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RESUMO 

 

A citometria de fluxo é o método mais utilizado para quantificação do tamanho do 

genoma em plantas. O protocolo é baseado na comparação entre a fluorescência 

média de núcleos corados de uma espécie alvo e um padrão interno com tamanho 

do genoma conhecido. Os padrões internos tradicionalmente utilizados, propostos 

principalmente por laboratórios europeus, são cultivares de plantas adaptadas ao 

clima temperado (por ex., Raphanus sativus L. cv. ‘Saxa’, Glycine max L. cv. 

‘Polanka’). A aquisição, propagação e desenvolvimento destas cultivares em 

laboratórios localizados em regiões tropicais ainda é um desafio para o 

desenvolvimento da citometria de fluxo em uma escala global. Neste estudo, é 

apresentada uma lista de padrões internos composta por cultivares brasileiros de 

plantas comerciais. Estas plantas tiveram seu tamanho do genoma estimado por 

citometria de fluxo utilizando três diferentes tampões: LB01, Marie e WPB. Foram 

checadas estatisticamente a qualidade dos histogramas, variação entre medições e 

repetitividade dos valores estimados. Também foram realizadas análises 

citogenéticas para avaliar a estabilidade cariotípica das cultivares selecionadas. Por 

fim, nós recomendamos como uma nova lista de padrões internos para citometria 

de fluxo: Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. & Nakai cv. Crimson Sweet (2C = 0,87 

pg), Vigna unguiculata (L.) Walp. cv. BRS Pujante (2C = 1,36 pg), Lycopersicon 

esculentum Mill. cv. IPA-6 (2C = 2,05 pg), Petroselinum crispum (Mill.) Fuss cv. 

Graúda (2C = 4,15 pg), Allium cepa L. cv. IPA-11 (2C = 35,22 pg), e Nothoscordum 

pulchellum Kunth (2C = 49,09 pg). Este último não é uma planta cultivada, mas pode 

ser importante como padrão para análise de genomas gigantes (ex: Amaryllidaceae, 

Loranthaceae etc.). Como as regiões tropicais detém a maior biodiversidade 

vegetal, esta lista é uma ferramenta útil para o aumento no número de espécies com 

conteúdo de DNA quantificado em biomas tropicais. 

Palavras-chave: Citometria de fluxo. Plantas tropicais. Padrões internos. Tamanho 

do genoma. Estabilidade cariotípica.



 

ABSTRACT 

 

Flow cytometry is the most widely used method for genome size quantification in 

plants. The protocol is based on the comparison between the mean fluorescence of 

stained nuclei of a target specie and an internal standard with known genome size. 

The traditionally used internal standards, proposed mainly by European Labs, are 

cultivars of temperate plants (for ex., Raphanus sativus L. cv. ‘Saxa’, Glycine max L. 

cv. ‘Polanka’). The acquisition, propagation and development of these cultivars in 

laboratories based on tropical regions is still a challenge for the development of flow 

cytometry on a global scale. In this study, we present a list of internal standards 

composed by Brazilian cultivar of crop plants. These plants had their genome size 

estimated by flow cytometry using three different buffers: LB01, Marie and WPB. We 

checked the quality of the histograms, variation between measurements, and 

repeatability of the values estimated by a statistical approach. We also undertake 

cytogenetic analysis in order to evaluate karyotype stability of the selected cultivars. 

In the end, we recommend as a new set of internal standards for flow cytometry: 

Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. & Nakai cv. Crimson Sweet (2C = 0,87 pg), Vigna 

unguiculata (L.) Walp. cv. BRS Pujante (2C = 1,36 pg), Lycopersicon esculentum Mill. 

cv. IPA-6 (2C = 2,05 pg), Petroselinum crispum (Mill.) Fuss cv. Graúda (2C = 4,15 

pg), Allium cepa L. cv. IPA-11 (2C = 35,22 pg), and Nothoscordum pulchellum Kunth 

(2C = 49,09 pg). The last one is not a cultivated plant, but may be an important 

standard for analysis of giant genomes (ex: Amaryllidaceae, Loranthaceae etc.). As 

the tropical region holds the greatest vegetal biodiversity, this list is a useful tool and 

can increase the number of species with the estimated DNA content in tropical 

biomes. 

Keywords: Flow cytometry. Tropical plants. Internal standards. Genome size. 

Karyotype stability.
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1 INTRODUÇÃO 

 

O tamanho do genoma, termo utilizado para denominar a quantidade de DNA 

presente no núcleo, é um aspecto que vem intrigando pesquisadores mesmo antes 

destes possuírem um maior entendimento sobre a molécula de DNA (SWIFT, 1950). 

A constância inicialmente observada para este caráter dentro de uma mesma 

espécie levou à criação do termo ‘valor-C’ para se referir ao tamanho do genoma 

(revisado por Pellicer e Leitch, 2014). Tal constância foi imediatamente contrastada 

com a alta variabilidade de tamanhos do genoma entre diferentes grupos de 

organismos (KULLMAN; TAMM; KULLMAN, 2005; BENNETT; LEITCH, 2012; 

GREGORY, 2018). Somado à esta variabilidade estava o fato de que a quantidade 

de DNA não apresentava correlação direta com a complexidade do organismo 

(THOMAS, 1971). Este “paradoxo do valor-C”, como ficou conhecido, foi uma das 

principais forças motoras para os primeiros estudos de evolução do tamanho do 

genoma (GREGORY, 2005). A descoberta de que grande parte do genoma dos 

eucariotos é composto por DNA repetitivo (em sua maioria não codificante) de certa 

forma respondeu o paradoxo do valor-C, mas as questões relacionadas à origem e 

razão desta variabilidade ainda persistem (ELLIOTT; GREGORY, 2015). 

