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Corantes comumente empregados na citogenética vegetal

Dyes usually employed in plant cytogenetics
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RESUMO: O emprego dos corantes, na citogenética vegetal, data
de muitos anos, uma vez que as pesquisas nas dreas da citologia
e histologia vém sendo desenvolvidas constantemente desde os
primeiros estudos celulares no século XIX. Inicialmente, eram
extraidos de fontes vegetais ou animais, sendo atualmente produzidos
sinteticamente em escala comercial. Os corantes sio classificados
em nio fluorescentes e fluorescentes, conforme suas propriedades
quimicas e a escolha de uso é de acordo com o tipo de estrutura
celular ou grupo celular a ser analisado. A diversidade de tipos e
compostos quimicos existentes nos diferentes corantes proporciona sua
aplicagdo em estudos avangados na citogenética cldssica e molecular.
Uma revisdo de suas propriedades quimicas e emprego ¢ apresentada
para os corantes nio fluorescentes orceina, hematoxilina, Giemsa,
carmin; e para os fluorescentes 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI),
cromomicina A (CMA), fluoresceina e rodamina.
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compostos quimicos.

ABSTRACT: The use of dyes in plant cytogenetics goes back
many years, as research in the fields of cytology and histology
has been constantly developed since the first cellular studies
in the 19" century. Initially they were taken from plant or
animal sources, and now they are produced synthetically on a
commercial scale. These dyes are classified in fluorescent and
non-fluorescent, according to their chemical properties
and the choice of use is based on the type of cell structure or
cell group to be analyzed. The diversity of types and chemical
compounds available in different dyes provides their application
in advanced and classical cytogenetics studies. A review of their
chemical properties and use is presented for the non-fluorescent
dyes orcein, hematoxylin, Giemsa, and carmine; and for the
fluorescent  dyes  4’,6-diamidino-2-phenylindole  (DAPI),

chromomycin A (CMA), fluorescein, and rhodamine.
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Corantes s20 compostos quimicos, naturais ou sintéticos, que
se fixam em escala molecular a um substrato. Quando empre-
gados nas dreas bioldgicas permitem evidenciar os vaciolos,
nucleos, nucléolos, membranas celulares, algumas organelas
citoplasmdticas, entre outras estruturas. Seu emprego data de
centenas de anos, sendo que até o periodo anterior 2 metade
do século XIX, os corantes eram quase sempre isolados de fon-
tes naturais, principalmente oriundas de vegetais ou animais.

Os corantes e pigmentos podem ser classificados de acordo
com as classes quimicas s quais pertencem e com as aplicagoes
a que se destinam. O Colour Index (CI) contém uma lista orga-
nizada de nomes e niimeros para designar os diversos corantes
produzidos sinteticamente com propriedades superiores tec-
nicamente. O emprego e a escolha dos diferentes corantes,
tanto em citogenética cldssica como molecular, ¢ de extrema
importincia, uma vez que permitem corar regioes distintas das
células, bem como diferentes grupos celulares para posterior
identificagdo no microscépio. Neste sentido, propoe-se uma
breve revisio de alguns dos corantes comumente usados em
citogenética vegetal, procurando também destacar aspectos
histéricos, suas propriedades quimicas, bem como sua eficd-
cia nas andlises citoldgicas.

A orceina é um corante alimentar natural, com nimero
de registro EE121 (c6digo referente a suplementos alimenti-
cios com uso na Unido Europeia) e 1400-62-0 no Chemical
Abstracts Service (CAS). Possui propriedades bdsicas e apre-
senta-se homocromdtica.

O liquen do qual se extrai a orceina pertence a familia
Roccellaceae, é denominado Roccella tinctoria e produz uma
tintura vermelho-violdceo. A localizagio geogrifica desse
liquen foi muito ampliada desde aquela época. O R. tinctoria
foi extensivamente explorado nos meados do século XV até
a década de 1850 por sua colora¢io ser de grande valor para
o setor téxtil, uma vez que antes da invencdo das anilinas
sintéticas, essa era uma das poucas formas de se obter a cor
purpura e tingir tecidos sem a necessidade de usar mordentes
(Troconis, 2000). Constituiu uma importante fonte econdmica
para o setor téxtil, principalmente no século XVI, quando as
substAncias que compoem os corantes eram obtidas de diferentes
érgaos vegetais por meio de processos fisico-quimicos. As cores
resultantes eram classificadas em dois grupos econdmicos,
de acordo com a dificuldade de obtencio: as muito caras
(purpura, azul e tons de vermelho), e as menos dispendiosas
(verde, cor-de-rosa, cor de laranja, cinza e amarelo). A orceina
era usada para tingir 12 e seda em tons de vermelho, castanho
e azulado (Faria, 1991).

