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RESUMO

BOAVENTURA, Carolina Ribeiro Diniz, M. S., Universidade Federal de Vicosa,
dezembro de 2005. Quantificacdo do conteudo de DNA nuclear de
Eucalyptus spp. por citometrias de fluxo e de imagem. Orientador:
Carlos Roberto de Carvalho. Conselheiros: Sérgio Herminio
Brommonschenkel e Wagner Campos Otoni.

O género Eucalyptus, da familia Myrtaceae, apresenta cerca de 800
espécies e varios hibridos naturais. Além da importancia biol6gica, é de
multiplo interesse comercial, destacando-se na industria farmacéutica e na
producdo de biomassa lenhosa. A quantificacdo do contetido de DNA nuclear é
atii em estudos de relacbes filogenéticas. Também é uma informacao
importante no mapeamento de genomas. Para a determina¢édo do contetudo de
DNA nuclear em plantas, a citometria de fluxo é considerada a metodologia
mais utilizada. No entanto, os estudos com Eucalyptus apresentam diferencas
entre os valores encontrados. Outra técnica cujos resultados permitem a
determinacdo da quantidade de DNA nuclear é a citometria de imagem. O
objetivo deste trabalho é reavaliar as divergéncias nas quantificacdes de DNA
nuclear em Eucalyptus, pela aplicacdo das citometrias de fluxo e de imagem.
As quantificagbes foram realizadas com o uso do citdmetro de fluxo, associado
a coloracdo com iodeto de propideo, dos nucleos isolados. Os padrbes de
referéncia foram folhas de Raphanus sativus Saxa (1,11 pg), Lycopersicon
esculentum Stupicke (1,96 pg) e hemacias de Gallus gallus Leghorn fémea
(2,33 pg). Histogramas da intensidade de fluorescéncia relativa foram obtidos
apos a analise dos nucleos isolados dos padrdes internos combinados com E.
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globulus, E. grandis e E. urophylla. Os valores em pg de DNA nuclear
encontrados para E. globulus e E. grandis foram de 1,39 e 1,41 (padréo R.
sativus), 1,20 e 1,22 (padréo L. esculentum), e 1,05 e 1,09 (padrao G. gallus).
A quantificacdo para E. urophylla foi de 1,01 pg (padréo G. gallus). As espécies
de Eucalyptus analisadas ndo apresentaram diferencas entre si maiores que
5,4% no conteldo de DNA do genoma em pg. Todavia, variacbes em uma
Unica planta, resultantes dos diferentes padrfes, apresentaram divergéncias de
até 32%. A citometria de imagem, dos nucleos corados pela reacdo de
Feulgen, foi realizada para analisar o conteido de DNA de E. globulus, cujos
valores foram de 1,16 (padréo R. sativus) e 1,02 pg (padréao L. esculentum). O
uso de fluorocromos (intercalantes ou base especificos) e a interferéncia de
compostos secundarios na coloracao foram considerados pontos criticos na
analise pela citometria de fluxo; além dos padrbes de referéncia e dos
coeficientes de variacdo para ambas as citometrias. Em todas as andlises os
maiores coeficientes de variacdo foram 3,80 (citometria de fluxo) e 4,83%
(citometria de imagem). Pela comparacdo entre as metodologias aplicadas,
demonstrou-se o valor mais elevado da estimativa do conteido de DNA nuclear
em E. globulus via citometria de fluxo, cerca de 16% maior do que na citometria
de imagem. As proporgdes entre os padrdes vegetais continuaram as mesmas
em ambas as citometrias. Embora a quantificacdo mais precisa de DNA nuclear
em picogramas para E. globulus seja proveniente da citometria de fluxo das
folhas, pelo valor do CV, a mais acurada foi considerada a média dos dados
obtidos via citometria de imagem dos meristemas, cujo valor foi 1,09 pg
DNA/2C.



ABSTRACT

BOAVENTURA, Carolina Ribeiro Diniz, M. S., Universidade Federal de Vicosa,
December 2005. Nuclear DNA content quantification of the Eucalyptus
spp. by means of flow and image cytometries. Adviser: Carlos Roberto
de Carvalho. Committee members: Sérgio Herminio Brommonschenkel and
Wagner Campos Otoni.

The Eucalyptus genus of Myrtaceae family has about 800 species and
some natural hybrids. Beyond the biological importance, it is of multiple
commercial interests, being distinguished in the pharmaceutical industry and
the production of pulp biomass. The quantification of the nuclear DNA content is
useful in studies of phylogenetics. Also it is important information for genome
mapping. For nuclear DNA content determination, flow cytometry is considered
the most appropriate methodology. However, Eucalyptus studies present
differences between values. Another technique whose results allow the
determination of the nuclear DNA amount is the image cytometry. The objective
of this work was to reevaluate the divergences in the measures of nuclear DNA
in Eucalyptus, for the application of flow and image cytometries. The measures
had been carried through with the use of flow cytometer and stain with
propidium iodide, of the isolated nuclei. The reference standards were leaves of
Raphanus sativus cv. Saxa (1.11 pg), Lycopersicon esculentum cv. Stupicke
(1.96 pg) and Gallus gallus female Leghorn erythrocytes (2.33 pg). Histograms
of relative fluorescence intensity have generated after analysis of the isolated
nuclei of combined internal standards with E. globulus, E. grandis and E.

urophylla. The values in pg of nuclear DNA found for E. globulus and E. grandis



had been of 1.39 and 1.41 (standard R. sativus), 1.20 and 1.22 (standard L.
esculentum), and 1,05 and 1,09 (standard G. gallus). The quantification for E.
urophylla pg was of 1.01 (standard G. gallus). The Eucalyptus species analyzed
did not present differences among themselves greater than 5.4% in genomic
DNA content in pg. However, intraspecific variations in only one plant, resultant
of the different standards, presented divergences of up to 32%. The image
cytometry analyses, with Feulgen reaction stain nuclei, were carried out to
analyze the E. globulus DNA content, whose values were of 1.16 (standard R.
sativus) and 1.02 pg (standard L. esculentum). The fluorochrome use (DNA-
intercalating or base specific) and the secondary compounds interference in the
staining were considered critical points in the analysis for the flow cytometry;
besides the standards of reference and the coefficients of variation for both the
cytometries. In all the analyses the bigger variation coefficients were 3.80 (flow
cytometry) and 4.83 (image cytometry). For the comparison between the
applied methodologies, the increase of the estimate of the nuclear DNA content
was confirmed in E. globulus by flow cytometry, about 16% greater as
compared to image cytometry. The ratios between plant standards remained
the same ones in both techniques. Although the most precise nuclear DNA
guantification in picogramas for E. globulus was proceeding from flow cytometry
of leaves, by CV value, the most accurate was considered the average of

meristem image cytometry data, whose value was 1.09 pg DNA/2C.
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INTRODUCAO

1.1 - Aspectos gerais do género Eucalyptus

O género Eucalyptus, da familia Myrtaceae, € nativo da Australia e de
algumas ilhas préximas, apresentando cerca de 800 espécies, além de hibridos
naturais (COPPEN, 2002). O grupo, originalmente conhecido como eucalipto,
foi reclassificado e dividido em dois: Eucalyptus sensu stricto e Corymbia
(ROZEFELDS, 1996).

Em termos do alto nimero de tédxons e do dominio em muitas
comunidades de plantas, é considerado por Eldridge et al. (1994) um género
préspero. Em seu ambiente natural, as arvores crescem numa ampla variacao
de condi¢cBes climaticas e edaficas. Elas variam em arquitetura e forma,
ocupando diversa gama de habitats: de pradarias de altas altitudes na costa e
florestas tropicais, as margens de cursos d'agua no deserto australiano
(COPPEN, 2002).

O nome Eucalyptus foi estabelecido pelo Boténico francés, Charles
Louis de L'Héritier Brutelle, em 1788, que recorre a natureza do opérculo da
flor, na qual faltam pétalas e sépalas distintas (KANTIVILAS, 1996). As arvores
possuem uma vasta mistura de metabdlitos secundarios, incluindo terpenos,
glicosideos cianogénicos, taninos hidrolisaveis e condensados, flavondides,
cetonas de longa cadeia e compostos floroglucinol formilados (COPPEN,
2002).

Segundo Matsumoto et al. (2000), para a grande parte das espécies
estudadas é referido nimero cromossémico 2n=2x=22, da mesma forma que a

maioria dos géneros da familia Myrtaceae.



O género Eucalyptus é considerado de utilizacdo difundida e um dos
mais valorizados economicamente no mundo. A razdo desta disseminacdo €
seu rapido crescimento natural, que o faz idealmente adequado para se obter
retorno econdmico em um periodo relativamente curto de tempo. Uma grande
variabilidade genética é outra razdo da sua introducdo em tantos paises
(COPPEN, 2002).

As vastas florestas de eucaliptos podem ser exploradas com objetivos
comerciais, que vdo desde a madeira para construcao, combustivel e pasta
celulésica, a producao de 6leos essenciais (ELDRIDGE et al., 1994). Segundo
Coppen (2002), as plantacbes para producdo de pasta celuldésica séo
constituidas principalmente das espécies E. grandis, E. urophylla (e hibridos de
ambas), E. saligna, E. dunni, E. globulus, E. viminalis e E. tereticornis.

No Brasil, o cultivo do eucalipto iniciou-se na primeira década do século
20 visando principalmente o uso da madeira como combustivel. De 1909 a
1965 cerca de 470.000 ha de eucaliptos foram plantados em substituicdo as
florestas nativas, 80% no interior do estado de Sao Paulo. A partir da década
de 70, iniciou-se um aumento no uso das pastas de fibras curtas para producéo
de papel (FERREIRA e SANTOS, 1997). No final do século 20, as plantacdes
de eucalipto ocupavam desde o norte dos estados do Par4 e Maranhao até o
leste e sul da Bahia, Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, e estados do Sul
(COPPEN, 2002).

As condicdes favoraveis de crescimento, o desenvolvimento das
técnicas silviculturais e as vantagens advindas do uso de estoques de clones e
hibridos para plantacdo conduziram as macicas plantacdes, que alimentam a
industria de pasta celuldsica. A técnica de propagacdo vegetativa causou
grande avanco no meio florestal, principalmente pela maior rapidez na
promocdo de ganhos genéticos por unidade de tempo. Isso ocorre porque a
propagacao vegetativa utiliza todo o potencial genético, incluindo a variancia
genética ndo aditiva nos plantios florestais (FERREIRA, 1992).

Além disso, projetos que desenvolvem ferramentas gendmicas,
assessorando o melhoramento, como o ForEst e o Genolyptus estdao sendo
desenvolvidos no Brasil desde 2001 e 2002, respectivamente
(GRATTAPAGLIA, 2004).



1.2 — Quantificacdo do contetdo de DNA nuclear em plantas

O conhecimento do tamanho do genoma tem recebido mais atencao
desde a década de 90, sendo muito importante em diversas areas da ciéncia,
como a genética molecular, genémica, melhoramento, taxonomia e cladistica
(OHRI, 1998; YANPAISAN et al., 1999; ZONNEVELD et al., 2005; BENNETT e
LEITCH 2005). Esse conhecimento tem sido utii em estudos de relagbes
filogenéticas, na analise de possiveis correlacdes entre seu tamanho e
caracteristicas fisiolégicas e agronémicas, exemplo dos parametros de
crescimento em milho (BIRADAR et al., 1994) e cana (EDME et al., 2005), e na
andlise do efeito de fatores ambientais (LOUREIRO e SANTOS, 2004). De
acordo com Price e Johnston (1996) e Hardie et al. (2002), um conjunto de
dados que apresente a extensao 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
contetdo, na plasticidade e fluidez do genoma vegetal e na evolugcdo do
conteudo de DNA.

A estimacdo do tamanho de DNA nuclear € também uma informagé&o
importante aos interessados no mapeamento de genomas, em destague o
mapeamento genético e a elaboracdo de estratégias para a clonagem e o
isolamento de genes baseados em mapas (GRATTAPAGLIA e BRADSHAW,
1994). Contudo, até o momento, o conteldo do genoma nuclear continua
desconhecido para aproximadamente 98,4% das espécies de angiospermas

(banco de dados on line http://www.rbgkew.org.uk/ cval/lhomepage.html
BENNETT e LEITCH, 2004).

