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DETERMINACAO DA QUANTIDADE DE DNA NUCLEAR EM PLANTAS
NUCLEAR DNA CONTENT DETERMINATION IN PLANTS
Maria Teresa Schifino-Wittmann®
- REVISAO BIBLIOGRAFICA -
RESUMO determinations, ~ normally  performed by  Feulgen

O valor C de DNA é um carater de sigrdfito bio-
l6gico fundamental e o conhecimento da quantidade de DNA
nuclear de um grupo de organismos pode séram varios
campos da ciéncia. Do ponto de vista pratico, a determinacao da
quantidade de DNA nuclear, que € mais comumente realizada por
microdensitometria de Feulgen e citometria de fluxo, pode subs-
tituir a contagem de cromossomos, especialmente quando se
trabalha com um nimero muito grande de individuos. A micro-
densitometria por Feulgen baseia-se na ligacdo especifica do
DNA a esse corante, havendo uma proporcionalidade entre a
quantidade de DNA existente e a quantidade de corante que o
ndcleo incorporou. A citometria de fluxo envolve a analise das
propriedades ¢ticas de particulas em fluxo. Em plantas, basica-
mente consiste no isolamento dos nucleos, coloragao destes com
um fluorocromo e leitura da fluorescéncia emitida. As grandes
vantagens desta técnica, em relagcdo a microdensitometria de
Feulgen, séo a relativa facilidade e a rapidez da preparacéo das
amostras, o grande numero de nlcleos que podem ser analisados,
a necessidade de pequenas quantidades de tecido e a possibilida-
de de detecgdo de pequenas diferencas na quantidade de DNA.
Relatos de resultados diitantes entre determinacdes de dife-
rentes autores mostram a necessidade de uma criteriosa padroni-
zagcdo das técnicas, para que problemas metodoloégicos nao
venham a ser interpretados como eventuais diferencas reais na
quantidade de DNA..

Palavras-chave:quantidade de DNA nuclear, Feulgen, citome-
tria de fluxo

SUMMARY
The DNA C value is an important biological

characteristic and the knowledge of DNA content may be applied
to several branches of science. Nuclear DNA content

microdensitometry and flow cytometry, may replace chromosome
counts especially when a high number of individuals are being
analysed. Feulgen microdensitometry is based on ffieita of

this dye and the DNA: the amount of DNA is proportional to the
amount of dye taken by the nucleus. Flow cytometry is based on
the optical properties of particles on a flow. In plants the
technique basically consists in the isolation of nuclei, staining
with a fluorochrome and measurement of the emitted
fluorescence. The advantages of this technique, when compared
to Feulgen densitometry, are the relative easiness and speed of
sample preparation, the possibility &malyse a high number of
nuclei, the need of small tissue amounts and the detection of small
differences in DNA contents. Conflicting results from different
authors show the need of a rigid technical standardization so that
methodological errors are not misinterpreted with eventual real
differences in DNA contents.
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INTRODUCAO

Sabe-se que a maior parte do DNA dos
eucariotes esta presente no nucleo das células e, em
menor quantidade, em organelas como as mitocon-
drias e os cloroplastos.

A quantidade de DNA nuclear de um
dado organismo, normalmente referida como valor
C, referindo-se a letra C ao termo constante
(BENNET & LEITCH, 1995), expressa o tamanho
do genoma, ou seja, quantidade de material genético
existente. A quantidade de DNA nuclear tem signifi-
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cado adaptativo e influencia o fenétipo de duas ma-

neiras distintas, ou seja, pela expressdo de seu con-

tetdo e pelos seus efeitos fisicos. O termo nucleoti-
po refere-se aos aspectos do DNA nuclear que afe-
tam o fendtipo independentemente da informacéo
contida (BENNET, 1971, BENNET, 1972)

Nesta revisdo, serdo abordados e discuti-

niveis de ploidia) é aceita como constante. O valor C
define a quantidade de DNA do genoma hapléide,
néo replicado, de um individuo. A quantidade de
DNA é expressa em picogramas (pg);*“0ou em
mega pares de bases de nucleotideos (Mbpd@s

de bases), sendo que 1pg corresponde a 965Mb
(BENNET & LEITCH, 1995). BENNET & LEITCH

dos alguns aspectos das técnicas de determinacéo dg€1997) citam alguns dados isolados que indicam

DNA nuclear em plantas, suas aplica¢des, vantagens
e desvantagens.