Do ponto de vista quimico, esse corante comegou a ser
pesquisado em 1829 pelo francés Pierre Jean Robiquet (1780
1840), que fazia sua extragdo com etanol. No século XX, a
orceina foi melhor estudada pelo também quimico Hans Musso
(1925-1988), o qual elucidou seus componentes quimicos e
passou a fazer a extragio do corante por uma reagio de amd-

nia e ar, muito préxima da técnica usada atualmente. Por seus

estudos com o liquen e a orceina em si, publicou em torno de
25 documentos entre 1956 ¢ 1965, catalogando assim sua f6r-
mula quimica (C28H2N207), dentre outras substincias como
as orceinas, amino-orceinas e amino-orceiniminas.

A orceina geralmente é usada associada ao dcido acético e,
nessa combinagio, possui ampla aplicacio como contraste em
microscopia como base para indicadores quimicos e bioqui-
micos. Essa solu¢io, por apresentar um baixo pH, torna mais
especifica a coloragio, tendo em vista que os 4cidos nucleicos
sdo as biomoléculas com o menor ponto isoelétrico da célula
(CouTtiNHO, 2008).

Atualmente, sua produgio ¢é feita em larga escala a partir
do orcinol, por meio da oxidagio com peréxido de hidrogénio,
presente na amoénia. Essa técnica foi desenvolvida pelo esco-
cés Gordon Cuthbert, tendo sua produgao iniciada e paten-
teada em 1758, pela British patente. A reacio de extragio do
corante dura seis semanas. Os liquens sao postos em solugdes
de amonfaco (antigamente a urina era usada como fonte) por
dois dias, apds, essa solugio ¢ misturada com cal apagada para
fermentar pelo resto do tempo do processo, quando ao final
se obterd a orceina.

Lacour, em 1941, encontrou um novo uso para a orceina,
a técnica da acetato-orceina, para fixar e colorir os cromos-
somos, podendo assim estudar seu ndmero, forma e defor-
midades. Essa técnica é usada na citogenética animal e vege-
tal, existindo, em alguns casos, uma preferéncia pelo corante
natural ao sintético (Troconis, 2000).

A hematoxilina propriamente dita nio é um corante, mas
sim um composto fendlico obtido da espécie Haematoxylum
campechianum, também conhecia pelo nome “pau campeche”,
pertencente A familia Leguminosae. E de origem natural, e
quando em contato com oxigénio ¢ oxidada e resulta em uma
substincia de cor marrom-avermelhado escura denominada
hemateina. Sua cor de cadastro é preto natural 1 (Natural
Black 1), classificada pelo CI 75290, ntimero CAS 517-28-2
e formula molecular C, (H, ,O,. A descoberta de sais de metais
pesados que podem ser usados como mordentes com a hema-
toxilina forneceu uma grande vantagem aos histologistas, pois
o uso de sais de ferro confere coloragio cinza a preta, os sais de
cobre, uma coloracao azulada, e os sais de cromo, uma colo-
ragdo violeta a acinzentada (TrrroRrp, 2005). Por exemplo, o
uso de aluminio resulta na cor azul, potdssio na cor roxa/vio-
leta, ferro na cor preta e cobre na cor verde (Girt, 2010). Seu
emprego data do século XIX, sendo inicialmente usado para
histologia por volta do ano de 1830 (Von WALDEYER, 1863
apud TiTroRD, 2005), quando o primeiro uso eficaz da hema-
toxilina foi registrado, em 1865 por Bshmer, em 1865. Desde
entdo, apareceram diversas formulagbes, entre as mais populares
as de Harris, Gill, Mayer e Weigert (S16MA-ALDRICH, 2003).