As primeiras quantificações de DNA em plantas já demonstravam uma alta 

variabilidade para esse caráter, com gêneros apresentando variações marcantes de 

até 80 vezes entre cariótipos semelhantes (ROTHFELS et al., 1966). Atualmente, 

Embryophyta se destaca por ser o grupo com a maior variabilidade relatada de 

tamanhos de genoma, diferindo em aprox. 2000 vezes entre o menor (Genlisea 

margaretae, 1C = 0,06 pg) (GREILHUBER et al., 2006) e maior genoma reportado 

(Paris japônica, 1C = 152,23 pg) (PELLICER; FAY; LEITCH, 2010). Desta forma, a 

necessidade de estudos sobre o papel da variabilidade do tamanho do genoma no 

sucesso evolutivo e plasticidade ecológica das plantas vêm crescendo, e com ela 

cresce a demanda por melhorias metodológicas nas técnicas de quantificação do 

DNA (DOLEŽEL; GREILHUBER, 2010). 

Procedimentos químicos complexos e reações de reassociação cinética foram 

as primeiras metodologias empregadas na quantificação de DNA, mas por serem 

laboriosos e imprecisos esses métodos restringiram os primeiros estudos sobre 

tamanho do genoma (BOIVIN; VENDRELY; VENDRELY, 1948; VENDRELY; 

VENDRELY, 1948). Os avanços na microscopia ajudaram a popularizar a análise 
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de imagens por microdensitometria Feulgen como uma metodologia confiável para 

a quantificação de DNA (DEELEY, 1955). Anos mais tardes, o advento da citometria 

de fluxo permitiu a análise de milhares de núcleos em poucos minutos, trazendo 

praticidade aos estudos sobre tamanho do genoma (EISERT; OSTERTAG; 

NIEMANN, 1975). A citometria de fluxo se baseia na análise de partículas coradas 

que são submetidas à um laser ao passarem por um fluxo hidrodinâmico, gerando 

leituras de fluorescência analisadas por um software de computador (SHAPIRO, 

2003). Em plantas, a citometria só começou a ser utilizada para medições do 

genoma após Galbraith et al. (1983) desenvolverem um revolucionário 

procedimento de isolamento de núcleos. O protocolo baseia-se no corte (chopping) 

de material vegetal (de preferência folhas jovens) imerso em um tampão de 

isolamento de núcleos e a posterior filtragem e coloração da amostra com um 

fluorocromo intercalante ao DNA (revisado por Pellicer e Leitch, 2014). Esta amostra 

é posteriormente levada ao citômetro de fluxo, que gera histogramas baseados na 

fluorescência emitida pelos núcleos corados. Estes valores de fluorescência relativa 

só podem ser interpretados como quantidade de DNA mediante comparação com 

uma espécie com tamanho do genoma conhecido, chamada padrão interno 

(DOLEŽEL; SGORBATI; LUCRETTI, 1992). Estes padrões internos devem seguir 

algumas recomendações importantes, como propagação por sementes de fácil 

aquisição, serem cultivares bem estabelecidas no mercado e adequadas ao 

protocolo de citometria de fluxo, entre outros (DOLEŽEL; BARTOS, 2005). Além 

disso, é importante que estas espécies apresentem baixa ou nenhuma variabilidade 

intraespecífica e um cariótipo bem caracterizado, sem a presença de cromossomos 

B, endopoliploidia ou outras anomalias que possam gerar valores controversos de 

quantidade de DNA (SUDA; LEITCH, 2010). 

Devido à erros de linearidade, o tamanho do genoma de um padrão interno 

utilizado não deve diferir mais do que três vezes do tamanho da espécie alvo 

(PELLICER; LEITCH, 2014). Por conta disso, listas de espécies foram propostas 

como padrões internos cobrindo uma ampla faixa de tamanhos do genoma 

(BENNETT; SMITH, 1991; DOLEŽEL et al., 1998; JOHNSTON et al., 1999). Estas 

listas são em sua maioria compostas por cultivares europeias adaptadas a regiões 

de clima temperado. Já que grande parte da biodiversidade vegetal está 

concentrada nas regiões tropicais, avanços nos estudos sobre tamanho do genoma 

realizados nestas regiões pode levar a um aumento no total de espécies de plantas 
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com genoma quantificado (BENNETT; LEITCH, 2011). Sendo assim, o 

estabelecimento de novos padrões melhor adaptados a regiões tropicais facilitará a 

obtenção de novas aquisições, pelo menos do ponto de vista metodológico. Desta 

forma, este trabalho tem como objetivo a elaboração de uma lista de padrões 

internos para quantificação do genoma por citometria de fluxo baseada em espécies 

cultivadas em regiões tropicais. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 TAMANHO DO GENOMA 