Segundo Price e Johnston (1996), as duas técnicas mais utilizadas na
quantificacdo do genoma vegetal sdo as citometrias de fluxo e de imagem.
Ambas sdo confiaveis na determinacdo do conteudo de DNA nuclear em
plantas, desde que sejam executadas conforme as precauc¢des recomendadas,

e que as analises sejam interpretadas.



1.2.1 — Aspectos gerais da citometria de fluxo

A estimacgédo do contetudo de DNA nuclear foi a primeira (HELLER 1973
citado por LOUREIRO e SANTOS, 2004) e continua a ser a principal utilizacao
da citometria de fluxo em plantas, além da determinacdo do nivel de ploidia.
As determinacdes do conteudo de DNA nuclear por citometria de fluxo séo
obtidas por comparacdo com um padrédo de referéncia de valor conhecido
(VINDEL@V et al., 1983). Segundo Dolel[Jel e Bartos (2005), os dados obtidos
usualmente sdo mostrados na forma de histogramas de densidade relativa,
representando o conteldo relativo de DNA.

A citometria de fluxo € uma técnica que envolve a analise das
propriedades Opticas (dispersdo da luz e fluorescéncia) de particulas
microscoépicas que fluem numa suspensédo liquida. A medida em fluxo da
fluorescéncia emitida permite anélises a alta velocidade (10 - 10° particulas
por segundo) e garante que sejam selecionadas aleatoriamente em toda a
populacdo, sem qualquer subjetividade associada (DOLELIEL, 1997 e SILVA et
al., 2004). A analise do conteudo de DNA baseia-se na intensidade de
fluorescéncia relativa de ndcleos ou células em suspensédo, corados com um
fluorocromo especifico (DOLEOEL e BARTOS, 2005).

A metodologia foi originalmente desenvolvida no fim dos anos 50, para
uma contagem e analise rapidas de células sanguineas. Com a natural
evolucdo da técnica e com o aparecimento de novos marcadores fluorescentes,
a utilizacdo desta instrumentacdo generalizou-se a outras areas e a estudos
com outras células, como células vegetais e microbianas (DOLELEL, 1997 e
DOLEOEL e BARTOS, 2005).

Nos estudos com células vegetais, apesar da utilizacdo da citometria de
fluxo ter ocorrido apenas no inicio dos anos 80, o nimero de aplicacbes tem
aumentado continuamente desde entdo, sendo uma técnica rotineiramente
usada em varios laboratérios por todo o mundo (DOLELEL, 1991).

Segundo Dolellel e Barto§ (2005), nos trabalhos envolvendo
quantificacdo do genoma via citometria de fluxo, tradicionalmente os valores
sdo convertidos em picogramas (pg) de DNA. Entretanto, a expressdo dos
valores em pares de base (pb) também tem sido utilizada. Os autores Dolellel

et al. (2003) citados por DolelJel e Bartos (2005), considerando a raz&o entre
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pares de base AT:CG de 1:1 e ignorando a presenca de nucleotideos
modificados, sugerem que 1 pg de DNA é igual a 0,978x10° pb.

Quando se quer determinar o tamanho do genoma nuclear para uma
espécie, é indicado o uso de fluorocromos intercalantes, ou seja, sem
preferéncia por pares de base (DOLECEL et al., 1992 e DOLECEL e BARTOS,
2005). Segundo Michaelson et al. (1991) e Yanpaisan et al. (1999), o iodeto de
propideo é o fluorocromo mais indicado para a determinacdo da quantidade de
DNA nuclear, tanto em plantas como animais, por ser intercalante e pelos
menores coeficientes de variagdo obtidos na sua utilizagdo. Johnston et al.
(1999) também recomendam o uso de iodeto de propideo como fluorocromo ao
invés do DAPI na determinacao da quantidade do DNA gendmico em plantas.

Price e Johnston (1996) relataram que o iodeto de propideo ndo cora
especificamente o DNA, mas também a dupla fita de RNA, por isso a acuracia
da determinacdo do conteudo de DNA depende do uso de RNase.

Pelo fato do DAPI corar preferencialmente sequiéncias de DNA ricas em
bases AT, € menos rigoroso do que o iodeto de propideo nas quantificacdes de
DNA genémico (PRICE e JOHNSTON, 1996). Entretanto, muitos cientistas
ainda usam este corante, segundo DolelJel e Barto$s (2005), porque eles
possuem citdmetros com fonte de luz a lampada, os quais a fluorescéncia
emitida pelo DAPI é facil de excitar e mensurar.

A mitramicina, a cromomicina, o Hcechst e o DAPI s&o exemplos de
fluorocromos base especificos. De acordo com Rayburn et al. (1989) citados
por Michaelson et al. (1991), a mitramicina além de ser base especifica CG,
permite a deteccdo de pequenas diferencas na quantidade de DNA
provenientes de diferencas na proporcdo AT:CG. O mesmo resultado é obtido
com DAPI (DOLEOEL, 1997).

A escolha e 0 uso dos padrdes de referéncia € um dos pontos criticos de
uma andlise rigorosa na citometria de fluxo (DOLELEL et al., 1998). Dolellel e
Barto$ (2005) sugeriram que, por questdes técnicas como a maior similaridade
possivel na extracdo dos nucleos, os padrdes vegetais sdo mais adequados
para estimar o conteado de DNA em plantas do que os padrbes de nucleos de
células animais.

Segundo Johnston et al. (1999) e Gregory (2005), uma significativa fonte

de erro que pode afetar a estimativa da quantidade de DNA em plantas é a
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comparacao entre os padrées com valor de DNA conhecidos. Este erro pode
ser significativo, principalmente quando o padrdo utilizado for proveniente de
hemécias de galinha. O seu uso tem sido descartado, uma vez que as varias
linhagens destas aves possuirem diferencas no conteddo de DNA
(NAKAMURA et al., 1990). A vantagem do uso de hemécias € que uma Unica
galinha pode ser fonte de células para varios experimentos (JOHNSTON et al.,
1999).

Bennett e Smith (1991) e Johnston et al. (1999) testaram e sugeriram um
grupo de padrbes de referéncia para estimativas do conteddo de DNA nuclear
em plantas. Para esses autores, a estimacdo do DNA gendmico possui maior
linearidade de propor¢cfes quando os padrbes possuem conteldos de DNA
proximos as amostras; mas entre a comunidade cientifica, ainda ndo se chegou
a um consenso sobre que padrées de DNA usar quando se analisam nudcleos
de células vegetais.

A padronizacdo externa abrange analises separadas dos nucleos
padrbes e dos ndcleos amostrais. Esse tipo de procedimento pode causar
pequenos erros, consequentes de variagdes na preparagao e na coloracao das
duas amostras e de flutuacdes aleatérias na calibragem do proprio citbmetro.
Com a utilizacdo de procedimentos que adotam a padronizacdo interna, na
qual o isolamento, coloracdo e andalise das amostras sdo simultaneas, esses
problemas sdo evitados (DOLECEL e BARTOS, 2005). Por conseguinte, as
comparacdes entre as posicoes dos picos G; da fluorescéncia relativa do DNA
sdo realizadas em um Unico histograma.

Segundo Marie e Brown (1993) e Greilhuber (2005), o co-processamento
entre o padrao de referéncia e a amostra a qual se quer estimar o valor de DNA
nuclear, padronizacdo interna, minimiza o risco de se encontrar valores super
ou subestimados na coloracdo. Ja Hendrix e Stewart (2005) recomendam a
ndo utilizacdo do co-processamento até que a causa das diferencas de
coloracdo provocadas por compostos secundarios seja conhecida. A
recomendacdo deve-se ao fato dos materiais vegetais frequentemente
conterem inibidores de coloracdo enddgenos, que podem afetar a mensuracao
dos resultados (Price et al., 2000).

A presenca de compostos extra-nucleares que interferem na

fluorescéncia do iodeto de propideo foi detectada em algumas espécies de
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plantas, como Helianthus annus (PRICE et al., 1998 e PRICE et al., 2000),
Gossypium spp. (HENDRIX e STEWART, 2005) e em Coffea liberica var.
dewevrei (NOIROT et al., 2000, 2002, 2003 e 2005). Se essa interacao entre
compostos enddgenos e intensidade de coloracdo existir, os dados da
estimativa do conteldo de DNA devem ser questionados, uma vez que 0O
corante deve ter acesso igual aos sitios de ligagdo na cromatina (NOIROT et
al., 2000).

A analise em um citdmetro de fluxo também depende da fonte de luz
utilizada. Segundo DolelJel (1991), ha dois tipos de fonte de luz: laser ou
lampada. Dolelel (1991) e Nunez (2001) descreveram que os lasers possuem
alto poder de radiacéo, estabilidade e monocromaticidade, os quais eliminam a
necessidade de excitacédo dos filtros de luz. De acordo Price e Johnston (1996),
nas andlises para as quantificacdes absolutas de DNA genémico eles sdo mais
comumente usados. Ja as lampadas de mercario sdo consideravelmente
menos dispendiosas e mais simples de usar, apesar de requererem um
sistema com maior complexidade ética. Na determinagédo de niveis de ploidia
em plantas elas sdo as mais usadas, pois permitem melhor resolucdo nos
histogramas.

Para a determinacdo da quantidade absoluta de DNA gendmico,
citbmetros de fluxo a laser sdo os mais empregados, porgue eles produzem luz
monocromatica visivel, a mais utilizada em conjunto com o fluorocromo iodeto
de propideo (PRICE e JOHNSTON, 1996).

Peters (1979) comparou diferencas Opticas entre as duas fontes de luz,
concluindo que sao similares e que dependem das caracteristicas de excitacdo
dos fluorocromos usados. De acordo com Wilkerson (2004), € importante saber
o comprimento de onda que a fonte de luz a laser ira excitar, porque o
fluorocromo usado ira depender deste aspecto.

Outra caracteristica da andlise citométrica da quantidade de DNA em
plantas diz respeito ao coeficiente de variagdo (CV). Segundo DolelJel e Bartos
(2005), na citometria de fluxo a variacdo € normalmente expressada pelo
coeficiente de variacdo. O CV permite que picos em diferentes posicoes
possam ser diretamente comparados quanto a precisdo. Marie e Brown (1993)
consideram o coeficiente de variacdo um critério essencial nas avaliacées dos

métodos citoldgicos. Eles estabeleceram uma linha de referéncia a qual
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consideram um CV variando entre 1 e 2% para analises de qualidade em
células vegetais e um CV de 3% como um valor para andlises de rotina.
DolelJel (1997) relatou que a citometria de fluxo é uma técnica
caracterizada por ser de alta resolucéo, cujo CV dos picos normalmente variam
entre 1 e 3% . Entretanto, quando se trata de quantificacbes que incluem
estimativas do tamanho do genoma, o0 autor descreve que estes valores néo
sdo reproduziveis, provavelmente por variacbes dentro e entre 0S acessos
analisados. Conforme DolelJel e BartoS (2005), tal precisdo € dificil de ser
conseguida em algumas plantas, por isso estes autores aceitaram como

admissiveis valores de CV menores que 5%.

1.2.2 - Aspectos gerais da citometria de imagem

Segundo Hardie et al. (2002) e Greilhuber (2005) a citometria de imagem
€ uma das técnicas, cujos resultados permitem o célculo da quantidade de
DNA nuclear. Ela é uma ferramenta baseada na microscopia e na imagem
digitalizada.

A técnica, originalmente conhecida como citometria ou citofotometria, foi
desenvolvida a partir de metodologias baseadas no calculo da densidade
optica (DO) (CHIECO et al., 2001). A primeira tentativa de quantificar o DNA
nuclear in situ por meio do calculo da absorbancia da luz UV pela célula foi
realizada por Caspersson em 1936 (CHIECO e DERENZINI, 1999).

Nos primeiros ensaios baseados na absorcao de luz UV pelos &cidos
nucléicos, foram observadas alta concentracao de DNA nos nucleos celulares e
alta concentracdo de RNA associada com a sintese protéica no citoplasma.
Contudo, a técnica era dispendiosa e os dados gerados eram dificeis de ser
interpretados, uma vez que as curvas de absorcdo de DNA e RNA ficavam
sobrepostas (SWIFT, 1966).