A molécula de hemateina niao é muito eficiente na colo-
racdo propriamente dita, por possuir carga negativa, dificul-
tando, desse modo, a ligagio com o DNA e as nucleoprotei-
nas (cromatina). O que realmente cora essas biomoléculas é a
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adicio dos mordentes positivamente carregados (GILL, 2010).
A hematoxilina é um composto bdsico que carrega uma carga
positiva na por¢io da molécula que confere cor ao tecido,
geralmente azul. Solugoes bésicas reagem com os componentes
anidnicos das células e tecidos, os quais incluem grupos fos-
fatos, 4cidos nucleicos, grupos sulfatos de glicosaminoglica-
nas e grupos carboxila das proteinas. A habilidade de grupos
anidnicos reagirem com corantes bésicos ¢ chamada basofilia.
Estruturas celulares que podem ser coradas com corantes bdsi-
cos incluem: heterocromatina, nucléolo, RNA ribossdémico e
matriz extracelular da cartilagem.

A hematoxilina é muito utilizada em laboratérios de his-
tologia nos procedimentos de coloragio biolégica, geralmente
corando em azul quando associada a um sal metdlico como
mordente e tornando-se de cor violeta em pHs mais dcidos
(Trrrorp, 2005). Atua intensamente nos ntcleos das células,
uma vez que contém 4cidos nucleicos ricos em radicais dcidos.
A coloragio histolégica pela hematoxilina ndo indica a cons-
tituigio quimica dos componentes celulares, mas a densidade
de cargas elétricas negativas dos mesmos. Tem a finalidade de
destacar estruturas nucleares e citoplasmdticas, formando lacas
ou complexos coloridos (complexos corante-mordente-tecido).
A hematoxilina de Ehrlich e a hematoxilina de Harris sio as
duas principais solu¢ées de hematoxilina utilizadas em colo-
ragio histolégica. O alimen confere ao niicleo uma coloragio
azul transparente luminosa que rapidamente se torna verme-
lha na presenca de um 4cido (GUERR4, 1999).

Misturas de hematoxilina e alimen férrico, combina-
das com uma hidrélise cloridrica forte, também sdo utili-
zadas na observacio de cromossomos de diversos tipos de
vegetais e alguns animais, sempre fornecendo bons resul-
tados. No caso das células vegetais, o aspecto técnico mais
importante é o uso da hidrélise cloridrica, pelo fato do
citoplasma ser muito transparente e se combinar com a
coloragio intensa e especifica produzida pela hematoxi-
lina. Além disso, devido ao maior contraste obtido entre
citoplasma e cromatina, ela se mostra muito ttil para uma
colora¢io sequencial de células previamente analisadas com
outros corantes e para materiais com problemas de fixa¢o.
Desse modo, a hidrélise cloridrica suaviza muito a parede
da célula, permitindo uma melhor visualizagio de células
e cromossomos (Fujir; GUERRA, 1998). Por outro lado, ela
muitas vezes impede a observacio do nucléolo. Quando o
nucléolo deve ser observado, a etapa de hidrélise deve ser
provisoriamente suprimida ou reduzida a0 menor tempo
possivel (HEnDERsON; Lu, 1968). Contudo, o nucléolo
frequentemente fica bem corado em alguns tecidos vegetais
que foram fixados a temperatura de 20°C ou superiores,
mesmo apds 20 minutos de hidrélise cloridrica (GUERRa,
1999). A cromatina, quando corada com hematoxilina,
pode nio apresentar resultados satisfatérios na presenca
de vestigios de 4cido cloridrico (HCl). Contudo, se for
realizada cuidadosa lavagem dos tecidos apés a hidrdlise,

esse problema pode ser reduzido ou evitado, garantindo a
transparéncia do citoplasma (WiTTmMANN, 1965).

Quando a anlise é realizada em botées florais, eles devem
ser hidrolisados por um tempo muito curto para evitar ama-
ciamento excessivo, 0 que, muitas vezes, dificulta a disseca-
¢do da antera para a liberagao dos micrdésporos e graos de
p6len. Nesse caso, os cromossomos, quando visualizados na
mitose do pélen, podem ser claramente detectados, jé que
o0 corante nio reage com a exina da célula, além de permi-
tir um bom contraste entre citoplasma e cromatina corada
com hematoxilina (GUERRA, 1999). Entretanto, KINDIGER;
BeckerT (1985) apud Fuji; GUERRA (1998) sugeriram ape-
nas o aquecimento da ldmina para reduzir o escurecimento
do citoplasma dos graos de pélen corados com hematoxilina
2%. Esse método reduz a coloragio do citoplasma, embora o
contraste final continue deficiente, quando comparado com
o grio de pélen hidrolizado.