 

2.1.1 Histórico e terminologia 

 

Antes mesmo do revolucionário estudo de Watson, Crick e Rosalin sobre a 

estrutura da molécula de DNA (WATSON; CRICK, 1953), pesquisadores já 

mostravam interesse pela quantidade de material genético presente nos genomas 

das espécies (SWIFT, 1950). Os primeiros estudos envolvendo quantificação de 

DNA aconteceram no final da década de 1940, envolvendo diferentes tecidos 

bovinos (BOIVIN; VENDRELY; VENDRELY, 1948; VENDRELY; VENDRELY, 1948), 

sendo que em plantas, a primeira espécie a ter seu conteúdo de DNA quantificado 

foi Lilium longiflorum Thunb. (OGUR et al., 1951). Apesar disso, o termo “tamanho 

do genoma” foi usado pela primeira vez apenas na década de 1970, no título do 

trabalho de Hinegardner (1976), sendo substituído por “conteúdo de DNA” ao longo 

do texto. Tradicionalmente, o genoma pode ser medido em picogramas (pg, 1x10-

12g) ou em pares de base (1 pg = 978 Mpb) (DOLEŽEL; BARTOS, 2005). 

A primeira definição para o termo “genoma” fazia menção apenas ao conteúdo 

de DNA presente no conjunto cromossômico monoplóide não-replicado (WINKLER, 

1920). Esta definição, por sua vez, implicaria que organismos poliploides (indivíduos 

que tenham passado por uma ou mais duplicação do conjunto cromossômico) teriam 

mais de um genoma, causando debate quanto a utilização do termo “tamanho do 

genoma” (GREILHUBER, 2005). Por exemplo, em diferentes situações a expressão 

“tamanha do genoma” foi usada tanto para se referir ao conteúdo de DNA presente 

no conjunto cromossômico monoplóide (x) de uma espécie (BENNETT, 1998) 

quanto ao conteúdo total de DNA do complemento cromossômico holoplóide não-

replicado encontrado em um único núcleo (n) (GREGORY; HEBERT, 1999). Tendo 

em vista este problema, Greilhuber (2005) sugeriu que “tamanho do genoma” pode 

ser utilizado de uma forma mais geral, sendo necessária especificidade no texto, 

principalmente ao se tratar de organismos poliplóides.  

O termo “valor-C”, por sua vez, foi usado primeiramente por Swift (1950), 

referindo-se à diferentes “classes” de conteúdo de DNA observadas em diferentes 
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tecidos de plantas. Desde então, o termo foi popularizado como uma forma não-

ambígua de se referir ao conteúdo de DNA do genoma presente no conjunto 

cromossômico n. Junto ao valor-C, surgiram outros termos populares, tais como: 

2C, ou conteúdo de DNA em um núcleo diploide não replicado com número 

cromossômico 2n; 1C, ou conteúdo de DNA em um núcleo haploide com número 

cromossômico n e 1Cx, ou conteúdo de DNA esperado em apenas um 

complemento cromossômico de um poliplóide (GREILHUBER, 2005). Segundo o 

próprio Swift [comunicação pessoal com Bennett e Smith (1976)], a letra ‘C’ em 

valor-C faz referência a constância observada no conteúdo de DNA entre diferentes 

indivíduos de uma mesma espécie. Esta constância, inicialmente observada por 

Vendrely e Vendrely (1948) teve grande importância como suporte às primeiras 

hipóteses sobre o papel hereditário do DNA. Porém, ao passo que novas espécies 

tinham seu conteúdo de DNA estimado, tal estabilidade não se refletia a nível 

interespecífico (EDDY, 2012). 

 

2.1.2 O enigma do valor-C 

 

Mesmo nos estudos pioneiros sobre tamanho do genoma entre as décadas de 

1940 à 1960, a variabilidade marcante entre conteúdo de DNA de diferentes grupos 

de organismos já intrigava pesquisadores (EDDY, 2012). Mirsky (1951) já relatava 

uma variação de até 1.500 vezes entre genomas de invertebrados. Em plantas, uma 

variação de 80 vezes foi observada em espécies com cariótipos semelhantes (n = 

7, 8 e 9) dentro de um mesmo gênero de Ranunculaceae (ROTHFELS et al., 1966). 

A maior questão oriunda desta variação era a ausência de uma correlação entre 

conteúdo de DNA e complexidade dos organismos, questão a qual Thomas (1971) 

nomeou como “paradoxo do valor-C” em revisão sobre o tema. 

Nos primeiros esforços para a resolução deste paradoxo, pesquisadores 

tentavam encontrar uma razão adaptativa para o acúmulo de DNA. A principal teoria 

dizia que apenas uma fração do DNA era responsável pela codificação de genes, 

enquanto que o acúmulo de DNA “extra” serviria à outras funções adaptativas, como 

estrutura nuclear (GREGORY, 2005). Esta teoria apresentava um problema ao se 

observar que organismos próximos podiam apresentar diferenças substanciais no 

conteúdo de DNA (EDDY, 2012). Isso levou à popularização do termo “DNA lixo”, 

que seria um DNA sem valor adaptativo acumulado em diferentes quantidades nos 
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diferentes organismos (OHNO, 1972). 

