar o conteuddo de DNA por
cromossomo, bem como para os seus respectivos bracos via Cl em Z..rmalys
Bandeirante’, a fim de avaliar a distribuicdo do genoma no cari6tipo.

De maneira especifica o estudo buscou:

e Determinacao do contetudo de DNA nuclear 2C de Z. mfglyBandeirante’ por
citometria de fluxo.
e Sincronizagao do ciclo celular de meristemas radiculares para obtencéo de alto

indice metafasico.



e Padronizacdo de protocolo citogenético para obtencdo de cromossomos
metafasicos em alta-resolucao, possibilitando identificar os pares homadlogos e a
montagem dos cariogramas.

e Coloragao diferencial dos cromossomos com DAPI para montagem de cariograma
de referéncia, com base nos knobs.

e Montagem dos cariogramas de prometafases/metéfases coradas por Feulgen.

e Calibracdo do sistema de analise de imagem, quanto a estabilidade, a linearidade
das medidas de densidade optica e a uniformidade da iluminacdo na imagem de
captura, a fim de obter parametro que demostrem a confiabilidade das medidas de
DOI obtidas.

¢ Mensuramento da area, da densidade Optica (DO) e a densidade 6ptica integrada
(DOI) dos cromossomos e dos bracos cromossémicos para todos 0s cariogramas.

e Comparar os valores de DNA cromossémico em pares de base (pb) obtidos pela
Cl nesse trabalho com os dados da cariotipagem de fluxo e sequenciamento

relatados na literatura.

O estudo teve um carater experimental e realizado através de ensaios, sendo que
as sementes de Z. mays“CE-777” cedidas pelo Dr. Jaroslav Dolezel (Laboratorio de
Citogenética Molecular e Citometria do Instituto Experimental BotaniSokolovska,
Republica Tcheca) seréo utilizadas como padréo de referéncia para as analises de CF. As
sementes do cultivar AL Bandeirante (comercial) serdo utilizadas como amostra. As
analises foram conduzidas no Laboratério de Citogenética e Citometria de plantas, do

Departamento de Biologia Geral da Universidade Federal de Vigosa.

O estudo inicia no primeiro capitulo por apresentar os elementos conceituais de
caracterizacdo do cariétipo de Zea mays L, quantificacdo de DNA gendmico e
quantificacdo de DNA cromossémico em Z. mays. No segundo capitulo indicasse os
materiais e métodos utilizados no estudo, sendo que no terceiro capitulo a apresentacao

dos resultados.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Caracterizacdo do cariétipo de Zea mays.

O caridtipo € a descricdo das caracteristicas do conjunto cromossémico de uma
espécie, sendo este representado na forma de cariograma ou ideograma. Em plantas, os
parametros para identificar os cromossomos tém sido o comprimento total dos
cromossomos, o comprimento do bracgo longo e curto, posi¢céo do centrdbmero, bem como

a relagcéo de bracos (Guerra, 1988).

Nas espécies que possuem seu cariétipo conhecido, é possivel localizar genes em
um determinado cromossomo, designar cada grupo de ligacdo genético e integrar 0s
mapas fisicos e genéticos, importantes aos programas de melhoramento de plantas
(Carneiro e Vieira, 2002).

Segundo Carneiro e Vieira (2002, p. 90):

Em espécies cujo cariétipo € bem conhecido, é possivel atribuir genes a um
determinado cromossomo, relacionando aberracées cromossdmicas com
alteracdes fenotipicas causadas por esses genes. Por exemplo, em trigo, fumo,
tomate e milho analisaram-se caracteristicas em linhagens portadoras de
monossomias ou trissomias para cada um de seus cromossomas,gjrass
grande numero de genes po6de ser localizado. Essas andlises podem ser
refinadas utilizando-se aberracbes que afetam apenas uma parte do
cromossomo, como a auséncia de um dos bragos ou a duplicacéo de u
pequeno segmento

Em Zea mays L. a caracterizacao do cariotipo proporciona o estudo da estrutura e
do comportamento de aberracdes cromossémicas (Carlson et al. 1988), além da
construcdo de mapas cromossémicos (Anderson et al. ZD@E)iotipo de Z. mays foi
inicialmente caracterizado em células mitéticas (células do tapete) da amgera. O
cromossomos foram classificados com base no comprimento total e na posicdo do
centrobmero (McClintock, 1929). Posteriormente, os cromossomos individuais de milho
em células meristeméaticas radiculares foram identificados, utilizando a técnica de

esmagamento (Chen 1969).

Entretanto, a técnica de esmagamento apresenta alguns problemas, tais como:
perda e fragmentacédo dos cromossomos durante a remoc¢ao da laminula, baixa qualidade

no espalhamento dos cromossomos na lamina, sobreposi¢cdo dos cromossomos (Rayburn



e Gold 1982; Gould, 1984). Esses fatores dificultam a analise e caracterizacdo
cromossOmica. Em virtude disso, uma metodologia adaptada por Carvalho e Saraiva
(1993) de dissociacdo celular com secagem ao ar foi empregada em Z. mays,
possibilitando um melhor espalhamento dos cromossomos na lamina, reduzindo

sobreposicoes.

O primeiro procedimento para identificar cromossomos de milho em meiose foi
desenvolvido por McClintock (1930), que teve sua metodologia refinada e descrita por
Longley (1939) e Rhoades (1950). Os cromossomos meiéticos em paquiteno, em virtude
do nivel de compactacéo da cromatina, apresentam detalhes morfoldégicos que permitem
identifica-los e caracteriza-los com maior resolugcédo. Assim, os bivalentes de Z. mays
foram classificados quanto ao padrdo cromomeérico, presenca e posicao dos knobs, quanto
ao comprimento total, razdo dos bracos curto e longo (posicdo do centréniasse

cromossbmica) e a localizacdo da regido organizadora do nucléolo (RON) no
cromossomo 6 (Rhoades, 1955; Caixeta e Carvalho, 2001)

Até a década de 70, as técnicas convencionais de coloracéo se limitavam apenas
a cariotipagem das espécies com base em parametros morfométricos (Guerra, 1983). Em
adicdo as técnicas convencionais, os cromossomos de Z. mays foram analisados por
técnicas de bandeamento, moleculares e citométricas. Com dmasé&cnicas
citogenéticas, o cariotipo de Z. mays foi classificado com 2n = 2x = 20 cromossomos, 0
par de homoélogos 6 com presenca da RON; possuindo trés pares metacéntricos (1, 2 e 5),
seis submetacéntricos (3, 4, 6, 7, 9 e 10) e um acrocéntrico (8) (Sadder e Webher, 2001
Rosado et al. 2009).

A citometria de imagem (CI) vem sendo empregada para aprimorar as analises
cromossOmicas, resolvendo com maior resolucdo pequenas diferencas entre
cromossomos morfologicamente semelhantes em plantas com cari6tipos homomaorficos
(Abreu et al. 2008). Essa metodologia fornece uma analise quantitativa de imagens
digitais e foi aplicada aos cromossomos de Z. maysBdatk Mexicari com e sem

cromossomo B (Rosado et al. 2009).