A partir de 1947, o surgimento dos primeiros microfotdmetros permitiu a
quantificacdo de varios componentes celulares e atividade de enzimas por
meio do célculo da absorbancia de células coradas ou ndo. Nucleos corados
por meio da reacdo de Feulgen comecaram a ser utilizados em estudos de
quantificacdo do DNA nuclear (CHIECO e DERENZINI, 1999).



Segundo Bitensky (1979), a microdensitometria mede a concentracao ou
a massa de um cromdéforo em regiBes microscopicamente definidas.
Inicialmente, comprovou-se do valor da citofotometria com a reacdo de
Feulgen, pelas quantidades relativas de DNA em nucleos individuais de células
isoladas. Entre 1940 e 1980, foram realizadas pesquisas visando um melhor
entendimento da microfotometria e a um aperfeicoamento dessa técnica, a fim
estabelecer metodologias padronizadas que evitassem a obtencdo de dados
nao muito precisos por causa dos efeitos da disperséo da luz no equipamento e
da falta de uniformidade da superficie nuclear (CHIECO e DERENZINI, 1999).

Deeley (1955) sugeriu o calculo da absorbancia de toda a area corada
como uma forma de contornar o problema da irregularidade da superficie
nuclear. Dessa maneira, 0 objeto passou a ser representado pelo somatorio
das centenas de densidade Opticas obtidas, o que também permitiu o calculo
da area do mesmo (CHIECO et al., 2001). De acordo com Bitensky (1979), as
medidas foram confirmadas por ensaios bioquimicos e microdensitométricos
comparativos. Assim, mesmo com o0s cromoforos heterogeneamente
distribuidos, a microdensitometria pode ser precisa, contanto que seja operada

com a necessaria consideracao as suas limitacdes dentro das leis da fisica.

Com o advento das video-cameras e com o aumento da disponibilidade
de computadores, na segunda metade da década de 80, passou-se a ter uma
instrumentacdo adequada para os estudos em citometria de imagem com
custos mais acessiveis (CHIECO e DERENZINI, 1999). De acordo com Kiss et
al. (1992), uma video-camera acoplada a um microscépio permite a
mensuracdo de valores de densidade oOtica integrada (DOl — medida de
absorbancia relacionada com a éarea). Além disso, segundo Hardie et al.
(2002), o processo de andlise requer uma cuidadosa calibracdo e um
computador capaz de processar os comandos do software escolhido para

analise de imagem.

Os antigos equipamentos deram lugar aos novos, consequentemente
ocorreu a disseminacgao da citometria de imagem como técnica adequada para
a quantificacdo de DNA na medicina. Essa técnica passou a ser utilizada no
diagndstico de tumores malignos, em estudos de ploidia e ciclo celular (PUECH
e GIROUD, 1999 e VILHAR et al., 2001).



O contetdo de DNA celular pode ser calculado a partir da medida da
absorbancia dos nucleos intactos, em laminas, coradas por meio da reacdo de
Feulgen (FEULGEN e ROSSENBECK, 1924). A reacao cora especificamente o
DNA, no qual ocorre a hidrolise do acido nucléico, criando radicais aldeidos nas
desoxirriboses por meio de depurinacdo. Num ambiente &cido, as bases
purinicas sao retiradas da desoxirribose, expondo grupos de aldeidos e
deixando intacto o arcabouco de DNA. Em seguida, a ligacdo desses grupos
formados a moléculas de fucsina basica presentes no reativo de Schiff,
reagente a base de parasosanilina tratada com &cido sulfarico, cora o acido
desoxirribonucléico. Apés uma coloracdo quantitativa do DNA, a DOI nuclear
torna-se citometricamente equivalente ao contetado de DNA, o qual ndo poderia
ser medido diretamente pela citometria (GREILHUBER e TEMSCH, 2001 e
HARDIE et al., 2002).

As estimativas do conteido de DNA podem variar entre experimentos
pela consequéncia de varios fatores, incluindo a origem do tecido, diferentes
preparacdes de fixadores e corantes, tempo e temperatura da hidrélise, ajuste
e sensibilidade dos microscopios e cameras utilizados (PRICE, 1988; PRICE e
JOHNSTON, 1996; CHIECO e DERENZINI, 1999; GREILHUBER, 2005).

Segundo Price (1988) e Price e Johnston (1996), a hidrdlise que precede
a coloracdo com o Reativo de Schiff € uma potencial fonte de erros. Para
Greilhuber e Temsch (2001) e Greilhuber (2005), este € 0 passo mais critico da
técnica. Se o tempo de exposi¢cdo no HCI for pequeno, reduz a coloracao; e se
o tempo for prolongado, hd a extracdo de fragmentos de DNA, também
provocando uma reducdo na coloracdo. Além disso, de acordo com Chieco e
Derenzini (1999), a solubilizacdo do DNA e a quantidade de grupos aldeidos
produzidos sdo variaveis de acordo com a fixacdo e a compactacdo da
cromatina.

Conforme Chieco e Derenzini (1999), a quantificacdo do contetdo de
DNA pela reacdo de Feulgen é causada pelo fato da intensidade de coloracdo
ser proporcional a concentracdo de DNA. De acordo com Chieco et al. (1994),
para compara¢des numéricas, a utilizacdo de uma referéncia padrdo se torna
necessaria.

Esta técnica permite que as células sejam representadas como um

arranjo de nameros, 0s gquais sdo processados por programas computacionais
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de acordo Puech e Giroud (1999). Além disso, procedimentos de controle de
gualidade devem ser desenvolvidos e executados para que os resultados
utilizando o sistema de analise de imagem sejam acurados.

Para a analise, Hardie et al. (2002) sugeriram obter valores na lamina
tanto de regides contendo nucleos, como de regiées com auséncia de material
celular. A diferenca da intensidade de luz entre as duas areas representa a
transmitancia. No caso de imagens monocromaticas, estudos citométricos em
plantas tém utilizado, principalmente, a escala de valor do pixel com 8 bits (256
tons de cinza) ou 12 bits (4096 tons de cinza) (VOGLMAYR e
GREILHUBER,1998)

De acordo com Hardie et al. (2002), a relacdo entre a densidade otica e
a transmiténcia € usualmente calculada automaticamente pelo equipamento
que compde o densitdmetro. Pela heterogeneidade da coloracdo do DNA
nuclear, é necessaria a analise de varios pontos de densidade, cobrindo todo
ndcleo. A soma das densidades 6ticas individuais por pixel é a DOI. De posse
destes dados, calcula-se a densidade Otica integrada por meio da seguinte

equacao:

em que:

n: nimero total de pixels no ndcleo.

If;; intensidade dos pixels do nucleo.

Ib;: intensidade dos pixels da &rea limpa da lamina.
(Fonte: HARDIE et al, 2002).

1.2.3 — Aplicacdo no género Eucalyptus

Dados relativos ao tamanho do genoma sédo de fundamental
significancia em pesquisas na biologia (ZONNEVELD et al., 2005). Segundo
Myburg et al. (2003) h& pouca informacao disponivel sobre evolu¢do genémica

e diferenciacdo genética no género Eucalyptus. Essa informacdo é necessaria
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no entendimento da natureza e da ocorréncia de barreiras reprodutivas, e da
base genética da superioridade dos hibridos neste género.

O primeiro trabalho de quantificacdo do DNA nuclear em Eucalyptus, de
Marie e Brown (1993), divulgou o valor de 1,13 picogramas (pg) de DNA/2C e
40,1% de bases GC para Eucalyptus globulus. Os coeficientes de variagcado néo
foram especificados. Um fluorocromo intercalante e o padrdo de referéncia
hemacias de galinha foram usados.

Grattapaglia e Bradshaw (1994) analisaram 19 plantas diferentes de
eucalipto, entre espécies comercialmente importantes e hibridos
interespecificos. Para o processamento, foram usadas folhas liofilizadas ou
congeladas em nitrogénio liquido. Os resultados em pg de DNA/2C variaram de
0,77 para E. citriodora a 1,47 para E. saligna. E. globulus apresentou 1,09 pg
de DNA/2C. Esses autores utilizaram hemdécias de galinha como padréo
interno. O fluorocromo usado foi o 4'-6-Diamidino-2-fenilindol (DAPI) e o
coeficiente de variacdo do pico G1 dos eucaliptos analisados variou entre 6,3 e
12,8%.

Azmi et al. (19972) utilizaram a citometria de fluxo para avaliar o nivel de
ploidia de tumores provocados por Agrobacterium tumefaciens e seus
subseqlentes materiais regenerados de E. globulus. Corados com o
fluorocromo Heoechst e processados num citbmetro com fonte de luz a laser, os
autores utilizaram hemacias de galinha para calibragdo. As analises indicaram
gue as amostras eram diploides.

Concordando com Marie e Brown (1993), outro trabalho analisando a
ploidia de E. globulus e de materiais regenerados foi publicado por Azmi et al.,
(1997 P). O contetido de DNA nuclear também foi avaliado. A coloracéo foi
realizada com Hoechst para as analises de ploidia, e com brometo de etideo
para a determinacdo do tamanho do genoma. Fonte de luz a laser e hemacias
de galinha como padrédo interno foram utilizados. Nao houve evidéncias de
poliploidia em nenhuma das amostras, indicando a auséncia de poliploidizacao
durante a diferenciagéo celular in vitro. Os autores encontraram o valor de 1,13
pg DNA/2C e 40,1% de bases GC em E. globulus. Os coeficientes de variagcio
nao foram divulgados.

Pinto et al. (2004) analisaram embrides zigdéticos e somaticos e folhas de

E. globulus, com o objetivo de medir o conteido de DNA nuclear e determinar
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se a embriogénese somatica induz a poliploidia nessa planta. Usando como
padrdo interno Lycopersicon esculentum cultivar Stupicke, coloracdo com
iodeto de propideo e leitura com fonte de luz a laser, o valor encontrado para
0os embrides zigoéticos foi de 1,32 pg DNA/2C. Para os embribes somaticos o
valor foi de 1,39 e para as folhas foi de 1,40 pg DNA/2C. O coeficiente de
variacao ficou entre 3,5 e 6,8% nas andlises das folhas.

Duas estimativas do conteddo de DNA nuclear das espécies de
Eucalyptus spp. foram obtidas pela técnica de citometria de imagem. As
espécies sdo E. tereticornis e E. camaldulensis, com 1,20 e 1,40 pg de DNA/2C
respectivamente, analisadas junto ao padrédo Allium cepa, cujas diferencas na
quantidade de DNA foram avaliadas sob estresse em cultura de tecidos (RANI
e RAINA, 1998).

Nas técnicas de citometria de imagem e citometria de fluxo, foram
encontrados somente cinco trabalhos relatando o contetdo de DNA nuclear
dos eucaliptos; e os valores encontrados para E. globulus via citometria de
fluxo diferem entre si (Quadro 1). Além disso, Pinto et al. (2004) sugeriram a
atuacdo de compostos secundarios na coloracdo diferencial dos nucleos.
Possiveis causas dessas incongruéncias ndo foram informadas na literatura.
Provavelmente, estas diferencas sdo atribuidas a variabilidade das
metodologias, dificultando a determinacéo de qual valor € mais acurado.

Alguns trabalhos utilizando ambas as técnicas citométricas de fluxo e
imagem como ferramentas para mensuracdo da quantidade de DNA séo
encontradas na literatura. Greilhuber e Obermayer (1997; 1999) utilizaram-nas
para estudar diferencas encontradas no tamanho do genoma em cultivares de
soja. Eles concluiram que as divergéncias anteriormente descritas refletiam
apenas variacdes metodoldgicas.

A mensuracdo da quantidade de DNA de Capsicum por citometria de
fluxo utilizando a citometria de imagem como controle também foi realizada por
Moscone et al. (2003). Os autores encontraram uma diferenca entre
metodologias em pg/1C de DNA; entre 2,4 e 4,8% menor nas analises
processadas via citometria de imagem.

Pelos trabalhos citados acima, a utilizagdo simultinea destas
ferramentas pode contribuir para uma reavaliagdo das divergéncias nas

quantificacbes de DNA nuclear em plantas da mesma espécie.
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Quadro 1 — Quantidades de DNA nuclear em picogramas (pg) para E. globulus

de acordo com a literatura.