Com os constantes avanços na genômica, foi possível elucidar parte do 

paradoxo do valor-C, graças à compreensão de que boa parte do DNA é formado 

por sequências repetitivas não-codificantes (BRITTEN; KOHNE, 1968). Desta 

forma, o que era conhecido como paradoxo passou a ser chamado de “enigma do 

valor-C”, já que inúmeras questões acerca da variabilidade do tamanho do genoma 

ainda persistem (GREGORY, 2001). Apesar de tanto a solução do paradoxo quanto 

as questões presentes por este enigma serem universais à todos os genomas 

eucariotos, diferentes grupos de organismos apresentam particularidades quanto à 

variabilidade do tamanho do genoma (GREGORY, 2005). 

 

2.2 CITOMETRIA DE FLUXO 

 

2.2.1 Histórico e Aplicações 

 

As primeiras quantificações de DNA focavam no isolamento químico de 

componentes nucleares de grandes quantidades de tecido animal/vegetal (BOIVIN; 

VENDRELY; VENDRELY, 1948; SCHMIDT; THANNHAUSER, 1945). Anos mais 

tarde, um maior entendimento sobre a estrutura do DNA proporcionou a estimativa 

de seu conteúdo mediante a observação da reassociação entre fitas de DNA 

marcadas radioativamente (BRITTEN; KOHNE, 1968). A principal problemática dos 

procedimentos químicos se dava pelo fato de que os tecidos utilizados 

apresentavam células em diferentes estágios do ciclo celular, com diferentes 

quantidades de DNA nuclear. No caso da reassociação, a presença de DNA 

repetitivo dificultava a interpretação dos resultados. Desta forma, os valores médios 

obtidos por estes métodos não eram representativos do real valor-C destas 

espécies (DOLEŽEL; BARTOS, 2005). 

Os avanços na microscopia e análise de imagens levaram a criação dos 

primeiros microdensitômetros, aparelhos capazes de integrar e interpretar 

informações sobre a luz barrada por células analisadas em um microscópio de 

campo claro (DEELEY, 1955). Para a determinação do conteúdo nuclear, estas 

células eram coradas pelo método Feulgen, que utiliza um corante específico para 

DNA conhecido como reagente de Schiff ou fucsina ácida (FEULGEN; 

ROSSENBECK, 1924). Por muitos anos, a microdensitometria por Feulgen foi 
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considerado o método mais acurado para a determinação de conteúdo de DNA, já 

que, diferente dos métodos químicos e de reassociação, permitia identificar células 

com diferentes “classes” de conteúdo de DNA (SWIFT, 1950). Nas primeiras 

grandes listas de valor-C para espécies de plantas, a microdensitometria por 

Feulgen sempre aparecia como o método mais utilizado (BENNETT; SMITH, 1976, 

1991). Apesar de sua acurácia quando comparada aos métodos químicos, 

diferenças metodológicas relacionadas ao fixador utilizado e tempo de lavagem pós-

hidrólise podem levar a diferenças substanciais nas estimativas de conteúdo de 

DNA (GREILHUBER, 2005). Além disso, a aquisição de dados por 

microdensitometria é relativamente lento (MICHAELSON et al., 1991). Com a 

crescente demanda por estudos sobre tamanho do genoma, crescia também a 

necessidade de uma metodologia mais rápida e mais acurada que a 

microdensitometria.  

A citometria de fluxo surgiu durante a segunda guerra mundial, como forma de 

detectar micropartículas potencialmente nocivas em aerosóis, bem como para testar 

a eficiência de máscaras de gás (GUCKER; O’KONSKI, 1947). A citometria de fluxo 

baseia-se na análise da fluorescência emitida por partículas (geralmente células, 

protoplasmas ou núcleos) submetidas à um sistema de fluxo por fluidos. Essa 

fluorescência gera sinais eletrônicos que são convertidos em sinais digitais e 

exibidos na forma de gráficos, sejam histogramas ou dotplots (SHAPIRO, 2003). 

Antes dos primeiros protocolos para planta serem desenvolvidos, o conteúdo de 

DNA de animais já era quantificado por esta técnica (EISERT; OSTERTAG; 

NIEMANN, 1975). O protocolo usado em animais não gerava bons resultados em 

plantas, visto que células vegetais não reagiam bem aos procedimentos químicos 

usados para romper a membrana celular (SHAPIRO, 2003). Além disso, a célula 

vegetal possui componentes autofluorescentes que não estão presentes nas células 

animais, tornando a análise de protoplastos vegetais problemática (DOLEŽEL, 

2005). 

Galbraith et al. (1983) foram os primeiros a superar a dificuldade do isolamento 

do núcleo da célula vegetal para a quantificação por citometria de fluxo. Neste 

trabalho foi apresentado um método inovador, porém bastante simples que envolvia 

o corte (chopping) de uma pequena quantidade de tecido foliar (geralmente 10-20 

mg) em um tampão, de forma a facilitar a quebra da parede celular e o isolamento dos 

núcleos. Após essa etapa, a solução resultante é filtrada e corada com um 
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fluorocromo intercalante à molécula de DNA, para que assim a fluorescência emitida 

por estes núcleos seja diretamente proporcional ao seu conteúdo de DNA 

(PELLICER; LEITCH, 2014). O citômetro fornece então histogramas de 

fluorescência relativa, onde o valor-C da espécie analisada só pode ser interpretado 

mediante comparação com uma espécie com valor-C previamente definido, 

conhecida como padrão interno (JOHNSTON et al., 1999). 