2.2 Quantificagdo de DNA gendémico

A quantificacdo do conteudo de DNA é reconhecida como um importante
parametro para caracterizacdo genémica, com aplicacdo aos estudos evolutivos. Além
disso, proporciona informagdes Uteis para o planejamento de projetos de sequenciamento,
bem como em trabalhos envolvendo marcadores moleculares (Bennett e Leitch, 2005).
Segundo Price e Johnston (1996), as duas técnicas mais utilizadas na quantificacdo do

genoma vegetal sdo as citometrias de fluxo €C&je imagemcl).

Como apresenta Praca (2009, p. 01) o conjunto de dados que apresente a extensao
da variedade do tamanho do genoma entre e intra espécies sendo importante no estudo da
distribuicdo de sua variabilidade, na frequéncia da magnitude dos eventos iniciais que
geraram esta mudanca de conteldo, na plasticidade e fluidez do genoma vegetal e na

evolucédo do DNA.

O tamanho do genoma também pode ser conhecido através do sequenciamento,
determinando a ordem dos nucleotideos pela composi¢cao de bases nitrogenadas (Klug,
2009). A primeira espécie vegetal que teve seu genoma sequenciado foi Arabidopsis
thaliana. Com 125 milhdes de pares de bases (pb), o seu genoma é relativamente pequeno,
se comparado com outras espécies vegetais, o que facilita o seu estudo (Kaul et al. 2000).
Posteriormente outras espécies tiveram seus genomas sequenciados, tais como: Oryza
sativa (~400 Mb), Glycine max (~950 Mb) e Z. mays (~2,3 Mb) (NCBI, 2016). Entretanto,

0 sequenciamento gendmico ainda ndo é um processo simples, sendo oneroso e laborioso,

principalmente em espécies com grandes genomas (Martins, 2014).

A citometrias de fluxo tem sido considerada uma alternativa valiosa para
determinacdo do tamanho do genoma, sendo amplamente utilizada em diversas espécies
vegetais. Esta técnica tem como principio a andlise de células, nacleos ou particulas
coradas em suspensao, que passam por um capilar onde recebem, individualmente, a
incidéncia de uma fonte de luz. Assim, cada particula emite uma fluorescéncia que é
guantificada (Galbraith e Lambert, 2012).

O resultado da anélise é apresentado na forma de histograma que representa a
intensidade de fluorescéncia relativa, representando o conteudo relativo de DNA do
material analisado. Nesses histogramas, 0 pico maior corresponde ao nimero de ndcleos

na fase @G; e 0 menor ao niumero de nucleos na fag®l Genquanto que o nimero de
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nacleos na fase S corresponde a regido entre os doigPides:] e Bartos, 2005). Para
mensurar o valor de conteido de DNA nuclear é necessario comparar a posi¢cao do pico
Go/G1 da amostra com a posigéo do pico de uma planta padréo, que tem seu conteudo de
DNA ja estabelecido (Praca-Fontes et al. 2011

Diversas plantas apresentam seu conteudo de DNA determinado por CF, (Garcia
et al. 2014). Além desses estudoguantificacdo de DNA gendmico em algumas espécies
de plantas também tem sido mensurado peld @Vilhar et al. 2001). Para tanto, €
necessario que seja realizada a reacao de Feulgen, que consiste na hidrolise acida do DNA
removendo as bases pduricas, formando radicais aldeidos nas extremidades das
desoxirriboses. A pararosanilina, presente na fucsina bésica, usada para preparo do
reativo de Schiff, liga-se aos grupamentos aldeidos da desoxirribose, formando um
complexo de cor rosa (Chieco e Derenzini, 1999). Assim, a reacdo de Feulgen é especifica
para o DNA e, como a intensidade da cor que se forma é proporcional a concentracdo de
DNA, ela permite o estudo quantitativo desse acido nucléico (Greilhuber, 2008).

Apos a coloracdo do DNA, as imagens séo capturadas por uma video-camera
acoplada a um microscopio. Essas imagens sdo subsequentemente convertidas em pixels
e esses valores sdo processados automaticamente pelo algoritmo do software
computacional, gerando valores de absorbéancia relacionados com a area, denominados
densidade Optica integrada (D@Hardie et al. 2002).

Diferentes estudos tém demonstrado que os resultados obtidos por citometrias de
fluxo (CF) e a de imagem (24endo estatisticamente idénticos.

Paa Clarindo et al (2012, p. 02) em consequéncia dos nucleos analisados pela
citometria de imagem serem corados estequiometricamente e em especial pela técnica
citoquimica (...), essa metodologia tem sido importante na quantificacdo do contetdo de
DNA por permitir analises quantitativas com elevada preciséo.

Os autores apontam alta correlacdo entre os valores mensurados por ambas
técnicas para quantificacdo de DNA gendmico, além de apresentarem uma forte
associacdo linear, onde o coeficiente de determinacdio= P9,74% evidéncia
equivaléncia entre as duas metodologias. Assim, a Cl apresenta resultados precisos e
reprodutiveis e pode ser usado como uma alternativa para a quantificacdo de DNA
gendmico(Dolezel et al. 1998; Vilhar et al. 2001; Praca, 2009).



2.3 Quantificagdo de DNA cromossOmico em Z. mays

O tamanho do genoma nuclear e o contetdo de DNA dos dez cromossomos de Z.
mays foram determinados por meio do sequenciamento e Cl (Tabela 1). A quantificacédo
de DNA cromossO6mico pode prover informacdo mais precisa sobre a organizacdo do
genoma do que apenas o conteudo de DNA nucleai, grois permite a distribuicdo do

DNA entre os cromossomos (Praca-Fontes et al. 2014).

Em Z. mays suspensdes de cromossomos corados com iodeto de propideo
resultaram numa distribuicdo de intensidade do sinal de fluorescéncia gerando um
cariétipo de fluxo, no qual foram reconhecidos apenas os cromossomoq i etldl.

2004). Porém, o tamanho do pico depende da quantidade de DNA, por isso é comum
encontrar o mesmo pico para mais de um cromossomo. Uma das limitacdes do cariétipo
de fluxo é a incapacidade de discriminar cromossomos com quantidade de DNA
semelhante, af da necessidade de uma grande quantidade de crom@ssomo
morfologicamente preservado®olezel et al. 2004). Estes fatos dificultaram a
determinacao do conteldo de DNA para os dez cromossomo de Z. mays empregando esta
técnica (leeet al. 2002; Li et al. 2004).

O tamanho em pb do conteddo de DNA cromossémico de Z. mays também foi
mensurado no projeto de sequenciamento (Tabela 1). O sequenciamento do genoma de
Z. mays se baseou na estratégia de clone-por-clone. Nessa técnica, o conjunto minimo de
clones a ser sequenciado, denominado "caminho de cobertura minima", foi elaborado com
base no mapa fisico, o qual é construido a partir da sobreposicédo de grandes insertos de
clones de DNA. Os estudos resultaram na construcdo de um banco de dados com mais de
2,3 bilhdes de pb de DNA armazenados nos 10 cromossomos da espécie, permitindo,
dessa forma, a identificacdo de mais de 32.500 d&nbsrable et al. 2009).

Tabela 1.Quantidade de DNA 1C dos cromossomos de Z. mays.