A hematoxilina permite também o contraste resultante
de sua coloragio entre nicleo e citoplasma. Por exemplo, essa
substancia cora a cromatina, especialmente em interfase, com
uma maior intensidade quando comparada a outros coran-
tes em tecidos de algas e bridfitas (Fuyi; GUERRA, 1998).
Outro exemplo constitui melhores resultados obtidos com
esse corante em amostras com tendéncia de coloragio escura
do citoplasma (amostras fixadas e armazenadas por dez anos
ou mais ou amostras de campo fixadas e estocadas em tempe-
raturas desapropriadas) (GUERR4A, 1999). Ross ez al. (1996)
apud Fuyjt; GUERRA (1998), usando uma solugio de coloragio
semelhante, descobriram que reduzindo o tempo de hidrélise
foi possivel corar nio sé o nucléolo, mas também a hetero-
cromatina pericentromérica de bivalentes de Arabidopsis. No
entanto, coloragées convencionais, por vezes, podem produ-
zir falsos padroes de heterocromatina, sendo possivel distin-
guir eucromatina condensada de heterocromatina, uma vez
que a heterocromatina geralmente é melhor diferenciada por
bandas C no procedimento com Giemsa do que por qualquer
outro método (GUERRA, 1988).

Essa coloracio de Giemsa ¢ classificada como policro-
madtica, pois consiste em uma mistura de compostos que ori-
ginam diferencas sutis na coloragio (Saxena, 2010). E um
composto neutro dos corantes azur I (mistura nao oxidada de
azur I e azul de metileno) e eosinato de azur II (corante for-
mado pela combinacio equimolar de azur I, azul de metileno
e eosina amarelada). Azur I era o nome usado para azure B
(KLERNAN, 2010). E empregada para demonstragio dos cor-
pos de Negri, espiroquetas, protozodrios, coloracio diferen-
cial de esfregacos sanguineos e para cromossomos (Cruz,
2009; BrRown, 2010).

Virios pesquisadores contribuiram na busca de uma colo-
racdo equilibrada a técnica de revelagio por Giemsa, desta-
cando Jenner, Grunwald, Leishman e Wright. Contudo, foi
Gustav Giemsa (1867-1948), farmacéutico, quimico e bac-
teriologista, que identificou, tendo como base o corante azul
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B, uma forma de melhorar e controlar a oxidagao do corante.
Ele foi combinado com eosina em metanol e mistura de glice-
rol, criando assim uma solugo estdvel, com resultados repro-
dutiveis. Seu artigo foi publicado em 1904, e sua formulacao
ainda ¢ usada atualmente (FLEISCHER, 2004).

A coloragio de Giemsa ¢ comumente usada em citoge-
nética vegetal, mais precisamente na identificagio de bandas
G (campo claro) para observagio de cromossomos em metd-
fase, possibilitando assim a anilise de repeticoes e genes nio
funcionais. A coloracio de Giemsa teve também papel fun-
damental em citogenética molecular, tendo em vista que o
descobrimento das técnicas de bandeamento cromossémico
possibilitou essa abordagem de estudo, sendo amplamente
aplicada, atualmente, na detecgio de bandas cromossdmicas
por fluorocromos.

Ressaltam-se que as técnicas de bandeamento aumenta-
ram muito as possibilidades de pesquisa em citogenética, uma
vez que, no pareamento cromossdmico e montagem de cari6-
tipos, cada par cromossdmico apresenta um padrio distinto e
bem caracteristico de bandas. Contudo, a variagio no método
de Giemsa produz padrdes de bandas que sao o reverso das
bandas G, isso é, as bandas G escuras sio as bandas R claras
e vice-versa (BRAMMER ez al., 2007). Além disso, conforme
Guerra (1988), ¢ possivel localizar exatamente a regio do cro-
mossomo diretamente afetada, o que seria impossivel com a
coloragio convencional. Semelhante a outras espécies, essas
técnicas tém possibilitado compreender melhor as alteragoes
cromossdmicas que se estabeleceram em cada caridtipo.