CONSIDERAGOES GERAIS

Ao longo das grandes linhas evolutivas,
h& uma relac@o geral entre aumento da quantidade
de DNA e complexidade evolutiva. Porém, a desco-
berta de que essa quantidade varia em até 80 mil

vezes entre 0s eucariotes e que esta variacdo nao esta

alteracbes na quantidade de DNA influenciada por

fatores ambientais, mas salientam a necessidade de
repeticbes e amplas discussbes sobre o assunto, 0
gue poderia desafiar o conceito da constancia do
valor C.

POR QUE DETERMINAR A QUANTIDADE
DE DNA NUCLEAR

O valor C de DNA é um carater de signi-

necessariamente relacionada com o numero de genedicado biolégico fundamental e o conhecimento da

nem com a complexidade dos organismos, levou a
formulag&o do conceito de paradoxo C, ou seja, por
gue alguns organismos possuem muito mais DNA
do que outros de igual ou superior posicdo na
escala evolutiva (CAVALIER-SMITH, 1985 a,

CAVALIER-SMITH, 1985 b). Por exemplo, por que

os anfibios, de maneira geral, possuem muito mais
DNA nuclear do que os mamiferos, e por que as
samambaias apresentam valores tdo altos de DNA

guando comparadas com as angiospermas, que sad"

as plantas mais evoluidas?

Muitas explicagdes surgiram para o para-
doxo-C, como as do DNA fisiologicamente inerte,
DNA ‘“lixo”, DNA carregado passivamente pelos
cromossomos apenas por estar ligado a genes funci-
onais, DNA parasita ou egoista, DNA com func¢des
ndo geénicas, entre outras (CAVALIER-SMITH,
1985 a).

Nas angiospermas, os valores C variam
até 600 vezes, de menos de 0.2pgAsabidopsis
thaliana a 127, 4pg emfFritillaria assyriaca
(BENNET & LEITCH, 1997). Dentro de um mesmo
género de plantas, a quantidade de DNA pode variar,

guantidade de DNA nuclear de um grupo de orga-
nismos pode ser Util em varios campos, como biolo-
gia molecular e celular, ecologia, fitogeografia e
sistematica (BENNET & LEITCH, 1995).

Do ponto de vista pratico, a determinacao
da quantidade de DNA nuclear pode substituir a
contagem de cromossomos, especialmente quando
se trabalha com um nimero muito grande de indivi-
duos, como por exemplo em bancos de germoplas-
a. O conhecimento do ndmero de cromossomos,
ou do nivel de ploidia, além de importantissimo para
a caracterizagdo do germoplasma € imprescindivel
para os trabalhos de melhoramento genético, quando
sdo programados cruzamentos. A determinagdo do
numero de cromossomos, apesar de ser uma técnica
relativamente simples, demanda tempo. Sua substi-
tuicdo por uma técnica mais expedita, que dé um
resultado semelhante, ou seja, indique o nivel de
ploidia com um grau aceitdvel de precisédo permite
agilizar uma série de trabalhos, seja de manutencao
de germoplasma, seja de sele¢do, nas progénies de
cruzamentos, de individuos com os niveis de ploidia
desejados.

Para as angiospermas, listagens de todas

e essa variagdo muitas vezes estd associada e € eXas informacgdes de determinacdes de quantidade de

plicada pela poliploidia, presenca de heterocromati-
na ou cromossomos extranumerarios (REES, 1972).
Por outro lado, mesmo entre espécies de mesmo
nivel de ploidia pode haver variagdo na quantidade
de DNA nuclear, como por exemplo de trés vezes
entre as espécies diploides deathyrus
(NARAYAN & REES, 1976, 197), e até seis vezes
entre as espécies dipldides\ieia (CHOOI, 1971).
Porém, a quantidade de DNA dentro de

uma espécie e dentro de um mesmo individuo (res-

DNA nuclear, na medida em que sao realizadas, tém
sido periodicamente publicadas (BENNET &
SMITH, 1976; BENNETet al, 1982; BENNET &
LEITCH, 1995; BENNET & LEITCH,1997;
BENNET & LEITCH, 2000). Atualmente, a quanti-
dade de DNA nuclear é conhecida para menos de
3000 espécies de angiospermas, 0 que representa
apenas 1% da flora mundial deste grupo de plantas
(BENNET & LEITCH, 1997). As informacdes atua-
lizadas também podem ser consultadas pela rede, em

salvadas as condicGes acima, além da presenca, emhttp://www.rbgkew.org.uk/cval/databasel.html

um mesmo organismo, de células com diferentes

(BENNET & LEITCH, 1997).
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COMO SE DETERMINA A QUANTIDADE DE Como alguns exemplos de determinacdes
DNA NUCLEAR de DNA nuclear em plantas por microdensitometria
de Feulgen, podem-se citar aqueles @ftium