NUmero cromossdmicc 1C em plit© 1C em pP?
1 0,358 x 10 0,301 x 16
2 0,350 x 10 0,238 x 16
3 0,302 x 16 0,232 x 16
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4 0,283 x 10 0,242 x 16
5 0,269 x 10 0,218 x 10
6 0,261 x 10 0,169 x 10
7 0,254 x 10 0,177 x 10
8 0,246 x 10 0,175 x 10
9 0,238 x 10 0,157 x 10
10 0,234 x 10 0,150 x 10

3Quantificacdo de DNA cromossdmico baseado em Cl (Rosado et al. 2Q0@ntificacdo de DNA
cromossOmico baseado no sequenciamento gendmico de Z(@naygne, 2016¥Valores convertidos

para pb, considerando que 1 pg de DNA corresponde a 0,9?§Dal€rel et al. 2003).

Segundo Martins (2014), os genomas grandes e marcados por abundancia de
sequéncias repetitivas ainda representam um grande desafio para o desenvolvimento de
algoritmos de montagem a partir de sequéncias curtas de Diblilte deste contexto, 0
elevado contetdo de DNA repetitivo (regides duplicadas) presente no gemdnmaays
e 0 tamanho do seu genoma, cerca de 2500 Mpb, dificulta o seu completo sequenciamento
em virtude da ocorréncia de falsas associacdes, gerando dados imprecisos do valor C
(Sanmiguel et al. 1996; Ouyang e Buell, 2004).

Nesse sentido, a Cl agrega ferramentas de citogenética classica e analise de
imagem, possibilitando a quantificagdo de DNA cromossémico independentemente das
suas regides heterocromaticas, provendo valores mais acurados do valor C e permitindo
a identificacdo de pequenas variagcbes no conteudo de DNA entre cromossomos
homomorficos (Praca-Fontes et al. 2014). Além disso, essa técnica pode ser empregada
para identificar os genomas parentais em organismos alopoliploides, auxiliando nas
investigacdes da estrutura e evolu¢cdo dos cromossomos e genomas, por meio da analise
das caracteristicas morfologicas e quantidade de DNA (Clarindo e Carvalho, 2009); sendo
também possivel, determinar pequenas variacdes no conteuddo de DNA em plantas
portadoras de cromossomos B, discriminando e individualizando os complementos A e
B em Z. maygRosado et al. 2009).

Portanto, o conhecimento do perfil genbmico de espécies vegetais possibilitam a
sua completa insercdo biotecnologica (Bai et al. 2012). Aléem disso, os estudos
citogenéticos proveem informacdes que podem ser usadas em diversos estagios de

programas de melhoramento e que vdo desde o conhecimento do nimero e morfologia
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dos cromossomoa quantificacdo de DNA. Essas informacdes refletem um aspecto
fundamental da biologia dos organismos sendo de grande importancia nas pesquisas
taxondémicas, filogenéticas, evolutivas e moleculares (Matsumoto et al. 2000;
Grattapaglia et al. 2012).

Com o advento dos projetos gendmicos e de sequenciamento de plantas, a
caracterizacdo do caridtipo da forma tradicional passou a ser insuficiente quanto a
contribuicdo de dados. Dessa forma, novas informacdes, como a quantificacdo do
conteudo de DNA dos cromossomos por Cl, podem ser incorporadas a caracterizacédo do
cariotipo, pois a mesma possibilita o reconhecimento de pequenas variagées no contetdo

de DNA cromossonep, dificeis de serem detectadas com técnicas convencionais.

O presente estudo realizou a quantificacdo do contetdo DNA de cada
cromossomo e de seus respectivos bracos por mé& dgregando informacdes sobre
a distribuicdo do genoma no cari6tipo de Z. mays. Os trabalhos empregando a Cl para
quantificacdo de DNA cromossdmico avaliaram o0 cromossomo por inteiro e nao existe
relato dessa ferramenta sendo utilizada para mensurar cada braco cromos&émico.
utilizacdo de técnicas que possibilitam uma melhor diferenciacdo dos homologos, ou
mesmo a andlise do conteldo de DNA cromossémico podera agregar conteudo
informacional ao cari6tipo de Z. mays e contribuir com projetos de sequenciaraento d

genoma.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo do pesente estudo foi determinar o conteddo de DNA por
cromossomo, bem como para 0s seus respectivos brac@ e Z. mays L AL

Bandeirante’, a fim de avaliar a distribuicdo do genoma no cariotipo.

3.2 Objetivos especificos

i. Determinacdo do contetdo de DNA nuclear 2C de Z. rddy8andeiranté por
citometria de fluxo.

Sincronizgédo do ciclo celular de meristemas radiculares para obtencdo de alto
indice metafasico.

ii. Padronizacdo de protocolo citogenético para obtencdo de cromossomos
metafasicos em alta-resolucao, possibilitando identificar os pares homélagos e
montagem dos cariogramas.

iii.  Coloracéo diferencial dos cromossomos com DAPI para montagem de cariograma
de referéncia, com base nos knobs.

iv.  Montagem dos cariogramas de prometafases/metafases coradas por Feulgen.

v. Calibregdodo sistema de andlise de imagem, quanto a estabilidade, a linearidade
das medidas de densidade éptica e a uniformidade da iluminag¢do na imagem de
captura, a fim de obter parametro que demostrem a confiabilidade das medidas de
DOI obtidas.

vi.  Mensuramento da area, da densidade Optica (DO) e a densidade Optica integrada
(DOI) dos cromossomos e dos bragos cromossémicos para todos os cariogramas.

vii.  Comparar os valores de DNA cromossémico em pares de base (pb) obtidos pela
Cl nesse trabalho com os dados da cariotipagem de fluxo e sequenciamento

relatados na literatura.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

A guantificacdo de DNA por cromossomo foi conduzida no acesso comercial Z.
maysL. ‘AL Bandeirante’. Previamente, o conteido de DNA nuclear desse acesso foi
mensurado utilizando Z. mals ‘CE-777 como padréo de referéncia. Sementes de ‘CE-

777 foram cedidas pelo Dr. Jaroslav Dolezel (Laboratorio de Citogenética Molecular e
Citometria do Instituto Experimental BotanieoSokolovska, Republica Tcheca). As
andlises foram conduzidas no Laboratério de Citogenética e Citometria de plantas, do

Departamento de Biologia Geral da Universidade Federal de Vigosa.