A praticidade da citometria de fluxo para determinar tamanho de genoma em 

plantas levou à uma crescente preferência por este método nas listas mais recentes 

de estimativas de valor-C para o grupo (BENNETT; LEITCH, 2005, 2011). Estudos 

comparativos demonstram alta concordância entre valores-C obtidos por 

microdensitometria Feulgen e citometria de fluxo, facilitando a transição entre as 

metodologias (DOLEŽEL et al., 1998; MICHAELSON et al., 1991). Além deste uso, 

a citometria de fluxo em plantas também é uma ferramenta bastante convencional 

para análises de nível de ploidia, por permitir a rápida análise de alto número de 

indivíduos (PELLICER; LEITCH, 2014). Os níveis de ploidia podem ser 

interpretados por meio da comparação com os picos do parental diplóide fornecidos 

pela análise. Além de macroanálises evolutivas sobre tamanho do genoma e ploidia, 

a citometria tem sido empregada em estudos populacionais, sendo possível a 

detecção de diferenças de até 3-4% entre o conteúdo de DNA de diferentes 

indivíduos (LOUREIRO et al., 2010). A possibilidade de perceber pequenas 

variações de DNA também permitiu a detecção de alterações no número 

cromossômico, como aneuploidia e mixoploidia, apesar destas precisarem de 

confirmação por análises citogenéticas (PELLICER; LEITCH, 2014). Da mesma 

forma, a citometria é uma técnica confiável para a identificação de híbridos 

interespecíficos e/ou suas espécies parentais (JĘDRZEJUK; MEYER; SEREK, 

2017). Os constantes avanços na citometria de fluxo em plantas também têm 

permitido novas abordagens, como a separação de cromossomos específicos por 

meio de flow sorting para elaboração de bibliotecas genômicas de um ou pouco 

cromossomos (VRÁNA et al., 2016). 

Devido à complexidade biológica das plantas, vários problemas podem ser 

encontrados em uma análise por citometria de fluxo (PELLICER; LEITCH, 2014). 

Mesmo sendo um método rápido e fácil, o protocolo proposto por Galbraith et al. 

(1983) foi submetido à diversas modificações ao longo dos anos. Apesar do 

protocolo tradicional exigir o uso de material foliar fresco, nem sempre é possível 
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atender essas especificações. Devido à diversidade morfológica das plantas, o uso 

de folhas pode ser substituído em casos pontuais por outros tecidos, tais como 

pétalas, raízes, graõs de pólen e sementes (PELLICER; LEITCH, 2014). A 

necessidade de material fresco, embora mais crítica, também não é sempre 

possível, já que em alguns casos pode haver uma diferença de dias entre a coleta e 

análise do material. Material armazenado em sílica ou exemplares de herbários pode 

ser utilizado para determinação do nível de ploidia, porém a baixa qualidade dos 

gráficos quando comparados com material fresco torna inviável a medição do 

genoma nestes casos (BAINARD et al., 2011; SUDA; TRÁVNÍČEK, 2006). 

Todavia, o problema mais preocupante na quantificação de DNA por citometria 

de fluxo está relacionado à detecção de variabilidade intraespecífica causada por 

erros técnicos (GREILHUBER, 2005). Estes erros muitas vezes estão relacionados 

à identificação taxonômica errônea, presença de metabólitos secundários que se 

ligam aos núcleos gerando valores alterados de fluorescência e erros na escolha do 

padrão interno (DOLEŽEL; GREILHUBER, 2010). Devido a isto, várias melhorias 

metodológicas vêm sido propostas ao longo dos anos em diferentes aspectos da 

citometria de fluxo. 

 

2.2.2 Tampões 

 

Na citometria de fluxo, o tampão é responsável por fornecer um ambiente 

estável para o isolamento dos núcleos, eliminando resíduos celulares e compostos 

metabólicos que podem interferir na acessibilidade do fluorocromo aos núcleos 

isolados (LOUREIRO et al., 2006a). Estes compostos, quando não eliminados, se 

ligam aos núcleos em suspensão, gerando um aumento no coeficiente de variação 

(CV) dos picos apresentados no histograma (DOLEŽEL; BARTOS, 2005). O CV é 

um importante indicador da qualidade da medição, sendo CVs abaixo de 3% 

considerados ótimos para medições, enquanto que CVs acima de 5% não são 

recomendados, podendo gerar variações indesejáveis nos valores obtidos 

(GALBRAITH et al., 2001). Noirot (2000) mostrou que variações causadas por 

excesso de compostos secundários podem chegar à 20% do tamanho do genoma 

de uma espécie. 

