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INTRODUCAO

A citometria de fluxo é uma técnica que envolve a andlise das propriedades 6ticas
(disperséo da luz e fluorescéncia) de particulas (células, nucleos, cromossomos, organelas)
que fluem em uma suspenséo liquida (Dolezel, 1997). Esse principio pode ser usado, por
exemplo, para medir a quantidade de DNA de uma célula (Dolezel e Bartos, 2005). Em
plantas, é possivel obter milhdes de nlcleos em suspensdo a partir de poucas gramas de
tecido foliar em um procedimento relativamente simples que envolve a maceracdo desse
tecido em uma solugéo tampao que mantém a integridade nuclear (Galbraith et al., 1983). A
coloracdo dessa amostra com corantes especificos para o DNA (DAPI, iodeto de propideo,
brometo de etideo) permite ao aparelho estimar a quantidade de DNA.(Dolezel e Bartos,
2005).

Por ser uma técnica relativamente nova, sdo necessarios alguns experimentos para
definir o melhor protocolo a ser utilizados em materiais vegetais. Neste contesto este
trabalho teve como objetivo definir a melhor dose e tempo de exposicdo de amostras de

folhas de bananeira Ouro ao corante lodeto de Propideo.

MATERIAL E METODOS
O experimento foi realizado no laboratério de Cultura de Tecidos da Universidade
Federal de Lavras.. Para a determinacao do contetdo de DNA, aproximadamente 70 mg de
tecido foliar de plantas de bananeira cultivar Ouro e de Pisum sativum (padréo de referéncia
interno) foram triturados juntos, em placa de Petri, contendo 1 mL de tamp&o LBO1 gelado
para a liberagdo dos nucleos (Dolezel et al., 1998). A suspensdo de nucleos foi aspirada

através de duas camadas de gaze, com auxilio de uma pipeta plastica e filtrada através de



uma malha de 50 ym. Em seguida as amostras foram coradas com 4 doses de lodeto de
Propideo em solugéo de 1 mg/1 mL (5, 15, 25 e 35uml). As amostras foram armazenadas no
escuro, dentro de um recipiente com gelo triturado e analisadas em 5 periodos de exposi¢do
(1, 15, 30 75 e 90 minutos). O Delineamento foi inteiramente casualizado com 4 repeti¢coes e
0 esquema fatorial foi em fatorial 4x5. Para cada amostra, 10 mil nacleos foram analisados
utilizando-se escala logaritmica. A andlise foi realizada no citdmetro Facscalibur (Becton
Dickinson), os histogramas obtidos com o software Cell Quest e analisados estatisticamente
no software WinMDI 2.8 e as médias de intensidade de fluorescéncia foram analisadas pelo
teste de Scott Knott, ao nivel de 5% de probabilidade através do programa estatistico Sisvar.
O conteudo de DNA nuclear (pg) das plantas foi estimado utilizando-se a razao entre
as intensidades de fluorescéncia dos nucleos G1(nucleos que estdo na fase G1 da Interfase)
do padrédo de referéncia (P. sativum) e dos nucleos G1 da amostra, multiplicando-se esta

razéo pela quantidade de DNA do padrao de referéncia (9,09 pg).

RESULTADOS E DISCUSSAO
A tabela 1, se refere aos dados de coeficiente de variacdo obtidos dos picos G1.
Quanto menor o coeficiente de variagdo menor é a largura do pico e maior € a precisdo dos
experimentos. Por esses resultados € possivel verificar que os tempos de exposicao muito
prolongados, ao iodeto de propideo, mais de 75 minutos, causaram um aumento no
coeficiente de variacdo, tornando os resultados menos precisos. As doses de lodeto de
propideo ndo apresentaram diferencas significativas, exceto para o tempo de exposi¢do de

90 minutos em que a dose de 15 pl foi a que apresentou melhor resultado.

Tabela 1. Coeficiente de Variacdo dos Picos G1 de histogramas obtidos por citometria de

Fluxo em folhas de bananeira Ouro.