4.2 Mensuramento do valor 2C DNA nuclear

ApOs a germinacao in vitro, segmentos foliares (£)aia ‘AL Bandeirante’
(amostrae de ‘CE-777’ (padrdo interno, 2C = 5,57 pg de DNA, Praca-Fontes et al) 2011
foram coletados, dispostos em placas de Petri, e retalhados (chopping, Galbraith et al.
1983) em 500 pL de tampéo de extracdo nuclear OTTO-I (0,1 M de acido citrédo, 0,5
de Tween 20, 50 pg miLRNAse), pH = 2,30tto, 1990). Ap6s 5 min, 500 pL do mesmo
tampéao foi adicionado, as suspensoes filtradasembranas de nylon de 30 um para
um microtubo de 2 mle centrifugadas a 100g pomTin (Clarindo e Carvalho, 2009). O
sobrenadante falescartado, 100 uL do tampé&o OTTO | foi adicionado ao precipitado
gue, apos vortex, permaneceu incubado por 10 min. A suspenséao nuclear foi corada com
1,5 mL de tampéo de OTTO-II (0,4 M deHPQ4.2H0, 75 uM de iodeto de propideo
e50 pug mk! RNAse, pH = 7,8) no escuro por 20 min. A solucéo foi filtrada em uma tela
de nylon de 20 um para um tubo de citometria. Cinco repeticdes foram analisadas em
citbmetro de fluxo Partec-PASParte€), equipado com laser de jon argodnio, 488 nm,

20 mW com filtros KG1, BG38, UG1, GG435. O equipamento foi cuidadosamente
calibrado e alinhado com o auxilio de microbeads de acordo com as recomendacgdes do
fabricante. O tamanho médio do genoma nuclear da amostra foi mensurado em
picogramas (pg) por meio da andlise dos histogramas com ferramentas do programa
FlowMax® (Parte®).
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4.3 Preparagbes cromossOmicas

Apés germinacdo em estufa a temperatura de 30 °C, raizes com 1 cm de
comprimento foram incubadas por 18 h a 30 °C em solugdo contendo g2 gdis MS
(Murashige e Skoog, 1962) e 1,75, 2,0 ou 3,0 mM de hidroxiuréia (HiJaiZes foram
lavadas com quatro trocas de>@Hpor 15 min a 30 °C, incubadas em 3 pM de
amiprofos-metil (APM) por - 6 h a 30 °C. Em seguida, as raizes foram fixadas em
solucdo gelada de metanol:acido acético 3: 1 (v/v) por 3@ °C, com trocas a cada
10 min. Apés 24 h, a solucgéo fixadora foi substituida por etanol 95%, com trés trocas, e
as amostras foram armazenadas a -20 °C (Carvalho et gl. 2011

Para maceracdo das raizes, um pool enzimatico (0,5% celulase Yakult + 2%
celulase Signfy C1184 + 0,5% hemicelulase Sigfal0771 + 0,5% macerozyme
orozuka R10 Yakult) foi diluido em 50120 pl de tampao citrato (10 mM de &cido citrico
e 10 mM de citrato de sodio tribasico) e, apds, acrescentadb (IL de pectinase
(Sigm&®, P2736). As raizes foram lavadas em@Hbor 30 min, com trocas a cada 10
min, e submetidas a maceragdo enzimatica por 2 horas a 35 °C. A solucdo enzimética foi
removida, as raizes foram novamente fixadas como descrito acima e armazef@das a
°C.

4.4 Coloracgao diferencial com DAPI

As laminas contendo preparacdes cromossdmicas na fase de metafase foram
submetidas a desnaturacdo térmica e quimica em solucédo de 70% formamida/ SSC 2X
pH 7,0 em banho-mar&72°C por 5 min. Em seguida, foram submetidas a série alcodlica
70%, 85% e 100% -20°C por 5 min cada. A coloracao fluorescente foi realizadascom
uM de DAPI em temperatura ambiente por 10 minutos. Apds a coloragdo, as laminas
foram lavadas em tampé&o PBS por 1 min e montadas com esse mesmo tampao entre

lamina e laminula para visualizacdo em microscopio de fluorescéncia.
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4.5 Citometria de imagem

4.5.1 Hidrdlise e reacdo de Feulgen

As laminas foram preparadas por meio da técnica de dissociacéo celular e secagem
ao ar (Carvalho e Saraiva, 1993), mantidas em solucao fixadora de metanol: 37%
formaldeido: acido acético (17:5:1) durante 12 h a 25 °C, lavaxdadgua corrente
durante 10 min, secadas ao ar e hidrolisadas em 5 M de acido cloridricq pdefes
— 20 min a 25 °C (Carvalho et al. 2011). Ap6s a hidrdlise, as laminas foram lavadas em
dH20 por trés trocas de 2 min, secadas ao ar, recobertas com reativo de Schiff (5 g de
fucsina basica Merék 15 mL de HCI 1 M, 2,23 g de2R:Os, 0,703 g de carvdo ativo
Synth e 85 mL de d¥D, Hardie et al. 2002) e mantidas em camara umida por 12 h a 4
°C. Posteriormente, as laminas foram lavaua®,3% de SQ (Merck®) e duas vezes em
dH20, 3 min cada, e secas ao ar.

4.5.2 Analise de imagem

A calibracao do sistema de analise de imagem, quanto a estabilidade, a linearidade
das medidas de DO e a uniformidade da iluminacdo na imagem de captura foram
conduzidas como descrito por Carvalho et al. (2011). Prometafases e metafases foram
capturadas por uma video-camef@DCacoplada a um microscopio Olymp¥BX-60
equipado com uma fonte de luz estabilizada, uma objetiva de imersdo de 100x, um
condensador (aplanat achromat) com diafragma 1,4, e filtro de densidade neutra (ND6).
A digitalizacdo, a analise morfométrica el@® das imagens foram feitas usando um o
sistema Image Pro-PRi5.1 Media Cyberneti€s As imagens foram selecionadas e
segmentadas, usando ferramentas digitais para montar cinquenta e um cariogramas.

Usando o programa de andlise de imagem, o tamanho total e dos bragos curto e
longo de cada cromossomo de Z. mays foi mensurado, e a classificacdo cromossémica
determiada conforme Levan et al. (1964) e revisado por Guerra (1986). Com 0 mesmo
programa, 0S Cromossomos e seus respectivos bragcos foram segmentados e os valores

referentes a area €2 foram gerados pelo software.

13



4.5.3 Mensuramento do conteddo de DNA cromossOmico

Com base nos valores de arda@ de cada cromossomo e dos seus respectivos
bracos, os valores de DOI foram calculados. Assim, o conteido médio de DNA nuclear
mensurado pela CF foi proporcionalmente distribuido entre o valor médio da DOI cada
cromossomo e braco calculado p€laOs valores foram estimados conforme a formula
proposta por Carvalho et al. (2011). As analises de CI foram realizadas em 102

cromossomos.

()  2Ca=(32Cr)

() DOlc= (YDOIpe X N2
()  DOk=YDOI

(IV) 2C.= (2G.x DOI)/DOI;

Em que:

e 2C,= Conteudo de DNA nuclear 2C em pg;

e r =numero de repeticdes O&;

e DOl = Valor da DOI do cromossomo com duas cromatid2€g;
e DOlpc = DOI do cromossomo com duas cromatidexC;

e n =numero de metafases;

e DOI;= DOI de todos 0s cromossomos;

e 2C.= Contetdo de DNA cromossdmic@2
A quantidade de DNA por brago cromossomico foi mensurada por raeio d
equacao:

(V) 2C=(32Cnr)

(VI) DOlp=(DOlIncx n)/2

(VIl) DOIi=3>DOI¢

(Vi) 2GC,= (1Gx DOIp)/DOIt
Onde:

e 2C,= Contetdo de DNA nuclear 2C em pg;
e r =nuamero de repeticdes da CF;

e DOI, = Valor da DOI do brago cromossémico com duas cromati@€s
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e DOly. = DOI do brago cromossémico com duas cromatides;
e n = Numero de metafases;
e DOI;= DOI de todos 0s cromossomos;
e 2C,= Conteudo de DNA do braco cromossémich 2
Para comparacdo com os dados gerados pelo sequenciamento, os valores 2C

mensurados pela Cl foram convertidos para 1C.
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5 RESULTADOS

5.1 Determinacao do conteudo de DNA nuclear

A quantificacdo de DNA nuclear resultou em um valor médio de 2C = 6,10 +
0,044 pg, correspondendo a 2C = 5,96 X 4B (Figura 1). Pelos canais de leitura dos
dois picos referentes a fase/Gy, e assumindo como referéncia o conteudo de DNA do
padrédo (2C = 5,57 pg), os valores absolutos em pg de DNA/2C foram calculados para a
amostra. Os picos 51 de ‘CE-777 foram calibrados para o canal 200 e, assim, a
amostra apresentou-se no canal 219.