As angiospermas apresentam uma alta variabilidade de classes de metabólitos 

secundários, responsáveis por diferentes funções. Dentre estes, compostos 
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fenólicos e taninos estão entre os principais responsáveis por alterações na 

citometria de fluxo (LOUREIRO et al., 2006b; NOIROT, 2003). Para contornar este 

problema, vários tampões compostos por diferentes reagentes foram propostos ao 

longo dos anos (PELLICER; LEITCH, 2014). Segundo Doležel e Bartos (2005), os 

tampões mais utilizados são: Galbraith buffer (GALBRAITH et al., 1983), Lysis buffer 

01 (DOLEŽEL; BINAROVÁ; LCRETTI, 1989), Marie buffer (MARIE; BROWN, 1993), 

Otto buffer I e II (DOLEŽEL; GÖHDE, 1995; OTTO; WHITTON, 2000) e Tris-MgCl2 

(PFOSSER et al., 1995). Devido aos diversos tipos de metabólitos encontrados nas 

plantas, medições de uma mesma espécie com diferentes tampões podem gerar 

gráficos com qualidades variáveis (LOUREIRO et al., 2006c). Desta forma, a 

escolha de um tampão adequado é uma etapa crítica para a manutenção da 

qualidade e confiabilidade das medições. 

Modificações na composição de tampões existentes são comuns, seja a adição 

de detergentes ou substituição de compostos como -mercaptoetanol, responsável 

por impedir a interferência de compostos fenólicos sobre a amostra (DOLEŽEL; 

BARTOS, 2005). Apesar das diferenças na constituição, a maioria dos tampões não 

demanda alterações no protocolo clássico de Galbraith et al. (1983). No entanto, 

alguns tampões como Otto I e II (DOLEŽEL; GÖHDE, 1995; OTTO; WHITTON, 

2000) seguem um protocolo em duas etapas (two-step protocol), com a adição de 

centrifugação para auxiliar no isolamento dos núcleos. A quantidade de tampão 

utilizado para a preparação de amostras pode variar de 1 a 2 mL dependendo da 

quantidade de tecido analisado, sendo que certos materiais como polínia fornecem 

bons histogramas mesmo com menores volumes (PELLICER; LEITCH, 2014). 

 

2.2.3 Fluorocromos 

 

Após a ação do tampão sobre a amostra e a filtragem da mesma, é esperado 

que a solução esteja pronta para a ação do fluorocromo. Nas primeiras análises de 

citometria em plantas, fluorocromos intercalantes eram utilizados sem uma 

preocupação acerca da forma como estes se ligavam a molécula de DNA 

(DOLEŽEL; BARTOS, 2005). O cálculo para tamanho do genoma por citometria se 

baseia na suposição de que a fluorescência emitida pelos núcleos seja diretamente 

proporcional ao conteúdo de DNA presente nestes (PELLICER; LEITCH, 2014). 
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Apesar disso, fluorocromos com ligação preferencial à pares de base específicos 

como mitramicina, cromomicina (bases GC) e DAPI (bases AT) eram comumente 

utilizados (DOLEŽEL; SGORBATI; LUCRETTI, 1992). 

Em um estudo comparativo, Doležel et al. (1992) mostraram uma diferença de 

até 100% entre medições realizadas com DAPI (preferência por bases AT) e 

fluorocromos intercalantes sem preferência de base, como iodeto de propídio e 

brometo de etídio. Em outro estudo, medições realizadas com iodeto de propídio 

em diferentes laboratórios mostraram menor variação que medições realizadas com 

DAPI nas mesmas condições (DOLEŽEL et al., 1998). Apesar de ser um fluorocromo 

intercalante sem preferência por base, o brometo de etídeo tende a apresentar maior 

variação entre medições quando comparado ao iodeto de propídeo (DOLEŽEL; 

BARTOS, 2005). Desta forma, o iodeto de propídeo é o fluorocromo mais 

recomendado para citometria de fluxo em plantas (PELLICER; LEITCH, 2014). Vale 

ressaltar que fluorocromos como o DAPI ainda são utilizados em citometria em 

certos estudos que visam estimar a proporção de pares de base em grupos de 

planta  

 

2.2.4 Padrões internos para citometria de fluxo 

 

O uso de espécies padrões para a quantificação do tamanho do genoma é 

provavelmente um dos aspectos mais discutidos na citometria de fluxo em plantas. 

Como o citômetro fornece valores relativos de fluorescência emitida pelos núcleos 

corados, é essencial a comparação com uma espécie com valor-C conhecido 

(DOLEŽEL et al., 1998). Células sanguíneas de galinha (CRBC, Chicken Red Blood 

Cells) e leucócitos humanos foram por muito tempo os principais padrões utilizados 

nas medições de genomas animais (DOLEŽEL; BINAROVÁ; LCRETTI, 1989). Esta 

popularidade levou ao uso de CRBCs como padrão na elaboração do primeiro 

protocolo para citometria em plantas (GALBRAITH et al., 1983). Apesar da 

popularidade inicial, o uso de padrões animais para medições de genomas vegetais 

foi criticado devido às diferenças inerentes à organização e composição celular 

destes grupos (DOLEŽEL; GREILHUBER, 2010). De qualquer forma, acredita-se 

que a comparação entre padrões vegetais e animais pode ser proveitosa para evitar 

discrepância de dados entre os dois grupos (BENNETT, 2003). 