DNA/2C (pg) Padrao Fluorocromo Luz CV Referéncia
1,13 G. domesticus O * - - Marie e Brown, 1993
1,09 Eritrocitos Gallus DAPI - 6,3a12,8 Grattapaglia e

Bradshaw, 1994
1,13 Eritrécitos Gallus BE laser - Azmi et al ., 1997
1,40 L. esculentum IP laser 4,6 a6,8 Pinto et al ., 2004

G. domesticus = Gallus domesticus

L. esculentum = Lycopersicon esculentum

* = BE (brometo de etideo) ou IP (iodeto de propideo)
DAPI = Diamidino-2-fenilindol

CV=Coeficiente de variacédo
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2- OBJETIVOS

Considerando que a literatura apresenta valores diferentes do contetudo
de DNA nuclear nos eucaliptos analisados via citometria de fluxo, a utilizac&o
dessa técnica juntamente com a citometria de imagem podera servir para a
reavaliacdo dessas divergéncias.

O presente estudo propfe quantificar o contelddo de DNA nuclear de

Eucalyptus spp. pelas técnicas de citometria de fluxo e citometria de imagem.

Os objetivos especificos séo:

Estabelecer protocolos para a analise dos nucleos em suspenséao de E.
grandis, E. urophylla e E. globulus pela citometria de fluxo.

Padronizar protocolos de quantificacdo do conteido de DNA nuclear de
E. globulus pela citometria de imagem.

Avaliar comparativamente os resultados da quantidade de DNA nuclear
encontrados pela citometria de fluxo e de imagem.

Estabelecer os padrdes de referéncia que possam ser mais adequados

a analise via citometria de fluxo dos eucaliptos.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1. Material

As sementes de E. globulus, E. grandis, E. urophylla foram cedidas pelo
professor Sérgio Herminio Brommonschenkel, Laboratério de Gendmica
Vegetal, Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO) da
Universidade Federal de Vigosa (UFV) e pelo professor Dario Grattapaglia,
Embrapa - Recursos Genéticos e Biotecnologia. Sementes das plantas
utilizadas como padrdes nas analises citométricas foram cedidas pelo Dr.
Jaroslav Dolellel do Laboratério de Citogenética Molecular e Citometria do
Instituto Experimental Botanico-Sokolovska-Republica Tcheca. As galinhas
Legorhn IPEACS usadas como doadoras de hemécias foram cedidas pelo
Departamento de Zootecnia da UFV. Todas as analises, citométricas de fluxo e
de imagem, foram realizadas no Laboratério de Citogenética Vegetal, do
Departamento de Biologia Geral da UFV.

3.2- METODOS

3.2.1 - Citometria de fluxo

Esta técnica foi baseada na metodologia descrita por Otto (1990), com

pequenas modificacoes.
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3.2.1.1 - Extracao dos nucleos

Folhas jovens e vigorosas foram coletadas de plantas cultivadas entre 1
e dois meses na casa de vegetacdo da UFV. Raphanus sativus var. Saxa e
Lycopersicon esculentum cultivar Stupicke foram utilizadas como padrdes
internos para Eucalyptus grandis e E. globulus. Os valores dos padrdes
internos em picogramas de DNA foram escolhidos segundo o trabalho de
Dolelel et al. (1992) (Quadro 2).

Quadro 2 - Valores em pg de DNA/2C dos padrbes de referéncia que foram

utilizados.

Espécie Pg de Corante Fonte de Medidas de Referéncia
DNA/2c luz disperséo

Lycopersicon 1,90 IP - S=0,09pg Michaelson et al.
esculentum (1991)
Lycopersicon
esculentum var. 1,96 IP lampada CV <3% Doleel (1992)
stupicke
Lycopersicon Obermayer et al.
esculentum cv. 2,00 IP lampada S=0,07pg (2002)
Gardener’s light
Raphanus sativus 1,11 IP lampada CV <3% Doleel (1992)
var. Saxa
Raphanus sativus 1,37 IP laser - Lab. 1 DoleOel et al.
var. Saxa (1998)
Raphanus sativus 0,98 IP lampada - Lab. 2 DoleUel et al.
var. Saxa (1998)
Raphanus sativus 1,06 IP lampada - Lab. 3 Dolelel et al.
var. Saxa (1998)
Raphanus sativus 1,45 IP laser - Lab. 4 DoleOel et al.
var. Saxa (1998)
Gallus domesticus Johnston et al.
var. White Leghorn 3,01 IP lampada S=0,05 (1999)
estocado por anos
Gallus domesticus 2,49 IP lampada S=0,03 Johnston et al.
White leghorn (1999)
Texas
Gallus domesticus 2,33 Intercalante - - Galbraith et al.
fémea (1983)

IP = lodeto de propideo.
CV = Coeficiente de variacéo
S = Desvio padréo

Para a extracdo dos nucleos foi utilizado o protocolo adaptado de Otto
(1990), cujos passos de extracdo e coloracdo sao distintos. As folhas dos

eucaliptos e R. sativus ou L. esculentum foram lavadas em agua corrente e

17




mantidas em agua destilada a 4 °C até o processamento. Subsequentemente,
as folhas foram secas em papel toalha. O preparo da suspenséo nuclear foi
realizado com fragmentos de cerca de 2 cm? de cada amostra, processadas
juntas, da planta usada como padrao interno (R. sativus ou L. esculentum) e do
eucalipto. Os nucleos foram liberados das células por meio de cortes feitos com
lamina de barbear, em placa de Petri, a temperatura ambiente.

O preparo do padrédo externo de nucleos de eritrécitos de aves foi
realizado a partir da coleta do sangue e estocagem em tubos com heparina.

Aos 2 ml de sangue recém-coletado adicionaram-se 6 ml da solucédo EA
| (140 mM NacCl,10 mM Citrato de Sédio,1 mM Tris pH=7,1) e centrifugados a
50 g durante 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e em seguida
adicionado 6 ml de EA |. Mais uma centrifugacédo a 50 g durante 5 minutos e
um descarte do sobrenadante, e o sedimentado foi ressuspendido em 4 ml de
EA 1l (140 mM NaCl, 10 % (v/v) Tween 20) e agitado em Vortex. Foram
adicionados 4 ml de EA 11l (320 mM sacarose,15 mM MgS0O4.7H,0, 15 mM b-
Mercaptoetanol el mM Tris pH=7,1). ApGs centrifugar a 250 g durante 5
minutos, e descartar o sobrenadante, foram adicionados 4 ml de EA Ill. Em
seguida foram colocados na centrifuga a 120 g durante 5 minutos, e o
sobrenadante descartado.

Subsequentemente, o sedimento foi transferido para um tubo limpo, e
adicionado 4 ml de EA lll. Outra centrifugacédo a 90 g por 5 minutos e descarte
do sobrenadante foi feito. O sedimento foi ressuspendido e depois adicionado 4
ml de fixador gelado. A suspenséo foi armazenada a 4 °C overnight. A Ultima
centrifugacéo, a 50 g durante 5 minutos, foi feita, e em seguida o fixador foi
descartado. Os nucleos sedimentados foram ressuspendidos e 12 ml de etanol
70% gelado foram adicionados. Em seguida uma filtragem da suspenséo
nuclear através de telas de 50 mm de diametro de poro foi feita. A estocagem

foi realizada em aliquotas de 1,5 ml, a -20 °C até o momento de uso.

3.2.1.2 - Coloracdo com iodeto de propideo

Os nucleos vegetais foram extraidos em placa de Petri contendo 0,5 ml
de solugcdo tampao OTTO-I. As folhas de Eucalyptus spp. foram picotadas

simultaneamente com R. sativus ou L. esculentum como padrdo interno. A
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suspensao foi incubada de 2 a 3 minutos e filtrada em tela com diametro de
poro de 30 [Om acrescentando-se mais 0,5 ml de OTTO-l, e depois
centrifugada por 5 minutos a 110 rpm. Para o uso de heméacias de galinha (2,33
pg de DNA/2C segundo MARIE e BROWN, 1993) como padréao, 100 [l dos
nucleos em suspensdo foram adicionados a solugéo de E. globulus, E. grandis
ou E. urophylla antes da centrifugagdo. O sobrenadante foi descartado e
ressuspendeu-se o restante em 100 0l de OTTO-I. Apés 10 min de incubacéo,
1,5 ml do tampéo de coloracao OTTO-II, contendo 75 [l de iodeto de propideo
e 75 [l de RNAase, foi adicionado.

A suspensao foi corada por 30 minutos no escuro e a temperatura

ambiente e depois filtrada em telas com 20 OUm de diametro de poro.
3.2.1.3 - Processamento no citbmetro de fluxo

A intensidade de fluorescéncia relativa dos nucleos corados com iodeto
de propideo foi mensurada por um citbmetro de fluxo Partec PAS I/l
(PARTEC Gmbh, Munster, Germany), com fonte de luz a laser (RG 610 e filtro
TK 420).

3.2.1.4 - Estimacdo do contetudo de DNA

Todos os histogramas de intensidade de fluorescéncia relativa foram
avaliados no programa FlowMax Partec®. A razdo entre as médias dos picos
Go/G; dos padrdes de referéncia e das amostras foi calculada e convertida em
picogramas de DNA. Cada amostra foi analisada no minimo duas vezes, ndo
menos que 5000 nucleos e com coeficientes de variagdo menores que 5 %.

O tamanho do genoma nuclear foi calculado a partir das leituras dos
nucleos em Go/G3, de acordo com a férmula:

V= ?ﬁg pg
2@
em que:

V: valor do contetdo de DNA nuclear 2C (pg) de Eucalyptus.
L,: leitura média do pico Go/G; de Eucalyptus sp.

L,: leitura média do pico Gy/G; do padrao.

pg: valor do conteldo de DNA do padrdo em picogramas
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3.2.2 - Citometria de imagem

Utilizou-se a técnica descrita por Greilhuber e Temsch (2001), com

pequenas modificacoes.

3.2.2.1 - Hidrdlise e coloracao pelareacao de Feulgen

As raizes de E. grandis, R. sativus var. Saxa e L. esculentum cultivar
Stupicke foram fixadas em trés trocas de 10 minutos em metanol: &cido acético
(3:1) e armazenadas a -20 °C. Nos passos seguintes as raizes do padrédo e do
eucalipto foram processadas juntas, para a padronizacdo interna. Apds o
minimo de 24 horas no fixador, foram lavadas durante 15 minutos em agua
destilada, a temperatura ambiente e colocadas em tubos de Eppendorf
contendo 1 ml de HCI 5M, que foram imediatamente colocados em banho-
maria, a 20 e 25 °C, durante 45, 50, 55 e 60 minutos. ApGs esse passo,
lavaram-se as raizes em agua destilada por 3 trocas de dois minutos.

Subsequentemente, o material foi colocado em tubos de Eppendorf
contendo 1 ml de Reativo de Schiff (5 g de fucsina béasica, 10 ml de HCI 1 N,
2,23 g de K,S,0s, 1 g de carvao ativo e 85 ml de agua destilada), e deixado por
24 h a 4 °C (modificado de GREILHUBER e TEMSCH, 2001). Os sitios do DNA
apurinico com grupos aldeidos livres ligaram-se a molécula incolor de fucsina
dissolvida no Reativo de Schiff, adquirindo a raiz uma cor magenta.
Subsequentemente lavou-se as raizes durante 60, 50, 40, 30, 20, 15 e 10
minutos em agua sulfurosa, em temperatura ambiente e prepararam-se,

imediatamente, as laminas pela técnica de esmagamento.