O processamento das suspensdes nucleares (amostra/padrao) gerou histogramas
cujos picos @G do padréo e da amostra foram diferenciados e identificados (Tabela 2).

As analises apresentaram coeficientes de variacdo (CV) entre 3,0 % a 4,1 %.

Tabela 2— Conteudo de DNA referente as cinco repeti¢cdes. Os picos GO/G1 de Z. mays

‘CE-777’ (padrio interno) foram calibrados para o canal 200, 2C = 5,57 pg.

Z. mays (AL Bandeirante)

Leituras Canal Contetudo 2C de DNA em pg
L1 221 6,15
L2 220 6,13
L3 217 6,04
L4 218 6,07
L5 219 6,10
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Figura 1 — Histograma representativo referente ao mensuramento do conteido de DNAdeiZlaanys
‘AL Bandeirante’ a partir de suspensdes nucleares coradas com iodeto de propideo. NoQangic20
Go/G1 de ‘CE-777 (padréo interno), 2C = 5,57 pg e CV = 3,2 %, no canal 2p®m G/G; de ‘AL
Bandeirantg 2C = 6,10 pg €V = 3,8 %.

5.2 Preparacgdes cromossomicas

O tratamento com HU a 1,75 mM por 18 h inibiu de forma reversivel a fase S do
ciclo celular, visto que essa concentracao e tempo de exposicao reseltacalas
meristematicas apenas em. @ procedimento que possibilitou o acumulo de
cromossomos em prometéafase, com diferentes niveis de compactacao, e em metéfase foi
APM a 3 uM por 4 h. Testes preliminares (dados ndo mostrados) revelaram que em
meristemas radiculares ndo tratados o indice metafasico era #e éhguanto
meristemas expostos a HU chegou a 47% no melhor tempo de tratamento de recuperacéo
(4h) (Figura 2). As raizes sincronizados com HU e bloqueadas com APM resultaram em

61% de prometafases e metafases.
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Figura 2 — Prometafases e metafases em meristema radicular de Z. mays obtidampta smcronizagao
do ciclo celular utilizando HU a 1,75 mM por 18 horas. Observar a quantidedivamente alta de
prometafases e metéfases.

O procedimento de maceracdo enzimatica que forneceu preparacdes livres de
citoplasma e com cromossomos morfologicamente preservados foi 100 pL de pool
enzimatico e 1 pL de pectinase diluidas enub@e tampéao citrato por 2 h a 35 °C. As
laminas apresentaram prometafases e metafases com cromossomos isolados, além das
constrigbes primérias e secundarias bem definidas. Estas caracteristicas foram essenciais
para a montagem dos cariogramas de Z. malsBandeirante’ e analise das imagens

(Figuras 4 e 5).

5.3 Coloracgéao diferencial com DAPI

Regibes com maior intensidade de fluorescéncia, correspondentes aos knobs
foram identificada na porcao intersticial dos bracos longos dos cromossomds A
identificacdo dos knobs corroborou com a montagem de um cariograma de referéncia
(Figura3).
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Figura 3 — Cariogramade Z. mays‘AL Bandeirante’ evidenciando asregides DAPI positivas referentes
aos knobs localizados nos bracos longamsoadomossomo® — 9, e aconstricdo secundéria no braco curto
do cromossomo 6. Knobs identificados conforme modelo de mapa citotfigia@yomossomos de Z. mays
(Neuffer et al. 1997). Barra = 10 pm.

5.4 Citometria de imagem

5.4.1 Hidrdlise e reacao de Feulgen

Cromossomos estequiometricamente corados foram obtidos nas laminas
hidrolisadas com solucéo 5 M de HCI por 18 min a 25 °C e coradas com reativo de Schiff
durante 12 h a 4 °C (Figura 4). Os cromossomos apresentaram as por¢cdes teloméricas,
centroméricas e de constricdo secundaria bem definidas, pré-requisitos para

caracterizacdo morfométrica e mensuramento dos valores de area, DO e DOI.
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Figura 4. Cariograma representativo de Z. mayd. Bandeirante’. Prometafase obtida de meristema
radicular tratado com 1,75 mM de HU por 18 h e 3uM de APM poedhbbmetida a reagao de Feulgen
Assim como para as demais preparac¢des, 0s Cromossomos estéo estequiometdceadeste possuem
as porcdes teloméricas, centroméricas e de constricdo secundaria bem definidegp igités para
caracterizacdo morfométrica e mensuramento dos valores de area, DO e Ot Bapm.

5.4.2 Analise de imagem

Os resultados apresentados para o teste de estabilidade foram adequados, 0 mesmo
compreendeu a avaliacdo do tempo de aquecimento eletrbnico do sistema. Os valores
médios ddO foram considerados estaveis apdos 12 min. O software do sistema de analise
de imagem calculou um?R: 0,999 para o teste de linearidade e um CV abaixo de 3%
para o teste de uniformidade.

As metafases coradas com Feulgen foram capturadas para a montagem dos 51
cariogramas de Z. mays. Os cariogramas apresentaram 2n = 2x = 20 cromossomos, sendo
dois pares metacéntricos (1 e 5), oito pares submetacéntricds 2 10) e um par (6)
gue apresenta a regido organizadora nucleolar (NOR) na posic¢ao terminal do brago curto
(Figura 5.
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Figura 5 - Idiograma montado com base na morfometria dos cromossomogri@ento relativo do
braco e razdo de bragcos sdo mostrados, respectivamente, a direita datagfresiencromossomo no
idiogramaBarra = 10 pm.

Os valores médios referentes a ar&Cecalculados para cada cromossomo dos
51 cariogramas estao representados nas figueas, Bespectivamente. As médias das
areas dos cromossomos variaram entre 9,478 (cromossomo 1) a 42d6prassomo
10). O cromossomo 9 apresentou area média (6,672 maior que 0 cromossomo 8
(6,342 pn).