Outro aspecto bastante discutido acerca de padrões para a citometria diz 
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respeito a forma como estes são integrados à análise. No procedimento conhecido 

como padronização externa, amostras da espécie alvo e espécie padrão são 

medidas separadamente em um mesmo aparelho sob as mesmas condições 

(RAYBURN; AUGER, 1990). Contudo, pequenas mudanças aleatórias no aparelho 

podem acontecer entre as medições, gerando erros de difícil detecção (DOLEŽEL; 

BARTOS, 2005). Além disso, visto que a composição bioquímica das células da 

espécie alvo e espécie padrão podem variar bastante, amostras separadas estariam 

sujeitas à condições diferentes para ação do tampão e do fluorocromo (DOLEŽEL; 

GREILHUBER, 2010). Para resolver estes problemas, foi sugerido que o tecido de 

ambas espécie alvo e padrão sejam preparados ao mesmo tempo em uma única 

amostra (DOLEŽEL, 1991). Este método, conhecido como padronização interna 

permite a comparação imediata entre as médias de fluorescência da espécie alvo e 

do padrão interno. Desta forma, o tamanho do genoma de uma determinada espécie 

alvo é estimado multiplicando a razão entre as fluorescências médias da espécie 

alvo e espécie padrão pelo tamanho do genoma da espécie padrão (DOLEŽEL; 

BARTOS, 2005). 

Idealmente, um padrão interno universal para todas as estimativas de valor-C 

em plantas diminuiria substancialmente a probabilidade de erros técnicos 

(DOLEŽEL; GREILHUBER, 2010). No entanto, a variabilidade tanto de tamanhos 

do genoma como de complexidade bioquímica celular das plantas demanda a 

escolha de diversos padrões internos que atendam diferentes condições 

(BENNETT; SMITH, 1991). Apesar disso, é importante um consenso acerca dos 

padrões usados em diferentes medições. Por conta disto, várias recomendações 

foram propostas ao longo dos anos para a determinação de espécies apropriadas 

para esta função. 

 

2.2.4.1 Requisitos para padrões internos 

 

As Reuniões e Workshops do Tamanho do Genoma realizados pelo Royal 

Botanic Garden (RBG) (http://data.kew.org/cvalues/conference.html#keyrecs) 

propuseram diversas discussões no tema, incluindo novas recomendações 

relacionadas aos padrões utilizados na citometria. Doležel e Bartos (2005) 

revisaram os critérios mais importantes, tais como: 1) uma espécie padrão deve ter 

seu conteúdo nuclear conhecido com suficiente precisão; 2) utilização de cultivares 

http://data.kew.org/cvalues/conference.html#keyrecs)
http://data.kew.org/cvalues/conference.html#keyrecs)
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(dada a estabilidade e padronização que se espera destes); 3) espécies que sejam 

autogâmicas, evitando ao máximo interferências externas no conteúdo nuclear; 4) 

espécies de fácil aquisição e distribuição, de preferência propagadas por semente. 

Dentre estas recomendações, a precisão do conteúdo nuclear é crítica, visto 

que em mais de uma ocasião foi demonstrado um alto índice de erros relacionados 

à variabilidade intraespecífica ou determinação errônea de valor-C em padrões 

internos (DOLEŽEL et al., 1998; PRAÇA-FONTES et al., 2011). Para diminuir a 

possibilidade destes erros, é recomendado que novos padrões tenham seu 

conteúdo estimado por comparação direta ou indireta com genomas suficientemente 

conhecidos, como os leucócitos humanos (2C = 7,00 pg) (DOLEŽEL; GREILHUBER, 

2010). Além disso, como já foi demonstrado que uma mesma espécie pode 

apresentar diferentes valores-C dependendo do tampão utilizado (LOUREIRO et al., 

2006c), é importante que candidatos à padrões internos mantenham valores 

constantes mesmo quando submetidos à diferentes metodologias (DOLEŽEL et al., 

1998). É importante enfatizar o uso de cultivares bem estabelecidos, já que apesar 

do cuidado exigido ao se deparar com variabilidade intraespecífica em plantas, 

cultivares diferentes de uma mesma espécie podem apresentar variação nos 

valores-C (BENNETT; LEITCH, 2005) 

Análises citogenéticas clássicas são essenciais na investigação de possíveis 

variações intraespecífcias observadas por citometria de fluxo (PELLICER; LEITCH, 

2014). Variações numéricas como a presença de cromossomos B ou estruturais 

como cromossomos sexuais heteromórficos podem gerar alterações nos valores de 

fluorescência média em diferentes indivíduos de uma mesma espécie (DOLEŽEL; 