No caso do carmim, o composto que origina esse corante
constitui-se no dcido carminico, o qual vem da cochonilha
(ExsraYT, 2001; DAPSON, 2007). Os primeiros usudrios desse
corante foram Astecas, Maias e Incas, embora devido a sua longa
histéria, muita confusio e incertezas estio presentes sobre sua
origem, extragio, uso e composi¢io. H4 grande ambiguidade
sobre os nomes desse corante, pela falta de conhecimento con-
creto sobre sua composi¢do e processo de fabricagdao. Muitos
fornecedores se resguardam e nao descrevem exatamente o pro-
duto, discernindo entre cochonilha (material bruto resultante
do corpo de fémeas de Dactylopius coccus), carmim (complexo
conjugado com metal envolvendo o 4cido carminico ¢ o alu-
minio), dcido carminico (ingrediente de cor ativa da cocho-
nilha que ocasionalmente aparece no mercado cientifico) e
4cido aminocarminico (derivado do dcido carminico reagido
com amoénia) (Daprson, 2007).

A variagao da qualidade do corante é um sério problema no
uso cientifico, sendo que algumas das causas sao diferencas cli-
miticas, de solo, de estagio e geograficas (MENDEZ ez al., 2004).
Outro fator que influencia a qualidade do corante constitui-se
no fato de que as fémeas de cochonilha possuem um corante
mais puro do que machos e tipos selvagens, e a cochonilha pre-
mium contém apenas fémeas gravidas (Darson, 2007).

Para fins cientificos, o 4cido carminico pode ser purifi-

cado, mas esse é um processo caro € raramente usado para

fazer o corante, sendo utilizado o carmim (derivado do 4cido
carminico com aluminio), proveniente de um composto de
extrato de cochonilha com hidréxido de aluminio. Por meio
de andlises espectrofotométricas, torna-se possivel a identifi-
cacdo dos trés diferentes corantes (carmim, 4cido carminico
e 4cido aminocarminico).

Amostras que nio passam pela certificacio frequentemente
tém seu nome no rétulo trocado de carmim para dcido carmi-
nico e vice-versa. Ressalta-se que o 4cido carminico apresenta
a férmula molecular C,)H O, e seu peso molecular é 941.
Algumas férmulas estruturais do carmim apresentam um fon
célcio, mas ele provavelmente provém do processo de extra-
¢0 e nao faz parte essencial do carmim. Cada molécula de
carmim possui 18 sitios capazes de formar pontes de hidro-
génio (Dapson, 2007).

Por outro lado, considerando os corantes utilizados nas
técnicas de citogenética molecular, as biomoléculas podem ser
marcadas com sondas fluorescentes para que possam ser reali-
zados indimeros testes iz vitro. Para que uma molécula seja fluo-
rescente, ela deve ter a capacidade de absorver fétons de energia
(excitagdo) em um determinado comprimento de onda e emitir
energia (emissao) em outro comprimento de onda. A excita-
G20 e a emissdo ndo ocorrem apenas em determinado compri-
mento de onda, mas sim em uma faixa (podendo ser estreita ou
nao) onde hd um pico mdximo considerado (Lakow1cz, 2006;
HEerMANSON, 2008). Geralmente esses comprimentos de onda
estao na faixa do espectro de luz ultra violeta (UV). A seguir,
sdo apresentados alguns fluorocromos usados em andlises cito-
genéticas de plantas.

O DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol) é um corante fluo-
rescente que emite a cor azul brilhante. Devido 2 afinidade
pelo material genético gerar pouco background citoplasmético,
¢ utilizado como contracorante nuclear cldssico na microsco-
pia de fluorescéncia (TuerMO ScienTiric, 2009). Quando
estd ligado ao DNA nuclear, sua fluorescéncia se intensifica
20 vezes (COLEMAN et al., 1981) e fluoresce devido a inibicao
na rotagdo interna em sua estrutura molecular (Kapuscinskr;
Yanacr, 1979).