As DO variaram de 1,127 (cromossomo 1) a 1,112 (cromossomo 5), sendo que 0s
valores dos cromossomos 4 e 5 (1,112) foram menores em relacdo aos cromossomos 6
10(1,133-1,117). O cromossomo 6 apreseriddmédia (1,113) menor que o0 7 (1,114),
sendo que aBDO dos cromossomos 6 e 7 foram menores que 0 cromosseni08
(1,117).
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Figura 6 — Valores médios asareas de cada cromossomo de Z. maAysBandeirante’ gerados a partir
de 102 cromossomoSJ cariogramas) pelo programa Image Pro-Phid Media Cyberneti€s As areas
médias dos cromossomos variaram de 9,478 (cromossomé,852aumM (cromossomo 10). Observar a
area do cromossomo 9 (6,672 fmaior em relagdo ao cromossomo 8 (6,342)um
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Figura 7 — Valores médios dBO dos cromossomos de Z. mayd. Bandeirante’ gerados a partir de 102
cromossomos(l cariogramas) pelo sistema de andlise de imagerDQAdos cromossomos variaram de
1,127 (cromossomo 1) a 1,112 (cromossomo 5). Obsendersgdades dos cromossomos 4 e 5 (1,112)
menoesem relagdo aos cromossomos 60 (1,133— 1,117); o cromossomo 6 (1,113) menor qué o
(1,114) e asDO dos cromossomos 6 e 7 menores que 0S cromossonb3(@,117).
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5.4.3 Mensuramento do contetdo de DNA cromossdmico total e dos bragos

Os valores de DOI mensurados com base nos valores da aréCed#gecada
cromossomo estao representados na Figura 8. O conteudo de DNA mensurado para todos
0s cromossomos a partir do valor 2C médio de DNA nuclear, estabelecido peta CF, e
relacdo aos valores médios da DOI, quantificado pela Cl, estdo mostrados na Figura 9.
Os conteudos de DNA referente aos bracos cromossdémicos estéo detalhados na Tabela 3.
Conforme observado para ared®, o cromossomo 9 (2C = 0,561 pg) apresentou
conteudo médio de DNA maior que o cromossomo 8 (2C = 0,533 pg) (Figura 9, Tabela
3).

Densidade optica integrada
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11,000 §
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7,000

5,000 ®
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 8 — Médias dos valores de DOI dos cromosso®SAL Bandeirante” mensurados a partir da
relacdo da area pelzO. Os contetidos de DOI variaram de 10,679 (cromossomo 1) a Bra@®ésomo
10). Observar a DOI do cromossomo 9 (7,454) superior ao dwssomo 8 (7,083).
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Figura 9 — Médiasdos conteidos de DNA cromossdmicds ‘AL Bandeirante’ mensurados distribuindo
o valor 2C médio de DNA nuclear, estabelecido pela CF, em relacdo aos valores daéDios. Os
conteldos de DNA cromossdmico variaram de 2C = 0@p3cromossomo 1) a 2C = 0,385 pg
(cromossomo 10). Observar o contelldo de DNA do cromossom€@ & (2,561 pg) superior ao do
cromossomo 8 (2C = 0,533 pg).

Tabela 3- Valores 2C médios de contetdo de DNA por brago cromossémico em pg (

desvio padréo), e em 1C pb.

Cromossomo Brago

Conteudo de DNA 2C por

Valor 1C (pb x

braco cromossdmico [§g) 10°)2

C 0,376 £ 0,027 0,184

! L 0,427 £ 0,017 0,209
C 0,269 + 0,023 0,132

: L 0,456 + 0,030 0,223
C 0,237 £ 0,024 0,116

3 L 0,440 £ 0,040 0,215
C 0,239 +£ 0,031 0,117

‘ L 0,395 + 0,040 0,193
C 0,271 +£0,019 0,133

> L 0,355 + 0,020 0,174
SAT 0,053 + 0,009 0,026

° C 0,171 +£0,021 0,084
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L 0,366 + 0,035 0,179

C 0,156 + 0,023 0,076

! L 0,408 = 0,026 0,200
C 0,131 +0,013 0,064

° L 0,402 +0,030 0,197
C 0,215 + 0,025 0,105

° L 0,346 + 0,028 0,169
C 0,131 + 0,008 0,064

10 L 0,255+ 0,013 0,125
Total 6,10 2,983

SAT —satélite; G- brago curto; L braco longo?Valores convertidos para pb, considerando que 1 pg de
DNA corresponde a 0,978 x I@oleZel et al. 2003).

A média dos valores para o conteado de DNA 2C dos bragos cromossémicos
variou entre 0,376 pg £ 0,027 braco curto (cromossomo 1) a 0,131 pg = 0,008 brago curto
(cromossomo 10), 0,427 pg %= 0,017 braco loagh255 pg = 0,013 braco longo dos
mesmos cromossomos, respectivamente. O conteudo de DNA da regido satélite do
cromossomo 6 foi também medido e apresentou 2C = 0,053 pg + 0,009. Os desvios
padrdes das analises de quantidade de DNA dos bracos cromossémicos variaram de 0,008
— 0,040, sendo que os maiores valores estdo associados aos bracos longos dos
cromossomos 2 9 que apresentam knobs (Figura 3, Tabela 3).

A comparacao dos valores de DNA por cromossomo obtidos por Cl (presente
estudo), Cl (Rosado et al. 2009) e sequenciamento gendmico (Gramene, 2816) est
mostrada na Figura 10. Na cariotipagem de fluxo o cromossomo 1 apresentou conteudo
de DNA (1C = 0,365 x 1pb) (Lee et al. 2002) 7,1% menor do que o valor atribuido ao
cromossomo 1 no presente estudo (1C = 0,393)ditbmetria de imagefh Os valores
mensurados pardlack Mexican Sweet Corn’ (citometria de imagem?, Rosado et al.
2009) foram inferiores quando relacionados ao acesso do presente estudo, exceto o
cromossomo 10 que foi superior em 1C = 0,046 % (i} Os contetidos de DNA
cromossOmicos paréAL Bandeirante’ comparados aos valores do sequenciamento
(Gramene, 2016), apresentaram dé628 43% a mais de DNA, considerando, por

exemplo, os cromossomos &9, respectivamente (Figura 10).
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Figura 10— Comparacéo do contetdo de DNA cromossémico 1C em pb do presente(estnaetria de
imagent) (Z. mays‘AL Bandeirant&) com os dados do sequenciamento (Z. mBYS’, Gramene2016),
citometria de imagem? (Z. mayBlack Mexican Sweet Corn’, Rosado et al. 2009pDbservar que todos os
valores mensurados para ‘Black Mexican Sweet Corn’ foram inferiores quando relacionados ao acesso do
presente estudo, exceto o cromossomo 10 (1C = 0,23%pb)LMs valores do sequenciamento oscilaram
de 1C = 0,301 A.0° pb (cromossomo 1) a 1C = 0,150 ¥ pb (cromossomo 10). J& os valores de DNA
cromossdmico para ‘AL Bandeirante’ variaram de 1C = 0,393 x b (cromossomo 1) a 1C = 0,188 ¥ 10
pb(cromossomo 10). Valores convertidos para pb, considerando queelpgA corresponde a 0,978 x
10° (Dolezel et al. 2003).
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6 DISCUSSAO

6.1 Alteracdes no genoma de Z. mays

As analises de CF mostraram vai@aQos genomas entre 0s acessos de Z. mays.
Essa variacdo foi evidenciada pela comparacdo do conteido de DNA nuclear dos dois
cultivares, 0°CE-777’ e 0 ‘AL Bandeiranté. O valor médio em pg de DNA nuclear da
amostra apresentou 9% (20,53 pg) a mais quando comparado ao valor do acesso ‘CE-

777 (Figura 1). Outros valores para o tamanho do genoma nuclear de Z. mays também
tém sido relatados, tais como 2C 2%5pg para ‘A619’ (Lee et al. 2002), 5,72 pg para

‘Black Mexican Sweet Corn’ (Rosado et al. 2009) e 5,64 pg para ‘B73’ (Diez et al. 2013).