3.2.2.2 - Preparo das laminas pela técnica de esmagamento

O preparo das laminas foi feito de acordo com Carvalho (1995). As
raizes de E. globulus e R. sativus ou L. esculentum submetidas juntas a reacao
de Feulgen foram lavadas em agua sulfurosa com 40, 30, 20, 15 e 10 min (2,5
ml de K,S,05 10% em 50 ml de agua destilada) e depois durante 3 minutos em

agua destilada. Uma lamina de vidro previamente limpa (imersa por 24 h em

20



solucéo sulfocrébmica, lavada durante 10 min em agua corrente e armazenada
em recipiente com alcool 95% a 25 °C) contendo uma gota de acido acético
45% foi usada para colocar as raizes ja lavadas. Na mesma lamina, a raiz do
eucalipto e a raiz do padrao, hidrolisadas e coradas no mesmo Eppendorf,
foram esmagadas. Com auxilio de um bisturi e de um microscopio
estereoscopico (lupa) deixou-se apenas a regido meristematica da raiz sobre a
lamina. Uma laminula previamente limpa foi colocada sobre cada material, e
esse conjunto foi imobilizado com auxilio de um papel de filtro. O esmagamento
do meristema foi feito batendo-se levemente sobre o conjunto acima citado,
com auxilio de um instrumento com extremidade plana, como um lapis. ApGs o
esmagamento, a lamina foi incubada em uma temperatura de —20 °C durante
60 minutos sobre uma placa metdalica, e depois se efetuou a retirada da
laminula com auxilio de uma lamina de barbear. Os locais da lamina que
estavam os meristemas foram cobertos com 6leo de incluséo (Carl Zeis = L 25,
indice de refracdo = 1,525) e depois selados com uma laminula previamente

limpa e esmalte incolor.

3.2.2.3 - Anélise dos dados

As laminas foram observadas em fotomicroscépio Olympus™: modelo
BX 60, com objetiva de imersdo de 40 X, equipado com acessorios de andlise
de imagem. Filtros de densidades neutras do sistema do microscépio que
ajudaram a homogeneizar a incidéncia de luz e outro filtro de interferéncia
verde (IF550) foram utilizados.

Condicdes de calibracao e iluminagéo segundo Kéhler, citado por Hardie
et al. (2002) foram feitas, garantindo condi¢cdes Opticas 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 e de
1392x1040 de resolucdo, do kit de analise de imagem Cool SNAP™, acoplada
ao microscopio e a um computador equipado com placa digitalizadora.

As andlises foram realizadas usando o Programa Image Pro-Plus ® 4.5
Media Cybernetics, no qual uma tabela de calibragdo com valores de

densidade conhecidos foram empregados para processar as imagens. A curva
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de calibracdo foi padronizada com filtros Edmund Industrial Optics, de
densidade 6ptica (DO) conhecida (escala DO = 0,03; 0,04; 0,06; 0,09; 0,15;
2,5). A estimacéo do efeito glare foi feita automaticamente pelo programa.

Conforme descrito por Vilhar et al. (2001), para a determinacdo da
densidade o6ptica integrada (DOI) foram utilizadas regifes da lamina contendo
ndcleos e regides com auséncia de material celular. Para a analise, foram
medidas as DOI de dez nucleos em profase e dez nucleos em tel6fase. A partir
das médias foram calculados os valores 2C e 4C para os nucleos de E.
globulus e dos padrdes R. sativus ou L. esculentum. Trés laminas de cada
combinacdo padrao/eucalipto foram utilizadas na obtencdo dos dados. O
software calculou a DOI automaticamente.

De acordo com o sugerido por Vilhar et al. (2001), dois critérios
empregados na pesquisa médica para controle da qualidade dos dados obtidos
na citometria de imagem, foram aqui utilizados para plantas: o coeficiente de
variagdo e a razdo 4C/2C. O primeiro requer coeficiente de variagdo dos
nicleos 2C ou 4C, por lamina, menor que 5% (BOCKING et al., 2001). O
segundo determina que a razao entre os valores 2C e 4C nao seja menor que
1,8 e maior que 2,2 (BOCKING e NGUYEN; 2004).

22



4- RESULTADOS

4.1 - Citometria de fluxo

A determinacéo dos valores relativos da quantidade de DNA nuclear via
citometria de fluxo, usando o fluorocromo iodeto de propideo gerou
histogramas com resolucdo que diferenciou as fases Gy/G; e algumas G..
Somente um histograma de cada combinacao entre os padrdes e os eucaliptos
esta apresentado (Figuras 1 a 3), uma vez que as repeticdes apresentaram o
mesmo perfil.

Os histogramas gerados apresentaram um pico maior correspondente
aos nucleos na fase Go/G; do ciclo celular, um pico menor correspondente a
fase G, e uma regido entre os dois picos referente aos nucleos em fase S. O
namero de nucleos esta representado pelo eixo vertical, e a intensidade de
fluorescéncia relativa pelo eixo horizontal (Figuras 1, 2, 3 e 5).

Todas as analises para Eucalyptus spp. apresentaram o maior
coeficiente de variacdo (CV) de 3,8% (média de 2,90%). Nas amostras com 0
padrdo R. sativus o maior CV foi de 3,53% (média de 3,21%). Nas analises
utilizando L. esculentum como padrdo os maiores coeficientes de variacao
foram de 3,8% (média 3,13%). Nos histogramas com G. gallus [0 como padréo
interno, os maiores CV foram de 3,32% (média 2,55%).

Os index correspondem a razdo da intensidade de fluorescéncia emitida
dos nucleos da leitura dos eucaliptos pela do padrdo. Os valores relativos
(index) e o CV referentes aos histogramas encontram-se nos Quadros 3, 4 e 5.

Pelos valores de leitura dos dois picos referentes a fase Go/G;, um

referente ao padrdo e outro referente ao eucalipto, e pelo conteddo de DNA
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dos padrdes calculou-se os valores absolutos em picogramas de DNA/2C de E.
globulus, E. grandis e E. urophylla (Quadros 3 a 5) pela utilizacdo da formula do
item 3.2.1.4. A partir da relagdo 1 pg = 0,978.10° pares de base (pb),
estabelecida por DolelJel et al. (2003) citados por Dole[Jel e Bartos (2005), os
valores 1C em pb foram calculados (Quadro 6).

As diferencas encontradas nas andlises foram de até 32%, ao se
comparar os valores obtidos de E. globulus com os padrdes R. sativus e G.
gallus (Figura 4).

Nas comparacdes interespecificas dos graficos com padrdo interno
hemécias de galinha, o menor valor corresponde a espécie E. urophylla, e o
maior a E. grandis. Pelos coeficientes de variacdo ndo serem menores do que
a metade das diferencas encontradas nas médias, ndo € possivel afirmar o
menor conteudo de DNA em E. urophylla. Além disso, os histogramas da
combinacdo dois a dois de E. globulus, E. grandis e E. urophylla, cujos CV
foram menores que 2,70%, ndo distinguiram picos diferentes para cada espécie
(Figura 5 e 6).

Embora ndo haja diferenca, pelo coeficiente de variacdo, entre os
valores de E. globulus e E. grandis, as amostras de E. globulus mostraram-se
0,8 a 3,8 % menores em todas as analises (Quadro 6).

Na Figura e no Quadro 7estdo apresentadas as quantificacbes de DNA
nuclear feitas pelo presente trabalho e pela literatura. A diferenca entre o

menor e o maio valor (1,05 e 1,40 pg) € de 33%.
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Figura 1 — Histogramas do conteudo relativo de DNA nuclear de E.globulus e

R. sativus (a) e E. grandis e R. sativus (b), obtidos apds coloracao

com iodeto de propideo. Leituras 002 e 003 do Quadro 3.

Quadro 3 - Valores das leituras referentes aos picos G1, coeficiente de
variacao (CV), index e picogramas (pg) de DNA/2C obtidos nos

histogramas gerados do processamento de E. globulus e R.

sativus, e E. grandis e R. sativus.

NO° Leitura CV INDEX Média INDEX pg DNA/2C
R. sativus
001 45,33 3,49 1,00 1,00 1,11
002 44,86 3,01 1,00
003 45,25 3,34 1,00
004 44,06 3,46 1,00
E. globulus
001 56,44 2,90 1,25 1,25 1,39
002 56,47 3,22 1,26
E. grandis
003 57,51 2,73 1,27 1,27 1,41
004 56,15 3,563 1,27

O index é igual a razdo da leitura do pico Go/G; de cada pico dos eucaliptos

correspondentes pela leitura de R. sativus.

25



ream

.k*_ e — e
] i 2]

| e

Figura 2 — Histogramas do contetdo relativo de DNA nuclear de E. globulus e

L. esculentum (a) e E. grandis e L. esculentum (b), obtidos apés

coloracédo com iodeto de propideo. Leituras 002 e 003 do Quadro 4.

Quadro 4 — Valores das leituras referentes aos picos G1, coeficiente de

variacao (CV), index e picogramas (pg) de DNA/2C obtidos nos

histogramas gerados do processamento de E. globulus e L.

esculentum, e E. grandis e L. esculentum.

N° Leitura CV INDEX Média INDEX pg DNA/2C
L. esculentum

001 89,19 3,04 1,00 1,00 1,96
002 87,27 2,41 1,00
003 90,74 2,57 1,00
004 88,74 3,29 1,00

E. globulus
001 5496 3,80 0,62 0,62 1,21
002 53,67 3,62 0,61

E. grandis
003 56,58 3,58 0,62 0,63 1,22
004 55,65 2,73 0,63

O index é igual a razdo da leitura do pico Gy/G; de cada pico dos eucaliptos
correspondentes pela leitura de L. esculentum.
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Figura 3 — Histogramas do conteudo relativo de DNA nuclear de E. globulus e
G. gallus (a), E. grandis e G. gallus (b) e E. urophylla e G. gallus
(c), obtidos apds coloracdo com iodeto de propideo. Leituras 005,
006 e 003 do Quadro 5.
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Quadro 5 - Valores das leituras referentes aos picos G1, coeficiente de

variacdo (CV), index e picogramas (pg) de DNA/2C obtidos nos

histogramas gerados do processamento de Eucalyptus globulus e

Gallus gallus, E. grandis e G. gallus e E. urophylla e G. gallus.

N° Leitura CV INDEX Média INDEX pg DNA/2C
G. gallus fém.
001 108,81 2,15 1,00 1,00 2,33
002 108,79 2,52 1,00
003 108,49 1,10 1,00
004 107,45 2,12 1,00
005 109,33 2,32 1,00
006 10769 1,95 1,00
E. globulus
004 50,06 3,16 0,47 0,47 1,05
006 50,20 3,15 0,47
E. grandis
001 49,32 3,06 0,45 0,45 1,09
005 49,16 3,08 0,45
E. urophylla
002 47,11 3,32 0,43 0,43 1,01
003 46,96 2,63 0,43

O index é igual a razdo da leitura do pico Go/G; de cada pico dos eucaliptos
correspondentes pela leitura de G. gallus.
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Quadro 6 — Resumo geral da quantificacdo do conteido de DNA nuclear em
picogramas (pg)/2C e mega pares de base (Mpb)/1C de E.

globulus, E. grandis e E. urophylla combinados aos padroes.

INDEX
Padréo Eucalyptus
Graficos Lyc Rap Gallus Glob Gran Urop 2C (pg) 1C (Mpb)
Lyc e Glob 1,00 0,62 1,21 590
Lyc e Gran 1,00 0,63 1,23 599
Rap e Glob 1,00 1,25 1,39 680
Rap e Gran 1,00 1,27 1,41 691
Gallus e Glob 1,00 0,45 1,05 514
Gallus e Gran 1,00 0,47 1,09 531
Gallus e Urop 1,00 0,43 1,01 493

2C (pg) 1,96 1,11 2,33

Lyc = Lycopersicon esculentum
Rap = Raphanus sativus

Ave = Gallus gallus O

Glob = Eucalyptus globulus
Gran = E. grandis

Uro = E. urophylla

1,51

1,3 1

1,1+

0,9 1

DNA/2C em pg

0,7 4

0,5
1 2 3 4 5 6 7
Espécies

[|Eucalyptus globulus

B E. grandis

B E. urophylla

1 e 2 = Lycopersicon esculentum
3 e 4 = Raphanus sativus
5,6e7=G.gallus O

Figura 4 — Comparacdo dos valores do conteido de DNA nuclear dos
eucaliptos calculados em picogramas (pg), de acordo com o0s

padrdes utilizados.

29



1 an = =0 sn 10
[N ]

Figura 5 — Histogramas do contetdo relativo de DNA nuclear de E. globulus e
E. grandis (a), E. globulus e E. urophyla (b) e E. urophylla e E.

grandis (c), obtidos apds coloracédo com iodeto de propideo.
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1 2 3
Espécies
1 = Eucalyptus globulus e E. urophylla (coeficiente de variacdo 1,83%).
2 = E. grandis e E. urophylla (cv 2,70%)
3 = E. globulus e E. grandis (cv 2,48%)

Figura 6 — Comparacgédo entre as leituras dos picos dos nucleos combinados

dos eucaliptos, corados com iodeto de propideo.