O DAPI também se liga e cora o RNA, porém de uma
maneira diferente. Nesse complexo, ele possui um compri-
mento de onda de emissio mdxima de aproximadamente
500 nm (e nio 460 como quando ligado a0 DNA). Por essa
razao, a presenca de RNA nio interfere na observagao nuclear.
Seu peso molecular fica em 350,3. A liberacio de sua fluores-
céncia necessita de uma excitagio mdxima perto da faixa de
luz UV de 345 a 358 nm e de uma emissio mdxima de 455
a 461 nm (INVITROGEN, 2006; THERMO ScCIENTIFIC, 2009).
Entretanto, como a associagio ¢ muito mais forte no polimero
de DNA (100 vezes maior) do que de RNA, o composto se
dissocia muito mais lentamente no primeiro caso (Tantous
etal., 1992). Suu et al. (2001) observaram que o DAPI possui
forte afinidade ao poli[d(A-T)] e se mostra apagado quando
ligado ao poli[d(G-C)].
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E estivel quando estocado a -20°C, sendo recomen-
dado para uso em longo prazo. Em curto prazo, a solugio de
coloragao pode ser estocada entre 2 e 6°C, e se manuseada
adequadamente, permanece estdvel por cerca de trés anos
e por até trés meses, respectivamente, porém em ambos os
casos deve ser sempre protegida da luz. Possui proprieda-
des mutagénicas e por isso deve ser manuseado com muito
cuidado e seguranca, podendo ser removido de solu¢oes
aquosas por meio de carvdo ativado (INVITROGEN, 2006;
Siema-ALDRICH, 2008).

Esse fluorocromo ¢ usado para o estudo de cromos-
somos e de cromatina, tanto de plantas como de animais,
e pode ser aplicado na citometria de fluxo, coloragao de
cromossomos, visualizagao e quantificagio de DNA, técni-
cas de coloragio de anticorpos, hibridizagao i situ, ensaio
fluorescente de DNA em solucio e visualizagaio de DNA
em gel de eletroforese.

Técnicas recentes empregadas em estudos citogenéticos
tém possibilitado uma andlise mais detalhada dos cariétipos
a partir de dados citomoleculares, como por exemplo os
bandeamentos com DAPI, uma vez que ele destaca regioes
heterocromdticas ricas em bases adenosina e timina (AT)
(CokeLHO, 2009).

A utilizagao do DAPI como corante para a citometria
de fluxo foi proposta, segundo O1TO (1994), pelos pes-
quisadores Gohde, Schumann e Zante no ano de 1978 e,
desde entao, ele vem sendo empregado por vérios autores,
demonstrando sua eficicia. Em fungio do corante apresen-
tar predilecao pelas regioes ricas em AT, a posigao dos picos
nao fornece uma informagio quantitativa do contetido de
DNA de células de diferentes espécies. Contudo, os picos
de referéncia obtidos das células padrao permitem varia-
¢oes no contetido de DNA, e o coeficiente de variagio num
dado tipo de célula pode ser detectado (OtT0, 1994). Pode
ser usado também na microfluorometria de fluxo (TAYLOR,
1980). Essa técnica se tornou popular nessas andlises pelos
corantes empregados (DAPI e mitramicina) por possuirem
alta especificidade pelo DNA e alta intensidade de fluores-
céncia. A mitramicina tem um pico de excitagio na faixa
de 450 a 500 nm. Ambos os corantes possuem fluorescén-
cia suficiente para quantificagio de DNA cloroplastidial
individual, mas somente o DAPI ¢ utilizado para medir
particulas individuais de bacteriéfago T4 (COLEMAN ez 4.,
1981). Kusista et al. (1987), em sua revisio, comentaram
que o DAPI é muito util em estudos citoquimicos, como
um marcador de DNA na eletroforese, em estudos de inte-
racoes DNA-proteina, e também proteinas sozinhas, como
por exemplo tubulinas.

A cromomicina A (CMA) é um corante definido como
um complexo de diversos antibiéticos glicosidicos intima-
mente relacionados derivados do fungo Strepromyces griseus
(BIBLIOTECA VIRTUAL EM SAUDE, 2010). Essas moléculas
se ligam em dimeros nos sulcos menores do DNA (Gao;

PaTEL, 1989). Seu principal componente, a cromomicina A,
(CMA,), é utilizada como um corante fluorescente de DNA
e estd registrada sob CAS 7059-24-7. Possui férmula mole-
cular C_H, O, com peso de 1183,2 (NaT1ONAL CENTER FOR
B1oTECHNOLOGY INFORMATION, 2005a) Segundo Schweizer
(1976), preparacoes cromossdémicas com o fluorocromo
CMA, produzem padrées de bandamento de acordo com a
afinidade de bases do DNA. O corante fluorescente CMA,
se liga as regioes heterocromdticas ricas em bases nitroge-
nadas guanina e citosina (GC) (Gao; Parer, 1989, Liu;
CHEN, 1994). Esse fluorocromo pode ser associado a anti-
bidticos como a distamicina, para incrementar o contraste
do bandamento, o qual age como um contracorante que se
liga as bases nitrogenadas AT, permitindo um maior con-
traste nas regides ricas em GC (ZANELa, 2009).