Diferentes fatores podem ter promovido essa diferenca de DNA entre os acessos de Z.
mays, como: os efeitos das metodologias empregadas nas quantifitagéad ¢t al.

2005), a presenca de cromossomos B (Rosado et al. 2009), nUmero de copias e sequéncia
de DNA repetitivo, knobs e ativacdo de elemenos transponiveis (Diez et al. 2013). Apesar
dos cromossomos Bs serem considerados como uma das possibilidades, no presente
estudo essa variagdo no tamanho do genoma entre os acessos nao foi atribuida a essc
classe de cromossomos, uma vez que estes ndo foram identificados em nenhum dos 51
cariogramas (Figura 4).

A fim de superar as dificuldades técnicas que podem criar pseudovariacoes,
utilizamos para as andlises de CF folhas germinadas nas mesmas condicdes. A elevada
qualidade das suspensodes nucleares foi certificada pelos valores de CVs abaixo de 4,1%
resultando em resolucdo suficiente para discriminar os nuclgGs ¢ amostra e do
padrdo, mesmo estes sendo da mesma espécie.

Comparando os valores B®A por cromossomdo acesso ‘AL Bandeirante’ em
relacdo ao‘Black Mexican Sweet Corn’, as maiores diferencas s&o referentes aos
cromossomos que possuem knobs (Figura 3 e 10). No cromossomo 1 n&o foi detectado
nenhum sinal de knobs, mesmo este apresentando uma das maiores diferengcas com
relacdo ao DNA cromossomico. No entanto, sua DO é a maior sugerindo uma grande
quantidade de heterocromatina dispersas no cromossomo (Figura 7).

A variacdo no contetdo nuclear em plantas tem sido atribuida principalmente aos
elementos transponiveis (Wang et al. 2016; Wendel et al. 2016). Amplificacbes em

linhagens especificas e dele¢bes de elementos transponiveis sGo comuns mesmo dentro
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de uma mesma espécie, como reportado para diferentes subespécies de Oryza sativa (Ma
e Bennetzen, 2004). Em Z. mays, diferencas no tamanho do genoma estdo associadas
principalmente aos retrotransposons, que compdem mais de 75% do seu genoma, que
essencialmente atuam como parasitas moleculares, replicando e aumentando seus
nameros (Schnable et al. 2009; Tenaillon et al. 2010).

Nessa espécie, retrotransposons sao especialmente abundantes nas regides de
knobs heterocromaticos. Tais knobs foram associados com o aumento do tamanho do
genoma em Z. mays (Chia et al. 2012), sendo observados em 34 regides distintas nos
cromossomos, variando no tamanho e quantidade de uma linhagem para outra (Gonzalez
et al. 2013). A eventual presenca de knobs pode explicar a grande quantidade de DNA
observado no cromossomo 10 de ‘Black Mexican Sweet Corn’, sSe comparado com a
quantificacao feita pelo presente trabalho.

A origem do polimorfismo de knob em Z. mays, incluindo nimero e tamanho, tem
sido discutido. Ananiev et al. (1998) propde que essas regides se comportam como um
megatransposon. A estrutura complexa dos knobs pode surgir a partir da presenca de
diferentes tipos de elementos retrotransponiveis que podem transpor os knobs de uma
regido para outra. Outro fator, como a divisdo meidtica, pode influenciar nos
polimorfismos destas regides por meio da recombinacao (Buckler et al. 1999).

Considerando que o aumento no conteido de DNA pode ter ocorrido como
consequéncia da presenca de regifes de knobs, podemos inferir que os retrotransposons
estdo se multiplicando no genoma de Z. mays e inserindo-se em regiées muito proximas.
Diante deste cenario, as diferentes quantidades de heterocromatina distribuidas pelo
genoma de Z. mays, a partir da atividade de elementos transponiveis e retrotransponiveis,

podemexplicar a alteracdo na quantidade de DNA detectada neste estudo.

6.2 O cariétipo de Z. mays

O uso do HU, com posterior tratamento com APM, propiciou o acumulo de
prometafases e metafases apropriadas para caracteriza¢cdo morfolégica dos cromossomos
Segundo Praca-Fontes et al. (2014), estes compostos propiciam a acumulacdo de
metafases também em Pisum sativum permitindo as analises de citogenética e CI.

Como um pré-requisito para a montagem dos cariogramas e realizacdo da

citometria de imagem, as condi¢cOes ideais para obtencdo de cromossomos de Z. mays
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‘AL Bandeirante’ foram padronizadas. Este procedimento propiciou prometafases e
metéfases em quantidade suficiente para esse tipo de analise, com cromossomos
morfologicamente preservados, bem definidos nos centrébmeros e nas extremidades e sem
vestigios citoplasmaticos. A técnica de dissociacdo celular meristematica e secagem ao
ar foram fundamentais para a preparacdo da lamina.

As etapas de fixacdo e hidrdlise contribuiram para manutenc¢éo da integridade do
Cromossomo e, assim, para a coloracéo estequiométrica pelo reativo de Schiff (Figura 4).
Tais aspectos permitiram a segmentacdo dos cromossomos, dos seus bracos e satélite,
garantindo a quantificacdo precisa dos valores de areas e DO e, consequentemente, da
DOI. Hardie et al. (2002) relataram que a depurinacdo que ocorre durante a hidrolise
provoca a formacao de radicais aldeidos nas desoxirrileesdss radicais Sdo essenciais
por se associarem aos cromoforos presentes no reativo de Schiff. De acordo com
Greilhuber e Temsch (2001), o tempo, concentragcdo e a temperatura devem ser
determinados para cada material a ser analisado, a fim de evitar interferéncia nacolorag
do DNA.

No presente estudo, os cromossomos foram classificados com base nos dados
morfométricos e posicdo dos knobs (Figura B). Associada com a caracterizacdo
morfométrica, a coloracdo com DAPI corroborou a identificacdo dos pares de homélogos
e, assim, a montagem acurada dos cariogramas. O padrdo de bandas nos cromossomos
evidenciado pela coloracéo diferencial com DAPI, foi gerado pela desnaturacéo térmica
e quimica, e pela ligacéo especifica do DAPI as porcbesericthases AT.

Embora a caracterizacdo dos cariétipos seja convencionalmente realizada a partir
de dados morfométricos, Abreu et al. (2011) consideraram que barreiras para
caracterizacdo do caridtipo estdo relacionadas a ocorréncia de cromossomos
relativamente pequenos e morfologicamente similares em plantas e estas caracteristicas
também tém dificultado a identificacdo dos pares de homélogos. Conforme mostrado por
Carvalho e Carvalho (2016), cromossomos mais distendidos apresentam um maior
conteudo informacional e possibilitam a visualizacdo de pequenas diferencas esicoberta
pela condigdo supercondensada em metakage et al. (2004) consideraram uma alta
similaridade dos cromossomos-2 e 7—- 9 de Z. mays de forma que o pareamento dos
homologos s6 pode ser feito a partir de marcas moleculares. Além da montagem dos

cariogramas com base nos dados morfométricos, informacdes relativas a area e a DO

29



discriminaram esses pares de cromossomos (2, 4 e 7, 9) a partir de informacdes de ClI
(Figura 6 e 7).