30



Quadro 7 — Picogramas (pg) de DNA nuclear estimados via citometria de fluxo

para E. globulus de acordo com a literatura.

Padréo Fluorocromo Luz DNA/2C (pg) CV Referéncia
G. gallus O IP laser 1,05 1,1a3,3 Presente trabalho
Eritrécitos Gallus DAPI - 1,09 6,3a12,8 Grattapaglia e
Bradshaw, 1994
G. domesticus [ * - 1,13 - Marie e Brown, 1993
Eritrocitos Gallus BE laser 1,13 - Azmi et al., 1997
L. esculentum IP laser 1,21 2,4a3,8 Presente trabalho
R. sativus IP laser 1,39 2,7a3,5 Presente trabalho
L. esculentum IP laser 1,40 46a6,8 Pinto et al., 2004

* = Fluorocromo intercalante

BE = Brometo de etideo
IP = lodeto de propideo

CV = Coeficiente de variacéo

154

o I P
© = w
1 1 1

DNA/2C em pg

o
~
I

0,5

3 = Marie e Brown, 1993
2 = Grattapaglia e Bradshaw, 1994

4 = Azmi et al., 1997°
7 = Pinto et al., 1994
1, 5 e 6 = Presente trabalho

Referéncias

Figura 7 — Valores de DNA/2C em picogramas (pg) para E. globulus

guantificados na literatura e pelo presente trabalho.
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4.2 - Citometria de imagem

Utilizando os recursos da metodologia para coloracdo citoquimica pela
reacao de Feulgen observou-se que, para os diferentes tempos de exposicao e
temperaturas testadas para hidrélise, os resultados mais satisfatorios foram
obtidos com a solugédo HCI 5 M por 60 min a 25 °C. O tempo de lavagem mais
adequado na agua sulfurosa, dos ndcleos corados, foi de 10 min.

Dez nacleos em profase inicial e dez em telofase tardia de cada planta,
por lamina, foram selecionados e mensurados (Figuras 8 a 13). Os nucleos
corados pela reacdo de Feulgen capturados em objetiva 40 X foram
segmentados; e cada densidade Optica integrada (DOI) nuclear foi calculada
pelo programa Image Pro-Plus® 4.5. Os indices de DOI foram obtidos em
todos os nucleos medidos (Quadros 8, 9, 10, 12, 13 e 14) e os coeficientes de
variagcdo (CV) ficaram abaixo de 4,86%. Tais dados demonstraram que 0S
procedimentos que envolveram a preparacdo da lamina, a coloracdo e a
analise dos nucleos foram apropriados.

O contetdo 4C de DNA para a E. globulus combinado ao padrao L.
esculentum foi de 2,15 pg, e 2C de 1,02 pg. Quando combinado ao padréo R.
sativus, o conteudo 4C de DNA para E. globulus foi de 2,33, e o conteudo 2C
de 1,16 pg (Quadros 11 e 15).

O calculo da razéo entre os valores 4C e 2C em cada lamina ficou entre
2,47 e 2,18 para E. globulus, e para L. esculentum entre 2,22 e 2,10. Para as
laminas com o outro padréo, E. globulus ficou entre 2,46 e 2,34 e R. sativus
entre 2,30 e 2,53. A razao variou entre 9 e 23,5% para E. globulus e entre 4,5 e
11% para L. esculentum e nas outras laminas entre 17 e 23% para E. globulus
e 14,5 e 26,5% para R. sativus.

A partir do contetdo 2C de DNA das plantas padrbes, R. sativus 1,11
picogramas (pg) e L. esculentum 1,96, multiplicado por dois para corresponder
ao conteudo de DNA 4C das proéfases iniciais, as unidades de DOI foram
convertidas em picogramas de DNA (Quadros 11 e 15).

Comparando-se os resultados entre préfases e teléfases, em pg de
DNA, a tel6fase de E. globulus corresponde a 49,8 % (padrdo R. sativus) e
47,4% (padréo L. esculentum) do valor da profase. As razdes profase/tel6fase
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de E. globulus ficaram entre 2:1 (padrdo R. sativus) e 2,1:1 (padrao L.
esculentum).

Nos resultados obtidos pela conversédo da DOl em picogramas de DNA,
(Quadros 11 e 15), observam-se diferencas entre as laminas, do DNA total do
genoma. Enquanto E. globulus apresenta 1,16 pg DNA/2C comparado a R.
sativus, comparado a L. esculentum apresenta 1,02 pg DNA/2C; uma diferenca
de 14% (Figura 14).
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Figura 8 — Nucleos da lamina | hidrolisados e corados por 24 h no reativo de
Schiff. Eucalyptus globulus em préfase (a) e teléfase (b). Raphanus

sativus em profase (c) e telofase (d). Barra = 10 pum.

Quadro 8 — Valores de densidade oOptica integrada (DOI), média (X) e
coeficientes de variacdo (CV) obtidos por citometria de imagem

referente a figura 8.

Lamina | _Profase _Teldfase
N°nucleo DOl CV N°nucleo DOl CV_
E. globulus 1 10,860 1 4,363
2 10,730 2 4,126
3 11,338 3 4,510
4 10,866 4 4,129
5 10,270 5 4,088
6 10,112 6 4,338
7 9,872 7 4,486
8 10,525 8 4,536
9 10,615 9 4,304
10 10,605 10 4112
X 10,579 3,76 X 4,299 3,88
R. sativus 1 10,573 1 3,850
2 9,857 2 3,729
3 10,126 3 4,066
4 10,231 4 3,782
5 9,060 5 3,649
6 9,732 6 4,067
7 9,194 7 4,113
8 9,564 8 3,838
9 9,972 9 3,831
10 9,185 10 3,648
X 9,749 4,86 X 3,857 4,20
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Figura 9 — Nucleos da lamina Il hidrolisados e corados por 24 h no reativo de
Schiff. Eucalyptus globulus em proéfase (a) e teléfase (b). Raphanus

sativus em profase (c) e telofase (d). Barra = 10 pm.

Quadro 9 — Valores de densidade optica integrada (DOI), média (X) e
coeficiente de variacdo (CV) obtidos por citometria de imagem

referente a figura 9.

Lamina Il _Profase Tel6fas
N°nucleo DOl CV N°nucleo DOl CV
E. globulus 1 9,781 1 4113
2 9,709 2 3,740
3 10,195 3 3,741
4 9,091 4 4173
5 9,630 5 4,135
6 9,709 6 3,863
7 9,439 7 4,256
8 8,541 8 4,213
9 9,207 9 3,834
10 9,764 10 3,8866
X 9,507 4,60 X 3,995 4,78
R. sativus 1 9,636 1 3,924
2 9,549 2 4,010
3 8,606 3 3,793
4 9,046 4 3,564
5 8,649 5 3,691
6 8,566 6 3,996
7 8,542 7 3,516
8 8,536 8 3,607
9 8,766 9 3,793
10 8,847 10 4,030
X 8,875 4,39 X 3,792 4.83
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Figura 10 — Nucleos da lamina Il hidrolisados e corados por 24 h no reativo de
Schiff. Eucalyptus globulus em préfase (a) e teléfase (b). Raphanus

sativus em profase (c) e telofase (d). Barra = 10 pm.

Quadro 10 - Valores de densidade optica integrada (DOI), média (X) e
coeficiente de variagdo (CV) obtidos por citometria de imagem
referente a figura 10.

Lamina lll _Profase Tel6fas
N°nucleo DOl CV N°nucleo DOIL  CV
E. globulus 1 8,571 1 3,837
2 9,132 2 3,867
3 9,290 3 3,893
4 9,409 4 3,987
5 9,537 5 4,012
6 9,574 6 4,056
7 9,661 7 4114
8 9,744 8 4,169
9 9,950 9 4,302
10 9,977 10 4,338
X 9,484 4,17 X 4,057 4,07
R. sativus 1 9,060 1 4,009
2 9,073 2 4,054
3 9,182 3 4,067
4 9,565 4 4,079
5 9,654 5 4,086
6 9,680 6 4,124
7 9,687 7 4,181
8 9,717 8 4,215
9 9,725 9 4,280
10 9,863 10 4,375
X 9,521 2,96 X 4147 2,62
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Quadro 11 — Quantificacdo do conteudo de DNA de Eucalyptus globulus em

picogramas (pg), padrao Raphanus sativus, via citometria de imagem.

Préfase Telofase
Lamina Planta DOl DNA 4C (pg) CV DOl DNA 2C (pg) CV 4C/2C
I E. globulus 10,58 2,41 3,8 4,30 1,24 39 2,46
[ R. sativus 9,75 2,22 49 3,86 1,11 42 2,53

Il E. globulus 9,51 2,38 4,6 4,00 1,17 4,8 2,38
I R. sativus 8,87 2,22 4,4 3,79 1,11 48 2,34

11| E. globulus 9,48 2,21 4.2 4,06 1,09 41 2,34
11 R. sativus 9,52 2,22 3,0 4,15 1,11 2,6 2,30
Média E. globulus 2,33 1,16

CV = coeficiente de variagéo.
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Figura 11 — Ndcleos da lamina IV hidrolisados e corados por 24 h no reativo de
Schiff. Eucalyptus globulus em profase (a) e teléfase (b).
Lycopersicon esculentum em préfase (c) e tel6fase (d). Barra = 10

gm.

Quadro 12 — Valores de densidade o6ptica integrada (DOI), média (X) e
coeficiente de variacdo (CV) obtidos por citometria de imagem

referente a figura 11.

Lamina IV _Profase Teléfase
Nenucleo DOI  CV~ NO°nacleo DOl CV
E. globulus 1 7,795 1 3,243
2 7,816 2 3,253
3 7,869 3 3,284
4 8,042 4 3,291
5 8,177 5 3,346
6 8,482 6 3,366
7 8,575 7 3,366
8 8,658 8 3,383
9 8,685 9 3,424
10 8,744 10 3,542
X 8,284 4,41 X 3,349 2,54
L. esculentum 1 13,949 1 6,421
2 14,190 2 6,488
3 14,720 3 6,517
4 14,886 4 6,554
5 14,895 5 6,578
6 15,233 6 6,848
7 15,359 7 6,958
8 15,433 8 7,091
9 15,713 9 7,142
10 15,906 10 7,184
X 15,028 3,97 X 6,778 4,18
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Figura 12 — Nucleos da lamina V hidrolisados e corados por 24 h no reativo de
Schiff. Eucalyptus globulus em profase (a) e teléfase (b).
Lycopersicon esculentum em préfase (c) e tel6fase (d). Barra = 10

gm.

Quadro 13 - Valores de densidade o6ptica integrada (DOI), média (X) e
coeficiente de variacdo (CV) obtidos por citometria de imagem

referente a figura 12.

Lamina V _Profase Teléfase
Nenucleo DOl CV~ NO°nlcleo DOl CV
E. globulus 1 7,052 1 3,204
2 7,081 2 3,345
3 7,592 3 3,366
4 7,594 4 3,440
5 7,609 5 3,517
6 7,834 6 3,537
7 7,853 7 3,557
8 7,948 8 3,646
9 7,979 9 3,668
10 7,983 10 3,756
X 7,652 4,28 X 3,503 4,54
L. esculentum 1 13,821 1 6,414
2 13,972 2 6,569
3 14,034 3 6,741
4 14,039 4 6,843
5 14,414 5 6,866
6 14,585 6 6,898
7 14,604 7 6,938
8 14,606 8 7,075
9 15,172 9 7,186
10 15,363 10 7,389
X 14,460 3,38 X 6,891 391
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Figura 13 — Ndcleos da lamina VI hidrolisados e corados por 24 h no reativo de
Schiff. Eucalyptus globulus em profase (a) e teléfase (b).
Lycopersicon esculentum em préfase (c) e tel6fase (d). Barra = 10

gm.

Quadro 14 - Valores de densidade o6ptica integrada (DOI), média (X) e
coeficiente de variacdo (CV) obtidos por citometria de imagem

referente a figura 13.

