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INTRODUCAO

A citometria de fluxo é uma técnica que permite a quantificacdo de DNA de um
grande numero de amostra de forma rapida e préatica.

Entretanto, varios fatores podem interferir nos valores das estimativas do conteddo
de DNA das amostras e, consequentemente, na confiabilidade dos resultados. DoleZel et al.
(2007) relataram que a existéncia de variacdo do conteudo de DNA pode ser explicada por
erros instrumentais ou metodolégicos, interferéncia dos componentes citosélicos com os
corantes de DNA, diferencas entre laboratérios e ou heterogeneidade taxonémica do
material em estudo. Na literatura consultada é relatado que as analises para quantificar o
contetdo de DNA deve ser feita em material fresco e amostras recém-preparadas, contudo
nem sempre € possivel avaliar um grande nimero de amostras frescas e /ou recém-
preparadas. Assim, uma das alternativas para contornar esse problema € o armazenamento
das mesmas.

O armazenamento das amostras a serem analisadas no citdbmetro de fluxo sejustifica
guando é necesséario avaliar um grande numero de amostras ou quando o preparo e
avaliacao da amostra é feito em diferentes locais.

Nesse contexto, o objetivo do presente trabalho foi de avaliar a confiabilidade das

estimativas da quantidade de DNA em amostras armazenadas por diferentes periodos.

MATERIAL E METODOS
O experimento foi realizado no laboratério de Cultura de Tecidos da Universidade
Federal de Lavras. As analises foram realizadas em bananeiras diploides 2803-01 e Ouro,
mantidas em vasos em casa de vegetacdo. Para a determinagdo do conteido de DNA, 70
mg de tecido foliar de plantas de bananeira e do padrdo de referéncia Pisum sativum foram

triturados juntos, em placa de Petri, contendo 1 mL de tamp&o LBO1 gelado para a liberagéo



dos nucleos (Dolezel et al., 1989). 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
pm. Todo esse processo foi realizado sobre um recipiente contendo gelo triturado. Em
seguida as amostras foram coradas com 25 puml de lodeto de Propideo. As amostras foram
armazenadas no escuro, dentro de um recipiente com gelo triturado e submetidas a
diferentes periodos de armazenamento (5, 30, 60, 120 e 240 minutos) e em seguidas
analisadas. O Delineamento foi inteiramente casualizado com 3 repeticbes e 0 esquema
fatorial foi em fatorial 2x5. Para cada amostra, 10 mil nucleos foram analisados utilizando-se
escala logaritmica. A analise 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

razdo pela quantidade de DNA do padréo de referéncia (9,09 pg).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 estdo apresentados as estimativas da quantidade de DNA e os
coeficientes de variagdo de amostras de folhas de bananeira diploide 2803-01 submetidas a
andlise de citometria de fluxo em diferentes periodos de armazenamento da amostra

preparada.

Tabela 1. Estimativas do conteido de DNA e Coeficiente Variacdo de folhas de bananeira
diploide 2803-01 submetido a analise de Citometria de Fluxo em diferentes periodos de
armazenamento da amostra.

Periodo de armazenamento da indice de DNA (pg)  Coeficiente de Variacéo
amostra (minutos)
5 1.19c 0.99 a
30 1.09c 1.05a
60 09 b 156 a
120 1.00b 2.36 a
240 0.76 a 3.47c

*Médias seguidas pela mesma letra pertencem a um mesmo grupo e ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Scott Knott.



As estimativas do conteido de DNA ndo variou para as amostra avaliadas no
periodo de 5 e 30 minutos ap6s o preparo, os Cvs foram baixos demonstrando
confiabilidade dos dados. Esses valores dos coeficientes de variacdo estdo de acordo com
os valores encontrados na literatura para estimativas com boa resolucdo, onde é relatado
que o valor de CV deva ser 1- 2% (Marie e Brown, 1993; Ulrich e Ulrich ,1991). Ja para
Galbraith et al., (1983) coeficientes de variagdo menores que 5% s&o aceitdveis e geram
estimativas confiaveis, entretanto, no presente trabalho CVs acima de 2%, obtidos com as
amostras avaliadas com 120 e 240 minutos apds 0 preparo, geraram estimativas de baixa
confiabilidade.

Na Tabela 2 estdo apresentadas as estimativas do conteddo de DNA e do
Coeficiente Variacdo de folhas de bananeira dipldide Ouro submetido a analise de citometria

de fluxo em diferentes periodos de armazenamento da amostra.

Tabela 2. Estimativas do contetdo de DNA e do Coeficiente Variacdo de folhas de
bananeira dipl6ide Ouro submetido a analise de Citometria de Fluxo em diferentes periodos
de armazenamento da amostra.

Periodo de armazenamento da indice de DNA (pg)  Coeficiente de Variac&o
amostra (minutos)
5 1.08b 1.04a
30 1.10b 132a
60 1.07b 1.29a
120 0.95a 2.39b
240 0.84 a 4.70 c

*Médias seguidas pela mesma letra pertencem a um mesmo grupo e nao diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Scott Knott

As estimativas do conteudo de DNA ndo variaram para as amostra de folhas de
bananeira Ouro avaliadas no periodo de 5 e 60 minutos apés o preparo, os Cvs foram
inferiores a 1,5% indicando boa precisao das avaliagdes. J& para as amostras avaliadas de
120 a 240 minutos apds o preparo das amostras os Cvs foram superior a 2% gerando,
portanto, estimativas do contelido de DNA pouco precisas conforme comentado na literatura
(Marie e Brown, 1993; Ulrich e Ulrich ,1991).

CONCLUSOES

Amostras de folhas de bananeira avaliadas até 30 minutos ap0s o0 preparo geram
estimativas de contetdo de DNA confiavel para os dipléides avaliados.
Amostras de folhas de bananeira Ouro podem ser avaliadas até 60 minutos apds

seu preparo sem comprometimento da resolucéo dos dados.
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