Os cariogramas foram montados apés acurada identificacdo e classificacdo de
todos os pares de cromossomos com base na posicdo do centrbmero (Figura 5)
informacgdes de CI (Figura 6 e 7). Diferentes trabalhos tém reportado controvérsias acerca
da morfologia dos cromossomos de Z. mays, como: trés pares metacéntricos (1, 2 e 5),
seis submetacéntricos (3, 4, 6, 7, 9 e 10) e um acrocéntrigo (R)Y'S’ (Sadder e Weber,

2001), e'Black Mexican Sweet Corn’ (Rosado et al. 2009); cinco pares metacéntricos (1,

2, 4,5, e 9) quatro submetacéntricos (3, 6, 7 e 10) e um acrocéntréoo ‘(B Duro’

(Mondin et al. 2014). Essas discrepancias podem estar associadas ao polimorfismo dos
knobs ja que Kato et al. (2004) reportaram que essas porcoes afetap®% o
comprimento do braco. Mondin et al. (2014) destacaram ainda que inversdes
pericéntricas, delecdes, duplicacdes ou as diferentes quantidades de DNA repetitivo
distribuidas pelos cromossomos podem influenciar no comprimento dos bracos e em
detrimento, comprometer a classificacao.

Considerando os dados desse trabalho (Figura 5) e os reportados na literatura, 0s
cromossomos de Z. mays tem apresentado problemas com relacdo a classificagao
morfométrica dos pares 2, 4 e 8, 9. Dessa forma faz-se necessério o uso da Cl para que a
montagem de um cariograma definitivo de Z. mays. No presente estudo, 0 cromossomo
classificado como 9 apresentou uma area maior e mais DNA que o cromossomo 8 (Figura
6 e 9), essa diferenca pode estar relacioaadegides heterocromaticas, considerando
gue Cromossomos gque possuem uma maior proporcao de heterocromatina atingem niveis
de compactacao mais rapido e maiores do que outros, e isso reflete no comprimento. No
entanto, regides heterocrométicas apresentam mais DNA em relacdo as regides

eucromaticas (Peterson et al. 1995).

6.3 Mensuramento do contetdo de DNA cromossomico total e dos bragos

A calibracdo e avaliacdo do sistema de andlise de imagem realizados foram
consideradas apropriadas para a obtencéo das medidas de area, DO e DOI. Essas etapa
Sao essenciais para se obter parametros que demonstrem confiabilidade das medidas da
area, DO e DOI (Carvalho et al. 2011). A CI possibilitou a identificacdo e quantificacédo

de DNA de todos os cromossomos de Z. mays (Figura 10), enquanto pela cariotipagem
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fluxo realizada por Lee et al. (2002) apenas o cromossomo de nimero 1 das oito linhagens
analisadas por ele de Z. mays pode ser reconhecido. A incapacidade de discriminar
cromossomos com quantidade de DNA semelhante € uma das limitacdes da cariotpagem
de fluxo (Doleel et al. 2014).

A CIl é uma importante ferramenta para quantificacdo de DNA e se mostrou
eficiente, os 10 cromossomos de Z. mays tiveram sua quantidade de DNA measurada
comparada aos outros métodos (Figued 9). Além do conteido de DNA cromossdémico
foram quantificados o DNA dos bracos e a regiao do satélite (Tabela 3), gerando mais
informacdes sobre a distribuicdo do genoma no cariétipo de Z. mays. Segundo Wendel et
al. (2016), a maioria dos genomas ja sequenciados, incluindo Z. mays, serdo atualizados,
ou mesmo substituidos, em virtude das novas tecnologias que estdo sendo desenvolvidas.
Diante deste contexto, os resultados obtidos neste estudo proverdo para as pesquisas
moleculares valores de referéncia com maior resol@auivel do braco cromossémico)

a serem comparados com o DNA sequenciado.

A quantidade de DNA cromossdmica mensurada pela ClI demonstrou valores
superiores em todos 0s cromossomos quando comparados aos do sequenciamento. Este
resultado pode estar refletindo a qudwidé de DNA a mais encontrado para ‘AL
Bandeirante’ (Figura 1), ou a subestimacdo do numero de pb que ocorre durante o
sequenciamento, ja que dificilmente todas as sequéncias de um genoma estardo
representadas (Bennett, 2003). Além disso, 0 genoma de Z. mays apresenta um elevado
conteudo de DNA repetitivo que muitas vezes sdo excluidas das montagens (Wendel et
al. 2016), e o préprio tamanho do genoma, cerca de 2.500 Mpb, dificultam seu
sequenciamento (Sanmiguel et al. 1996; Ouyang e Buell, 2004). Esta exclusdo € uma
consideracao importante, ndo apenas por uma questéo de sequenciar todo 0 genoma, mas
também porque muitas destas repeticdes sao alvos primarios de vias de remodelacao da
cromatina que frequentemente afetam a expresséo ou a estrutura dos genes (Bennetzen e
Wang, 2014). Diante deste contexto a Cl pode ser considerada uma metodologia

adequada para se estimar o conteudo de DNA por cromossomo e braco.
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7 CONCLUSAO

Os resultados citogenéticos juntamente com os da quantificacdo de DNA obtidos
neste estudo mostraram que as diferencas no genoma de diferentes acessos de Z. mays
podem ocorrer em certas caracteristicas da heterocromatina, tais como a sua quantidade
e organizagdo espacial nos cromossomos metafasicos, possivelmente influenciando na
razdo de braco. Os valores de conteiudo de DNA mensurados pela ClI monstraram-se
superiores em todos os cromossomos quando comparados aos do sequenciamento,
sugerindo que os dados do sequenciamento podem estar subestimados. Além disso, deve-
se considerar que os acessos do sequenciameto e da Cl sdo diferentes podendo tambén
explicar o resultado obtido.

No presente estudo, o cromossomo classificado como 9 apresentou uma maior
quantidade de DNA que o cromossomo 8, devido a sua maior area. Além disso, a ClI
proveu mais informagfes ao cariograma de Z. mays como a revisao da quantidade de
DNA dos cromossomos e determinou, pela primeira vez, o conteudo de DNA dos bracos
cromossOmicos.

Dessa forma, a Cl se apresenta como uma importante ferramenta no incremento
de informacdes citogenéticas em espécies vegetais. Sendo possivel a determinacdo do
valor de DNA cromossbémico, em picogramas, e na identificacdo de eventuais variacdes
nesse valor. A determinagéo do conteudo de DNA também pode ser aplicada em estudos
de relacdes filogenéticas e na andlise de possiveis variagdes no tamanho do genoma inter
e intra espécies. Além disso, o conteuddo de DNA cromossémico e dos bragos
cromossomicos, determinado nesse estudo, agregam conteutdo informacional ao cariotipo
de milho e contribuem com novos projetos de sequenciamento do genoma, dessa espécie.

Para finalizar deve-se apresentar que o estudo ndo buscou determinar de forma
completa os resultados, bem como esgotar a temética discutida. De maneira contraria,

buscou incentivar mais estudos sobre dos temas discutidos.
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