O CMA, ¢ um dos fluorocromos mais utilizados em
estudos de bandamento, visando a obtencao de padroes
diferenciais caracteristicos de bandas fluorescentes nos cro-
mossomos, o que proporciona uma andlise mais refinada
dos seus conjuntos. Sua fluorescéncia verde pode ser obser-
vada em filtros de excitagao de 400 a 440 nm e de emissao
de 475 nm (ZANELA, 2009).

Cabe ressaltar que inimeros estudos utilizam a com-
binagio de CMA e DAPI em diferentes espécies vegetais,
cujas regides organizadoras do nucléolo e outras partes
heterocromdticas sdo marcadas com CMA, enquanto que
as mesmas regioes se apresentam negativas para DAPI.
Essa foi umas das primeiras aplicagdes dos corantes fluo-
rescentes ¢, desde entdo, tem se tornado rotina nos labo-
ratérios de citogenética. Do mesmo modo, a utilizagio
desses fluorocromos permite verificar a ocorréncia de pro-
cessos evolutivos complexos, tais como inversio pericén-
trica e duplicagio em zandem, em andlises tanto em célu-
las mitéticas como em células meiéticas (GUERRA, 1988;
FrrToza, 2008).

A fluorescefna é um xanteno, classe de compostos lar-
gamente utilizados como corantes. Foi sintetizada pela pri-
meira vez pelo quimico alemio Johann Friedrich Adolf von
Bayer. Constitui um dos fluorocromos mais comumente
usados em citogenética de plantas, apresentando colora-
cao fluorescente amarelo-esverdeada. Estd registrada com
ntmero CAS 2321-07-5, seu peso molecular é de 332,30
com a férmula molecular C, H O, (NaTIONAL CENTER FOR
BrorecuNoOLOGY INFORMATION, 2005b). A fluorescéncia
dessa molécula ¢ ativada quando excitada em um compri-
mento de onda na faixa de 488 a 495 nm e observada sua
emissdo numa faixa de 518 a 525 nm (HErRMANSsON, 2008).

Existem diferentes derivados da fluoresceina. Dentre
eles, destaca-se o isotiocianato de fluoresceina (FITC). Essa
molécula constitui em uma fluoresceina com um grupo fun-
cional isotiocianato (-N=C=S) no lugar de um dtomo de
hidrogénio no anel inferior da estrutura. Esse composto estd
registrado como CAS 27072-45-3, com férmula molecular
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C,,H, NO.S e peso de 389,382. Mantém os mesmos com-
primentos de onda de absor¢ao e emissio que a fluoresceina
(Nar1ioNAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION,
2005¢). O grupo isotiocianato é estdvel, mas em solugoes
aquosas pode degradar em curto periodo de tempo, sendo,
desse modo, recomendado que se use o reagente fresco, e
as condicoes de estoque sejam secas, protegidas da luz em
temperaturas abaixo de -20°C (HermaNsON, 2008). Essa
molécula ¢ amplamente usada na marcagio de proteinas,
bem como em anticorpos fluorescentes para deteccio de
patégenos. A NHS-fluoresceina constitui outro derivado
aminorreativo e recebe esse nome pela presenca de um
grupo succinimidil-éster ligado & molécula de fluoresceina
(HeErMANSON, 2008), sendo mais estdvel para estocagem
do que o FITC e possuindo as mesmas caracteristicas de
fluorescéncia (HERMANSON, 2008).

O diacetato de fluoresceina (FDA) detecta a presenca
de esterases ativas, cuja cor de excitagdo é azul e a colora-
¢ao final conferida é verde claro. A principal caracteristica
desse fluorocromo ¢ que permite a andlise das células-alvo,
vivas ou nao. O grupo acetil das moléculas de FDA con-
fere a capacidade de penetrar nas membranas celulares, por
difusdo passiva. Apds a entrada das moléculas, as esterases
presentes nas células clivam as ligacoes éster, liberando os
grupos acetato e induzindo, desse modo, o brilho tipico
da fluoresceina, que fica retida no citoplasma. No entanto,
em células mortas, como hd uma desorganizacio das mem-
branas, a penetragao pelas moléculas de FDA nio é seguida
pela clivagem das ligacoes éster que as ligam aos grupos
acetato e, portanto, nio se verifica o brilho caracteristico
da fluoresceina. A molécula de FDA possui peso de 416,39,
representada pela féormula C, H, (O, e CAS 596-09-8. Esse
fluorocromo é muito utilizado para verificar a viabilidade
polinica de diversas espécies (SAHAR; SPIEGEL-RoOY, 1984;
CARDOSO et al., 2004; SuTYEMEZ, 2011).