A determinacdo da quantidade de DNA (JONES & REES, 1968; OHRit al., 1998), Aegi-
nuclear pode ser realizada basicamente por meios lops (FURUTA, 1975; FURUTAet al, 1975),Cre-
quimicos, cinética de reassociacdo microdensitome- pis (WALLACE et al, 1972), Gossypium
tria e citometria de fluxo. Os meios quimicos e de (EDWARDS et al., 1974, EDWARDS &
cinética de reassociacdo, sdo bastante precisos, mas=NDRIZZI, 1975),Piceae Pinus (TEOH & REES,
trabalhosos e demorados, envolvem extracdo de 1976), Alopecurus (SIEBER & MURRAY, 1979),
DNA e seu uso atualmente é muito restrito. Vicia (CHOOI, 1971; CREMONINIlet al., 1993,
(BENNET & LEITCH, 1995). 1998), Scilla (GREILHUBER, 1977, 1978),0lium

A técnica desenvolvida em torno de 1960, (GUPTA & REES, 1975), Leucanthemun
de microdensitometria por Feulgen baseia-se na (MARCHI et al., 1983), Briza (MURRAY, 1975;
ligagdo especifica do DNA ao corante Feulgen (ou SCHIFINO & WINGE, 1983)Prospero(EBERT et
reagente de Schiff), descrita em 1924 por Feulgen & al-» 1996), entre muitos outros. o
Réssenbeck (BENNET & SMITH, 1976). Como o A citometria de fluxo foi inicialmente
DNA néo possui um croméforo natural na amplitude désenvolvida para contagem e analise rapidas de
da luz visivel, um corante exégeno deve ser associa- c€1Ulas sanguineas. A partir da década de 80 come-
do a molécula. A coloracédo de Feulgen é especifica Gou a ser adapta_da para células vggetals (DOLE.ZEL’
para 0 DNA, apés o RNA ter sido removido por 1997)._Esta tecmca, envolve a andlise das proprieda-
hidrélise acida, e ha uma proporcionalidade entre a des oticas de particulas em fluxo, movendo-se em

guantidade de DNA e a quantidade de corante que o r(_ala(;ap ao ponto de m§d|da. As particulas estdo
g . = . hidrodinamicamente contidas no centro de um fluxo
nucleo incorporou. A absorcdo de luz por um nucleo

corado ser4 uma medida quantitativa do DNA pre- estreito de liquido € passam por (;Jm ffloco de luz

sente, (Mc LEISH & SUNDERLAND, 1961: intensa, o que permite a excitacéo dos fluorocromos

BERL1IN & CECICH, 1976). Para medir’ o DNA presentes nas particulas. Os pulsos de luz e de fluo-
) : ' " " rescéncia sdo colhidos por um sistema de detecgéo

através da microdensitometria de Feulgen, utilizam- . : :

se as técnicas de leitura ética com umgou dois com- otica, separados por f|!t(o e convertidos em pulsos

primentos de onda, sendo um dos comprimentos de elétricos por sensores oticos (DOLEZEL, 1997). Em

d | ha X ximo de ab ~~ plantas, basicamente consiste no isolamento dos
onda aquele em que ha 0 PICo Maximo de absor¢ao nycleps (em geral de tecido foliar), coloracdo com