Lamina VI _Profase Telofase
Nenucleo DOI  CV~ NO°nacleo DOl CV
E. globulus 1 7,672 1 3,583
2 7,918 2 3,586
3 8,275 3 3,618
4 8,417 4 3,817
5 8,520 5 3,825
6 8,543 6 3,883
7 8,657 7 3,916
8 8,695 8 3,932
9 8,792 9 3,951
10 8,939 10 4,045
X 8,442 4,42 X 3,815 4,10
L. esculentum 1 14,208 1 6,641
2 14,432 2 6,686
3 14,475 3 6,788
4 14,667 4 6,793
5 14,722 5 6,858
6 14,774 6 6,876
7 15,088 7 6,878
8 15,255 8 6,908
9 15,672 9 6,928
10 15,719 10 6,944
X 14,901 3,29 X 6,829 1,42
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Quadro 15 — Quantificacdo do conteudo de DNA de Eucalyptus globulus em
picogramas (pg), padréo Lycopersicon esculentum, via citometria

de imagem.

Préfase Tel6fase
Lamina Planta DOl DNA 4C (pg) CV DOI DNA 2C (pg) CV 4C/2C
A\ E. globulus 8,28 2,16 4.4 3,35 0,97 2,5 247
IV L.esculentum 15,03 3,92 4,0 6,78 1,96 4,2 2,22

Vv E. globulus 7,65 2,07 4,3 3,50 1,00 45 2,18
V  L.esculentum 14,46 3,92 3.4 6,89 1,96 39 2,10

Vi E. globulus 8,44 2,22 4.4 3,82 1,09 4,1 2,21
VI L.esculentum 14,90 3,92 3,3 6,83 1,96 1,4 2,18
Média E. globulus 2,15 1,02

CV = coeficiente de variacéo.

DNA em pg

B = tci6fase

[ 1= préfase

1 e 2 = padréo R. sativus

3 e 4 = padréo L. esculentum

Figura 14 — Comparacao da quantidade de DNA para E. globulus em profase e
tel6fase, obtida com os padrbes Raphanus sativus e Lycopersicon

esculentum.

41



5- DISCUSSAO

Os histogramas obtidos via citometria de fluxo (Figuras 1, 2 e 3),
associados aos baixos coeficientes de variacdo (CV) indicam que os nucleos
foram isolados adequadamente, em quantidade suficiente e ndo sofreram
danos significativos durante a extragcao, coloracdo e analise. Por conseguinte, 0
procedimento aplicado para estimar o contetdo de DNA nuclear em amostras
de eucalipto pode ser considerado apropriado.

Os valores em picogramas de DNA de E. globulus e E. grandis
apresentaram-se 15% maiores nas analises cujo padréo foi R. sativus quando
comparados com o padrao L. esculentum (Quadro 6) Além disso, quando
comparados os valores de E. globulus do presente trabalho com os
apresentados pela literatura, diferencas de até 33% sao encontradas (Quadro
7). A citometria de fluxo possui precisdo e sensibilidade para determinar a
quantidade de DNA (MICHAELSON et al.,, 1991), mas os Quadros 6 e 7
informaram diferencas nos resultados de Eucalyptus. As explicacbes podem
ser, segundo Schifino (2001), uma real diferenca intraespecifica do DNA
nuclear ou de erros metodolégicos.

Para os divergentes valores encontrados nesse trabalho, a hipétese de
existir uma real diferenca intraespecifica € descartada, uma vez que as folhas
dos padrbes e dos eucaliptos usadas nas analises foram provenientes da
mesma planta. Diferencas nas estimativas do conteiddo de DNA nuclear de R.
sativus e L. esculentum podem ser o motivo dos valores encontrados néao
serem iguais.

Da mesma forma como mostrado no Quadro 2, os contelidos de DNA

dos padrdes utilizados neste trabalho apresentaram uma variedade de
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diferentes valores estimados pela literatura. Visto que as plantas cultivadas
usadas como padrées sdao de procedéncia do mesmo laboratério no qual
também foram feitos trabalhos de quantificacdo de DNA das mesmas, a
referéncia escolhida foi a publicada por Dolellel et al. (1992). Neste estudo
considerou-se que o conteudo de DNA dos padrdes internos foram de 1,11
picogramas (pg) DNA/2C para R. sativus e 1,96 para L. esculentum (Quadro 2).

Em outro trabalho utilizando a mesma variedade de R. sativus,
comparada com os padrbes Allium cepa e Pisum sativum em diferentes
laboratorios, Dole[Jel et al. (1998) estimaram valores que chegaram a 48,9 %
de diferencas no conteddo de DNA nuclear. Visto que esses dados séo
referéncias na literatura, ainda ndo se chegou a um consenso e um conjunto de
padrées para referéncias e calibracdes cuja metodologia né&o interfira no
conteudo de DNA nuclear previamente determinado. Assim, uma das causas
dos desvios nos dados referentes aos padrfes vegetais aqui usados seria uma
real diferenca em seus tamanhos gendmicos. Para os demais trabalhos da
literatura, essa mesma afirmacao néo pode ser feita. Resta entdo, comparar as
metodologias aplicadas.

As variacfes dos aspectos metodoldgicos dificultam a comparacao dos
dados obtidos em diferentes laboratérios (DOLELEL, 1997; GREILHUBER,
1998, 2005). Segundo Dolellel e BartoS (2005), a estimativa do valor absoluto
de DNA nuclear em plantas, via citometria de fluxo, ndo € uma questéo
somente de andlise dos picos e comparacao com o DNA padréo.

Diferentes corantes nao intercalantes, GC ou AT especificos, podem
resultar em diferentes valores de medidas do tamanho gendémico, dependendo
da proporcdo AT/CG de cada planta. Para DolelJel e Bartos (2005), como a
maioria das espécies de plantas ndo possui a composi¢ao de bases conhecida
e como o padrdo provavelmente ndo tera a mesma proporcdo da amostra
analisada, ndo é recomendavel o uso dos fluorocromos base-especificos.

Dolelel et al. (1992) demonstraram que o0 uso de fluorocromos que se
ligam preferencialmente as bases AT ou GC podem causar erros de até 100 %
nas medidas, no caso da espécie Allium cepa. Estes autores questionaram a
confiangca dos fluorocromos base especificos, recomendam corantes

intercalantes nas medias absolutas do genoma e ainda citam que o iodeto de
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propideo e o brometo de etideo possuem propriedades similares de ligacdo ao
DNA.

De acordo com o exposto, os trabalhos adequados a estimacdo do
contetdo de DNA em eucaliptos foram os que usaram fluorocromos
intercalantes, incluindo o iodeto de propideo aqui utilizado (Quadro 7).

Especialmente em plantas lenhosas, exemplo dos eucaliptos, devido aos
compostos secundarios, a cromatina € exposta tanto ao tampéo de extracdo
nuclear quanto aos componentes citosoélicos e vacuolares durante o isolamento
do nucleo. Segundo Noirot et al. (2003) e Dolellel e Barto$ (2005), o corante
fluorescente deve ter acesso a todos os sitios de ligacdo no DNA. Para estes
autores, as interacdes nucleo-citosol sdo uma fonte de erro estequiométrico.
Alguns compostos secundéarios, como os fendis, sdo conhecidos por
interagirem com proteinas e modificarem o0 acesso do corante a cromatina
(GREILHUBER, 1988 citado por NOIROT et al., 2005).

No presente trabalho e no de Grattapaglia e Bradshaw (1994) a etapa de
centrifugacéo foi realizada; nos demais, os nucleos ndo passaram por esse
passo ou ndo ha informacao suficiente para inferir. De acordo com Price et al.
(2000), Noirot et al. (2000) e DolelJel e BartoS (2005), a diluicdo da suspensao
nuclear ou a remoc¢ao do citosol pela centrifugacdo ajuda a reduzir os efeitos
dos compostos citosélicos. Tal afirmacdo pode explicar as diferencas
encontradas entre o presente trabalho e o de Pinto et al. (2004). Ambos
utilizando o mesmo padréo interno L. esculentum, encontraram diferentes
valores para os nucleos foliares de E. globulus (Quadro 7).

Dessa forma, os experimentos de quantificacdo do DNA necessitam que
a estrutura da cromatina entre as plantas comparadas seja 0 mais similar, uma
vez que elas devem reagir de modo semelhante aos compostos que interferem
em sua coloracéo (DOLECEL e BARTOS, 2005).

Johnston et al. (1999) ndo recomendam o emprego de hemacias de
galinha. Segundo eles, as divergéncias nos valores estimados e pela diferente
estrutura entre células animais e células vegetais, fazem com que as heméacias
nao sejam um padréao apropriado. Estes autores encontraram dificuldades no
uso dos eritrécitos de galinha como padrdo de referéncia. Ao estimar o
conteddo de DNA de duas amostras de diferentes sangues de Gallus

domesticus, eles encontraram valores de 2,49 e 3,01 pg DNA/2C. Outro
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problema foi relacionado ao pico de fluorescéncia, o qual ndo foi o mesmo em
diferentes preparacdes com a mesma amostra. O valor encontrado difere ainda
da literatura mais citada (GALBRAITH et al., 1983) que publicaram o valor de
2,33 pg DNA/2C.

Segundo Price e Johnston (1996) e Dolelel e Bartos (2005), o padréo
deve ter valores de DNA préximos da planta analisada, mas sem sobreposicao
aos picos 2C e 4C. Quanto mais proximos os genomas analisados, maior a
linearidade entre os picos dos histogramas. No presente trabalho foram
utilizados padrdes vegetais com valores de DNA logo abaixo do DNA gendmico
dos eucaliptos (R. sativus) e acima (L. esculentum), além de G. gallus para
efeito de comparacdo com os dados da literatura.

O tipo de luz empregado para produzir fluorescéncia no DNA corado foi
mais uma das variantes encontradas nos trabalhos que determinaram a
quantidade de DNA nuclear em E. globulus. Neste trabalho, no de Azmi et al.
(1997b) e Pinto et al. (2004), foram usados citbmetros com fonte de luz a laser.
Ja os demais trabalhos de quantificacdo de E. globulus ndo citam a fonte de luz
na metodologia.

No artigo de Dolellel et al. (1998), comparacbes entre quatro
laboratoérios, dois usando fonte de luz a laser e dois usando lampada para
excitacdo do iodeto de propideo e DAPI, mostraram diferencas significativas
entre ambas as fontes. As estimativas do conteaddo de DNA com citbmetros a
laser foram maiores dos que os obtidos com citdmetros baseados em lampada
ou com os dados obtidos pela citometria de imagem.

Portanto, a fonte de luz pode causar variagcdes nas leituras dos picos,
mas nao houve dados suficientes na literatura para possiveis comparacées dos
valores. Os dados de variacdo dos pg de DNA encontrados na literatura
também séo insuficientes para uma comparacao entre todos os trabalhos que
quantificaram o DNA genémico de E. globulus (Quadro 7).

Para Marie e Brown (1993), graficos com CVs entre 1 e 2% séao
considerados de boa qualidade, e graficos de analises de rotina com CV abaixo
de 3% sao considerados aceitaveis. De acordo com Yanparisan et al. (1999),
enquanto analises em humanos e animais um CV ente 1 e 2% é tido como de
boa qualidade, em plantas essa boa qualidade geralmente fica entre 5 e 8%.

Conforme Dolelel e Barto$ (2005), tal preciséao é dificil de ser conseguida em
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algumas plantas, por isso estes autores aceitaram como admissiveis valores de
CV menores que 5%.

Em ambos os trabalhos que citam o CV, Grattapaglia e Bradshaw (1994)
e Pinto et al. (2004), apresentaram valores maiores dos que 0s aceitos por
Marie e Brown (1993) e Dolellel e Barto$ (2005) (Quadro 7). No presente
trabalho, o CV maior foi de 3,8%.

O CV dos picos da intensidade de fluorescéncia relativa quantifica a
precisdo de uma medida individual, mas nada se pode afirmar quanto a
reprodutividade da estimacdo do contetido de DNA (DOLEOEL E BARTOS,
2005).