A rodamina abrange uma familia de compostos organi-
cos chamados fluoronas. Os corantes do tipo rodamina sdo
usados extensivamente em aplicagdes biotecnoldgicas tais
como a microscopia de fluorescéncia, citometria de fluxo
e os testes do tipo ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay). Hd virios derivados de rodamina disponiveis comer-
cialmente para diversos propdsitos, alguns aminorreativos
sdo: tetrametilrodamina (dois grupos metil ligados aos 4to-
mos de nitrogénio), seu derivado com grupo isotiocianato
(TRITC) no lugar de um 4tomo de hidrogénio no anel infe-
rior da estrutura molecular, rodamina B (dois grupos etil
em cada dtomo de nitrogénio e um grupo carboxila no anel
inferior), NHS-rodamina (molécula base com um grupo
funcional éster carboxi-succimidil), sulforodamina 101 e

sua forma sulfonilada, também conhecida como Vermelho

Texas, com propriedades luminescentes mais intensas. Além
desses, incluem-se como derivados de rodamina as novas
fluoronas, tais como Alexa 633, que supre a necessidade
de alta fotoestabilidade (Kusin; FLETCHER, 1982; BERLIER
et al., 2003; Lakowicz, 2006; HERMANSON, 2008).

Intimeros sao os trabalhos que vém sendo desenvol-
vidos a partir do uso de fluoresceinas e rodaminas, além
da associagao de diversos outros fluorocromos. Dou ez al.
(2006) realizaram a caracteriza¢io gen6mica de tritica-
les hexa e octoploides por hibridiza¢io gendémica in situ
(GISH), hibridizacio in situ fluorescente (FISH), subuni-
dades de gluteninas de alto peso molecular e marcadores
de DNA do tipo microssatélites. Do mesmo modo, SEps1
et al. (2009) caracterizaram a composi¢io gendmica de trigo
Thinopyrum ponticum a partir do uso de sondas multicolor
visando 2 andlise da introgressio génica dessa espécie afim
ao Triticum aestivum.

Um uso comum para esses dois fluoréforos é a mar-
cagdo de anticorpos, os quais sio usados com frequén-
cia em imunoensaios e em microscopia de fluorescén-
cia (Lakowicz, 2006). Uma vantagem adicional do uso
dessas moléculas constitui-se no espectro de absorgao e
emissdo de comprimentos de onda altos, o que possibilita
a reducio ou auséncia da autofluorescéncia basal de cer-
tos componentes celulares que ocorrem em comprimen-
tos de onda mais baixos (FLANAGAN JUNIOR et al., 1997;
Lakowicz, 2006).

Com relagio ao emprego conjunto de diferentes fluoro-
cromos e a estratégia de “pinturas cromossémicas”, MARKOVA;
Vyskor (2009) destacaram as aplicagboes convencionais,
recente modificacoes da técnica de GISH e como as ban-
das geradas contribuem para a realizacio dos cariétipos das
plantas e de estudos filogenéticos. Um bom par de fluoré-
foros para contraste de cores em microscopia constitui em
corantes de fluoresceina e seus derivados (verde/amarelado)
e rodamina e seus derivados (vermelho). Esses tltimos, por
sua vez, sao muito populares por marcarem todos os tipos
de biomoléculas. Possuem uma faixa de comprimento de
onda de excitag¢do bem variada, de acordo com os dtomos
presentes em cada derivado. A presenca de diferentes gru-
pos nos carbonos 5 ou 6 da molécula base de rodamina
também confere diversidade de ligagoes dos derivados com
cada tipo de biomolécula (HErMANSON, 2008).

Portanto, resultados obtidos com o uso de corantes
fluorescentes tém permitido um melhor entendimento
sobre a origem e evolugdo dos cariétipos de plantas, pelo
fato dessas técnicas propiciarem uma comparagio entre
os padroes de bandas fluorescentes e sua composicio nos

diferentes cromossomos e nos diferentes complementos.
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