de luz visivel pelo DNA (entre 550 € 570nm) € 0 o fluorocromo e leitura da fluorescéncia emitida
outro no qual ha 50% da absor¢do maxima (em torno o estes nicleos em um citdmetro de fluxo. A fluo-
de 490nm). A absorcdo de luz sempre € comparada rescancia ¢ proporcional ao contetido de DNA. Em
com a area do citoplasma ao redor. Os equipamentos gera| s5o necessarios 10000 niicleos, 0 que equivale
iniciais constituiam-se em um microscopio equipado g cerca de 50mg de tecidos. Um padréo interno, isto
com um espectrofotometro e um densitdmetro. Mais ¢ um material cuja quantidade de DNA é conhecida
tarde, foram desenvolvidos, especificamente para com certeza, permite que os valores relativos sejam
esta técnica, microdensitdmetros de integracéo. S&o convertidos em valores absolutos. Normalmente s&o
necessarios cuidados na preparacdo das amostrasyerificados dois picos de fluorescéncia, aquele dos
desde aspectos simples como o tempo de hidrdlise, n(cleos 2C (células em GO e G1) e aquele dos nu-
tipo de tecido, utilizagédo de um mesmo padrdo de cleos 4C (células em G2 e mitose). Os tipos de fluo-
conteudo de DNA conhecido. O método, para ser rocromos mais empregados s&o o DAPI (diamidino-
preciso, deve ser -cuidadosamente padronizado 2-fenilindol), PI (iodeto de propidio) e EB (brometo
(BENNET & SMITH, 1976). Os dados conflitantes, de etidio), em concentracdes variaveis ( em torno de
de diferentes autores, que aparecemlitematura 50ugmi') (BENNET & LEITCH, 1995).

para alguns casos sdo, quase sempre, causados por As grandes vantagens desta técnica, em
problemas técnicos. Alguns pontos cruciais nestas relacdo a microdensitometria de Feulgen, sdo a rela-
determinacbes sdo a medi¢do de nudcleos com o tiva facilidade e a rapidez da preparacdo das amos-
mesmo nivel de ploidia e utilizacdo de um padréo, tras, a possibilidade de andlise de um grande nimero
cuja quantidade precisa de DNA tenha sido determi- de nucleos, que nao necessitam ser nicleos em divi-
nada por meios bioquimicos. Como padrées sdo s&o, 0 que permite que praticamente qualquer tecido
frequentemente utilizados eritroctos de galinha, seja utilizado, e em pequenas quantidades, e a possi-
leucocitos humanos, cultivares especificosVitéa bilidade de defccdo de pequenas diferencas na
faba, Allium cepa Triticum aestivum entre outros. quantidade de DNA (BENNET & LEITCH, 1995).
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Entretanto, sua utilizacdo ndo aumentou grande- & LEITCH (1995) , BENNET & LEITCH (1997) e
mente o numero de novas determinagdes de DNA BENNET & LEITCH (2000).

nuclear em plantas e os valores conflitantes encon- As explicacbes aventadas sdo de dois ti-
trados entre diferentes determinagdes, além do custopos: que as diferencas intraespecificas no contetddo
do equipamento, ndo contribuem para tornar a técni- de DNA nuclear sdo reais, ou seja, de que a quanti-
ca tdo amplamente difundida como seria de esperar dade de DNA nuclear ndo é necessariamente estavel
(BENNET & LEITCH, 1995). H4 acessidade de  dentro de uma determinada espécie; ou de que estas
muito cuidado na aplicacé@o da técnica, para que suadiferencas sdo causadas por problemas técnicos.
sensibilidade e praticidade possa ser acompanhadaAinda permanece a duvida se as variagGes relatadas

pela preciséo. refletem uma plasticidade do genoma nuclear ou se
De acordo com DOLEZEL (1997), a ci-  s&o devidas a erros metodologicos.
tometria de fluxo pode ser Util no melhoramento de Por exemplo, LYSAKet al. (1999) verifi-

plantas para controlar a estabilidade do nivel de caram diferencas pequenas mas estatisticamente
ploidia, identificar hapléides e duplohapléides em significativas entre subespécies e clonesideacu-
culturas de anteras e ovarios, verificar novos niveis minata. NANDINI et al. (1997) relataram diferencas
de ploidia em resultados de cruzamentos, detecgdo intraespecificas significantes na quantidade de DNA
de aneupldides, no estudo da apomixia, identificacdo nuclear para duas espécied déhyrus.