Nas comparacdes interespecificas dos graficos com padrdo interno
hemacias de galinha, o menor valor corresponde a espécie E. urophylla, e o
maior a E. grandis. Pelo fato dos CVs ndo serem menores do que a metade
das diferencas encontradas nas médias, ndo foi possivel afirmar o menor
conteudo de DNA em E. urophylla. Além disso, analises das combinacdes dois
a dois dos trés eucaliptos ndo distinguiram mais que um pico Go/G; de
intensidade de fluorescéncia (Figura 5), com CV abaixo de 2,70% (Figura 6).
Desse modo, entre as espécies avaliadas, E. globulus, E. grandis e E.
urophylla, a citometria de fluxo ndo revelou a ocorréncia de variacdo na
quantidade de DNA nuclear. No artigo de Grattapaglia e Bradshaw (1994), as
espécies E. grandis e E. urophylla também possuiram o mesmo contetudo de
DNA nuclear (1,33 e 1,34 pg DNA/2C, CV 6,3 a 12,8%).

Embora pela citometria de fluxo ndo haja diferenca entre os valores de
E. globulus e E. grandis, as amostras de E. globulus mostraram-se 0,8 a 3,8%
menores em todas as analises (Figura 4). A diferenca entre as espécies no
trabalho de Grattapaglia e Bradshaw (1994) foi de 0,24 pg de DNA/2C, uma
diferenca significativa (CV 6,3 a 12,8%). A procedéncia das plantas usadas
nesse e no presente trabalho ndo foram as mesmas, o que pode ser uma das
causas da incongruéncia encontrada.

De acordo com os assuntos discutidos até entdo, e concordante com
Greilhuber (2005), o problema da existéncia de variacbes no tamanho do
genoma € multifacetado, envolvendo aspectos na preparacdo, no material
escolhido e na instrumentacdo. Conforme Dolel[Jel e BartoS (2005), quando as

diferentes metodologias e os diferentes instrumentos da citometria de fluxo ndo
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sdo divulgados em detalhes, a diferenca entre laboratérios deve ser
interpretada com precaucao.

Segundo Puech e Giroud (1999), a complexidade da instrumentacéo da
citometria de imagem também requer um rigoroso controle de qualidade em
todos os passos do processamento. Um aspecto relevante na citometria de
imagem € a utilizacdo do padrdo interno, o processamento das raizes e a
preparacdo das laminas em conjunto, o qual foi aqui adotado. Além disso, o
Reativo de Schiff ndo ultrapassou mais do que 30 dias apGs o preparo, e foi
usado somente uma vez, como recomendado por Hardie et al. (2002).

Os tecidos usados na preparacdo das laminas foram os mesmos:
meristemas radiculares. Nucleos de tecidos similares e do mesmo estagio de
desenvolvimento sdo necessarios na analise, para que pequenas diferencas no
contetudo de DNA possam ser detectadas com acuracia (PRICE e JOHNSTON,
1996).

Segundo os preceitos usados na medicina e aplicados em plantas
conforme Bocking e Nguyen (2004), o valor ideal de 2, mais ou menos 10%,
para a razao 4C/2C de cada planta ndo foi aqui alcancado nas analises com o
padrdao R. sativus e na lamina IV com o padrao L. esculentum (Quadros 11 e
15). Hardie et al. (2002) afirmaram que algumas variacdes entre 0s nucleos sao
esperadas. Estas inconstancias sdo baseadas em diferencas de coloracéo,
orientacao e condi¢cdes do background local.

Dessa forma, os valores altos encontrados de 4C/2C para os padrdes da
pesquisa médica, e as diferencas em pg entre as medidas, ndo foram
consequéncia da preparacdo das laminas, do uso de padrbes com estrutura
celular diferente e da calibracdo do equipamento. No trabalho de Vilhar et al.
(2001) as analises de um laboratério com Arabidopsis thaliana e R. sativus
apresentaram as razdoes 4C/2C maiores do que 2,1. Eles justificaram o
resultado como consequéncia da diferenca nas propriedades Opticas das
figuras (préfases e telo6fases) selecionadas, as mesmas utilizadas no presente
trabalho. Além disso, prop6em que os parametros utilizados na medicina séao
adaptados ao genoma humano, e que em plantas estes devem ser revistos.

Um fator que pode ter influenciado as medidas de teléfases e profases é
as diferentes densidades que o nucleo pode apresentar, principalmente quando

ha maior quantidade de heterocromatina (PRICE, 1988). Duijndam e Duijn
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(1975), analisando a influéncia da compactacdo da cromatina na coloracao
pela reacdo de Feulgen, concluiram que quanto maior a compacta¢ao, menor a
intensidade da coloracdo com o mesmo tempo de hidrolise.

Diferencas entre a heterocromatina dos padrdes e de E. globulus podem
ser visualizadas nas Figuras 8 a 13. De acordo com Price e Johnston (1996), o
grau de compactacao da cromatina interfere na formacéo de grupos aldeidos,
consequéncia da proporcao diferencial de depurinacdo entre a cromatina
condensada e descondensada durante a hidrélise. Hardie et al. (2002) afirmam
que diferencas no nivel de compactacdo do DNA séo os principais obstaculos
na comparacao entre nucleos do padrdo com a amostra.

Pelos aspectos citados acima, diferencas na espessura e na natureza
quimica das raizes de E. globulus e dos padrdes podem néao ter assinalado
iguais condicBes de hidrélise nas profases e tel6fases. Neste sentido, as
variacbes encontradas nos dados podem ser o resultado dos diferentes
comportamentos nucleares das plantas, com curvas de hidrolise
dissemelhantes.

Ao comparar os resultados entre profases e teléfases, em pg de DNA, a
teléfase de E. globulus corresponde a 49,8 % (padrdo R. sativus) e 47,4 %
(padréo L. esculentum) do valor da profase. As razfes profase/telofase de E.
globulus ficaram entre 2:1 (padrédo R. sativus) e 2,1:1 (padréo L. esculentum).
Tais proporcdes demonstram a linearidade dos dados dentro de cada padréo.

Os resultados da quantificacdo do DNA gendmico no presente trabalho,
via citometria de imagem, variou de 0,18 pg de DNA/4C e 0,14 pg de DNA/2C
entre a utilizacdo dos padrbes R. sativus e L. esculentum respectivamente
(Figura 14). Os desvios encontrados entre as laminas provavelmente
ocorreram em virtude das variacbes nas etapas de hidrélise, coloracdo e
preparo da lamina; ou mesmo pela ja discutida variacdo entre os DNAs dos
padrdes R. sativus e L. esculentum.

Neste trabalho, comparaces na citometria empregando hemacias de
galinha como padrao nao foram feitas. Segundo Price e Johnston (1996), ainda
que alguns trabalhos recomendem o uso das hemacias como padrdo, na
citometria de imagem, a curva de hidrélise dos nucleos de planta e galinha sédo

geralmente muito diferentes.

48



O coeficiente de variacao (CV) abaixo de 6% € considerado aceitavel na
area médica por Bocking et al. (1995). A adequacdo das metodologias, a
coloracdo homogénea nas fases analisadas e a calibragcdo dos equipamentos
de microscopia garantiram o processamento das imagens digitais no programa
de analise de imagem Image Pro-Plus® 4.5 com o CV adequado (Quadros 11 e
15).

Na area médica, Bertino et al. (1994) e Borgiani et al. (1994)
compararam as duas citometrias, de fluxo e imagem no progndéstico de cancer.
Os autores chegaram a mesma conclusdo, que ambos os métodos geraram
resultados comparaveis.

Galbraith et al. (1983) encontraram a maioria dos valores da quantidade
de DNA em plantas, feitos em seu laboratério por meio da citometria de fluxo,
correlacionados com os valores da literatura determinados pela citometria de
imagem. Os contetudos de DNA obtidos pelas citometrias de fluxo e de imagem
em milho foram equivalentes, e detectaram pequenas variagdes nos genomas
portadores de cromossomos B. As metodologias foram realizadas no mesmo
laboratoério do presente trabalho por Rosado (2004).

Outros artigos foram publicados com as citometrias de fluxo e imagem
para a andlise do contetdo de DNA em plantas (GREILHUBER e
OBERMAYER, 1999; TEMSCH e GREILHUBER, 2000). As técnicas também
foram confrontadas nos trabalhos de 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 aqui obtidos para E. globulus foram de 1,02 pg DNA/2C via
citometria de imagem e 1,21 via citometria de fluxo, utilizando o padréo L.
esculentum var Stupicke. Os valores encontrados utilizando o padréo R. sativus
var. Saxa foram de 1,16 na citometria de imagem e 1,39 pg DNA/2C na
citometria de fluxo (Quadros 6, 11 e 15). Ambas as mensuracdes entre a
citometria de imagem e de fluxo realizadas com os padrbes R. sativus e L.
esculentum possuiram a mesma diferenca: as medidas com Feulgen sédo 16%
menores.

Os autores Greilhuber (1988), Johnston et al. (1999) para Allium cepa, e
Noirot et al. (2000; 2002) ndo encontraram uma correlagcdo entre os dados

resultantes das duas citometrias. Noirot et al. (2000; 2002) apontam a
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influéncia de compostos citosdélicos como perturbadores no calculo do tamanho
do genoma via citometria de fluxo.

Noirot et al (2003), concluiram que a cafeina e o &cido clorogénico de
Coffea modificaram a acessibilidade do iodeto de propideo a Petunia, o padrdo
utilizado nas pesquisas. Um das hipéteses para diferentes contetidos de DNA
em Helianthus annus que cresceram sob diversas intensidades de luz, segundo
Price et al. (1998), € o acumulo diferencial de compostos secundarios nas
plantas. Hendrix e Stewart (2005) ndo recomendam o uso de Hordeum vulgare
como padrao interno para Gossypium, por ocorrer um aumento na estimativa
do contetdo de DNA.

A suposicdo que melhor explica essa mesma diferenca para os dois
padrées € a presenca de compostos citosolicos em E. globulus, que
influenciam a coloragéo da cromatina pelo fluorocromo iodeto de propideo.

O contetdo de DNA nuclear 2C em pg em embrides e folhas de E.
globulus variou de 1,28 a 1,40 no trabalho de Pinto et al. (2004). Eles
encontraram uma diferenca significativa nesses valores entre 0s grupos
analisados. Além disso, ao processar simultaneamente e independentemente
0s nucleos foliares de E. globulus e L. esculentum, os autores encontraram
uma reducao da fluorescéncia na padronizacéo interna. Eles sugeriram que 0s
eucaliptos contém componentes extranucleares que inibem o acesso do iodeto
de propideo ao DNA, e que tais compostos podem estar em menores
concentracfes em outros 0rgaos.

Os compostos presentes em E. globulus podem estar ligados a menor
coloragéo da cromatina tanto por inibir diretamente o acesso do fluorocromo ao
DNA, quanto por incitar a agéo de inibidores de coloracéo.

Pelas incongruéncias encontradas nas andlises em diferentes
laboratérios, foi necessario estudo com padrbes comuns em ambas as
técnicas, para que as possiveis causas das divergéncias pudessem ser
examinadas.

Comparada com a citometria de fluxo, a citometria de imagem é
considerada um método melhor estabelecido, pela nao influéncia de
metabdlitos secundarios na coloracdo da cromatina (DOLELEL et al., 1998).
Nesse sentido, de todos os valores obtidos, 0s mais confidveis em acuracia sao

agueles cuja técnica empregada foi a citometria de imagem.
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6 — CONCLUSOES

As espécies E. globulus, E. grandis e E. urophylla aqui analisadas néo
apresentaram diferencas entre si maiores que 5,4% do conteddo de DNA
nuclear, pela citometria de fluxo.

As comparacbes de E. globulus combinado a R. sativus ou L.
esculentum nao forneceram valores iguais de contetdo de DNA. Entretanto, 0s
padrdes de referéncia utilizados responderam igualmente na diferenca de 14%
entre si dos valores encontrados entre a citometria de fluxo, em torno de 16 %
maior, e a citometria de imagem. Provavelmente por consequéncia de
compostos secundarios facilitadores de coloracdo da cromatina.

Por conseguinte as interferéncias de coloracao via citometria de fluxo, e
as provaveis modificacdes dos valores gendmicos dos padrdes vegetais, a
guantidade de DNA nuclear em picogramas para E. globulus foi considerada a
média dos dados obtidos via citometria de imagem. Embora, a técnica mais
precisa, pelos menores coeficientes de variacdo seja a citometria de fluxo.
Combinado a R. sativus E. globulus apresenta 1,16 e a L. esculentum 1,02 pg
DNA/2C via citometria de imagem. Logo, a quantificacdo do conteido de DNA
nuclear de E. globulus é de 1,09 pg DNA/2C.
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