Tempo de exposicédo ao lodeto de Doses de lodeto de Propideo (pl)
Propideo (minutos)
5 15 25 35
1 1,07aA 082aA 183bB 100aA
15 093aA 0,74aA 0,75aA 0,71aA
30 0,77aA 08laA 0,73aA 0,76aA
75 152bA 140bA 153bA 12laA

90 325cC  157bA 262cB 306bC




*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na vertical e mailscula na horizontal pertencem ao
mesmo grupo e nao diferem estatisticamente, pelo teste Scott Knott, a 5% de probabilidade.

Pela Tabela 2 é possivel verificar que o conteido de DNA variou bastante, de 0,79

Tempo de exposi¢ao ao lodeto de Doses de lodeto de Propideo (um)
Propideo (minutos)
5 15 25 35
1 1,02bA 1,17bB 124bB 131cB
15 101bA 1,19bB 132bB 1,26cB
30 1,19cA 1,11bA 120bA 1,23cA
75 0,79aA 09aA 0,89aA 106bB
90 082aA 100aB 091aB 082aA

até 1,32 pg, conforme os tratamentos. Esse resultado ndo era esperado, visto que se trata
do mesmo material vegetal. Doses maiores de iodeto de propideo proporcionaram um
aumento no contetdo de DNA. Tempos de exposicdo menores também proporcionaram um

acréscimo no contelido de DNA.

Tabela 2. Indices de DNA dos Picos G1 de histogramas obtidos por citometria de Fluxo em

folhas de bananeira Ouro

Médias seguidas pela mesma letra minUscula na vertical e mailscula na horizontal pertencem ao
mesmo grupo e nao diferem estatisticamente, pelo teste Scott Knott, a 5% de probabilidade

Na Figura 1 é possivel observar diferencas nos histogramas obtidos. No tempo de
1minuto de aplicacdo do iodeto na amostra, 0 mesmo ainda ndo teve tempo de reagir e 0s
picos ndo ficaram bons, com o primeiro pico relativamente fino (G1) e o segundo muito
grosso (G2), com coeficiente de variacdo alto. Os picos seguintes do histograma séo dos
picos G1 e G2 do padrdao de referéncia. Pode-se observar que o indice de DNA esta

alterado (1,26 pg). Para o tempo de exposi¢cdo de 30 minutos foi o melhor resultado, com



pico G1 com CV 0,64 e indice de DNA de 1,19 pg. Para a amostra com tempo de exposicao
ao iodeto por 75 minutos o CV aumentou para 1,66 e o indice de DNA diminuiu para 0,79
pg. Ja para o tempo de exposi¢cdo de 90 minutos, o CV aumentou mais um pouco (1,77) e o
indice de DNA ficou em torno de 0,9 pg, Concluindo assim que o tempo de exposicdo ao
lodeto de Propideo interfere na estimativa do indice de DNA e na precisdo do experimento.

A dosagem de iodeto de propideo ndo apresentou muitas diferencas nos resultados.
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Tempo 1 Dose 15 Tempo 30 Dose 15
Ccv Ccv

ID (pg) ID (pg)

Banana pico 1 Banana pico 1

0,78 0,64
1,26 1,19
) Ervilha
Banana pico 2
0,34
1,89
9,09
2,44
Ervilha
0,62
9,09
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Tempo 90 Dose 05 Tempo 75 Dose 05
Ccv Ccv
ID (pg) ID (pg)
Banana pico 1 Banana pico 1
1,67 1,66
0,9 0,76
Ervilha Ervilha
0,46 0,23
9,09 9,09

Figura 1 —Histogramas de citometria de Fluxo em plantas de bananeira cultivar Ouro.



CONCLUSOES
Os resultados obtidos permitem concluir que o tempo de exposicdo ao iodeto de
propideo interferem nos resultados, sendo que periodos muito prolongados como 75 e 90
minutos e o periodo de 1 minuto diminuem a precisdo do experimento e a dosagem de

iodeto nao interferiu nos resultados.
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