do sexo em plantas didicas, identificagdo de hibri- Por outro lado, muitos destes dados dis-
dos, identificacdo de polisomatia, acompanhamento cordantes s&o realmente problemas técnicos, como
do desenvolvimento da semente, identificacdo do ajuste do aparelho, tipo de flurocromo usado, condi-
produto de fusdo de protoplastos. A andlise do nivel ¢es ambientais do laboratdrio, condicdes de preparo

de ploidia é atualmente a aplicacdo mais comum da da amostra e padrdo utilizado. GREILHUBER &
citometria de fluxo no melhoramento genético e EBERT (1994) e GREILHUBER & OBERMAYER

producdo de sementes. (1997) demonstraram que as variacdes intraespecifi-
Como alguns exemplos de trabalhos utili- Cas relatadas paRisum sativume Cajanus cajan
zando a citometria de fluxo para determinar a quan- '€SPectivamente, eram causadas por problemas me-

tidade de DNA em plantas, podem-se citar aqueles t0dologicos. Da mesma forma, BARANYI &
comLathyrus (MURRAY et al., 1992; NANDINI et GREILHU~BER (1999), real|za_1ndo~ uma criteriosa
al., 1997),Prunus (BAIRD et al, 1994),Leucaena comparacao de diversas publicacbes sobre o tama-

(PALOMINO et al., 1995), Eleusine (MYSORE & nho do genoma emllium, concluiram que as dis-
BAIRD, 1997 Pénnisetum (MARTEL et al crepancias observadas entre os diferentes autores

1997), Salix (THIBAULT, 1998), Hypochaeris devem-se com altissima probabilidade as condicfes
(CERéAH et al, 1999) ;\/Iusa (L’YSAK ot al experimentais e enfatizam a necessidade, reconheci-

1999), Crepis (DIMITROVA & GREILHUBER, da atualmente pela maioria dos pesquisadores, de
. melhorias na padronizacdo e nos procedimentos
2000), entre muitos outros.

~ . técnicos para as determinacdes do tamanho do ge-
Quando os trabalhos séo realizados em P ¢ 9

- . noma.
condicdes controladas e pelos mesmos pesquisado-

res, os resultados_ obtldo_s pela mlcrogensnometr,la Qe CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
Feulgen e pela citometria de fluxo sdo comparaveis
(GREILHUBER & OBERMAYER, 1998;
BARANYI & GREILHUBER, 1999; DIMITROVA

et al., 1999; DIMITROVA & GREILHUBER,

Considerando o custo da citometria de
fluxo, quando comparada com a técnica de Feulgen,
e analisando os relatos recentemente publicados com

2000). uma e outra técnica, BENNET & LEITCH (1995) e

. i BENNET & LEITCH (1997) consideram que, ape-
VARIACAO INTRAESPECIFICA NA QUAN- sar de seu potencial, é pouco provavel que a citome-
TIDADE DE DNA NUCLEAR: REALIDADE tria de fluxo va, a curto prazo, substituir a microden-
OU PROBLEMA TECNICO? sitometria de Feulgen para estimar os valores C de

DNA, e que a técnica de Feulgen provavelmente
Quando os resultados de determinacGes continuara sendo a mais empregada em paises em
de DNA nuclear por diferentes autores, para as desenvolvimento.
mesmas plantas, sdo comparados, frequentemente Porém, a utilizagdo da citometria de fluxo
verificam-se diferencas discrepantes entre os resul- para determinagdo da quantidade de DNA € um
tados, como pode ser visto consultando-se listagens avangco e uma contribuicdo importantissima tanto
como as de BENNET & SMITH (1976) e BENNET  para estudos mais académicos como também para o
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melhoramento genético, especialmente no manejo de
grandes cole¢des de germoplasma e no controle dos
niveis de ploidia em resultados de cruzamentos. Sem cayalIER-SMITH. T.

ela, a rapidez do trabalho pode ficar comprometida,
pois 0 numero de individuos analisados serd muito

pequeno. Alguns cuidados basicos sdo essenciais,
como calibragem frequente do aparelho, comparagdo cergaH, M. COULAUD, J

de materiais com nimero cromossémico determina-
do e valores de DNA conhecidos, manutencéo e

checagem periédica do padrao e padronizacédo cui-

dadosa dos procedimentos.
Na ddvida quanto ao nivel exato de ploi-

dia, ndo se deve esquecer que a confeccdo de umaR

simples lamina de ponta de raiz ou célula-méae-de-

pélen, para contagem do ndmero de cromossomos,

pode facilmente resolver o problema e ainda é a
solu¢do mais segura.
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