GREILHUBER; SUDA, 2007). Casos de endopoliploidia (organismos com vários 

níveis de ploidia em um único tecido) também podem ser problemáticos para a 

citometria, já que aumentam a probabilidade de sobreposição dos picos e também 

podem levar a interpretações errôneas sobre a posição do pico G1 usado na 

medição (DOLEŽEL; SGORBATI; LUCRETTI, 1992). Ainda do ponto de vista 

citogenético, a organização da cromatina nuclear pode interferir na acessibilidade 

do fluorocromo, sendo importante que os núcleos interfásicos do padrão interno e 

espécie alvo sejam semelhantes nesse aspecto (PELLICER; LEITCH, 2014). Sendo 

assim, é recomendado que novos padrões internos passem por uma caracterizção 

citogenética compreensiva antes de serem estabelecidos (DOLEŽEL; BARTOS, 

2005). 
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Dois aspectos técnicos relacionados aos histogramas fornecidos pelo 

citômetro são bastante importantes na escolha de padrões internos. Como a maioria 

dos tecidos foliares utilizados para a citometria terão células na fase G1 e G2 do 

ciclo celular, é comum que o histograma apresente dois picos (um com conteúdo 

nuclear 2C e o outro com 4C) referentes a núcleos pertencentes à estas fases 

(PELLICER; LEITCH, 2014). Desta forma, é importante que os picos gerados pelos 

padrões escolhidos não apresentem sobreposição com os picos 2C e 4C da espécie 

alvo (JOHNSTON et al., 1999). No entanto, também não é recomendado que os 

picos das duas espécies estejam muito distantes um do outro, devido a possibilidade 

de erros de linearidade do aparelho (VINDELØV et al., 1983). As recomendações 

mais recentes sugerem que padrão interno e espécie alvo não podem exceder três 

vezes de diferença entre seus valores-C (PELLICER; LEITCH, 2014). Esta 

recomendação levou a criação de listas de padrões internos que contemplem as 

diferentes faixas de tamanho do genoma das angiospermas. 

 

2.2.4.2 Listas de padrões internos 

 

Ao longo dos anos, diversas espécies animais e vegetais foram utilizadas 

como padrão interno em quantificações do genoma por citometria de fluxo 

(DOLEŽEL; BARTOS, 2005). A falta de conformidade entre os padrões internos 

utilizados em diferentes estudos acabou por gerar inúmeros casos de variabilidade 

intraespecífica artificial, colocando em dúvida várias publicações inicias para 

valores-C em plantas (GREILHUBER, 2005). Mesmo antes da publicação do 

primeiro protocolo para citometria em plantas, Bennett e Smith (1976) apresentaram 

uma lista de padrões para microdensitometria por Feulgen, de forma a uniformizar 

os estudos sobre tamanho do genoma. Esta lista foi revisada em mais de uma 

ocasião, com a atualização de alguns valores-C, adição de novas espécies e 

comparações entre valores obtidos por microdensitometria e citometria (BENNETT; 

SMITH, 1991; BENNETT; LEITCH, 1995; JOHNSTON et al., 1999; BENNETT; 

LEITCH, 2005). 

Em um estudo comparativo sobre diferentes fluorocromos usados na 

citometria de fluxo, (DOLEŽEL; SGORBATI; LUCRETTI, 1992) sugeriram o uso de 

seis cultivares como padrões internos. Mais tarde foram adicionadas mais três 

espécies à lista, cobrindo uma faixa de 2C = 1,01 pg (Raphanus sativus cv. Saxa) 
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até 2C = 34,89 pg (Allium cepa cv. Ailsa Craig) (DOLEŽEL et al., 1998). O quadro 1 

lista os principais padrões internos pertencentes às duas listas discutidas. 

 

Quadro 1 - Lista de padrões mais utilizados na citometria de fluxo em plantas 

 

Cultivar 

Conteúdo de 

DNA 2C 

(picogramas) 

 

Referência 

Oryza sativa cv. IR36 1,01 BENNETT; LEITCH, 2005 

Vigna radiata cv. Berken 1,06 BENNETT; LEITCH, 2005 

Raphanus sativus cv. Saxa 1,11 DOLEŽEL et al., 1998 

Lycopersicon esculentum cv. Stupicke 1,96 DOLEŽEL et al., 1998 

Glycine max cv. Polanka 2,50 DOLEŽEL et al., 1998 

Senecio vulgaris cv. PBI population 3,17 BENNETT; LEITCH, 2005 

Zea mays cv. CE-777 5,43 DOLEŽEL et al., 1998 

Zea mays cv. W64A 5,47 BENNETT; LEITCH, 2005 

Pisum sativum cv. Ctirad 9,09 DOLEŽEL et al., 1998 

Pisum sativum cv. Minerva Maple 9,73 BENNETT; LEITCH, 2005 

Hordeum vulgare cv. Sultan 11,12 BENNETT; LEITCH, 2005 

Secale cereal cv. Dankovske 16,19 DOLEŽEL et al., 1998 

Secale cereal cv. Petkus Spring 16,57 BENNETT; LEITCH, 2005 

Anemone virginiana cv. AV 200 17,84 BENNETT; LEITCH, 2005 

Vicia faba cv. PBI 26,66 BENNETT; LEITCH, 2005 

Vicia faba cv. Inovec 26,90 DOLEŽEL et al., 1998 

Allium cepa cv. Ailsa Craig 33,50 BENNETT; LEITCH, 2005 

Triticuma estivum cv. Chinese Spring 34,64 BENNETT; LEITCH, 2005 

Allium cepa cv. Alice 34,89 DOLEŽEL et al., 1998 

Fonte: O autor (2018) 

 

Ao passo que as tecnologias de sequenciamento avançam, é esperado que 

um genoma de referência seja precisamente quantificado para ser usado como 

referência para a calibração de novos padrões. Por enquanto, o genoma humano (2C 

= 7,00 pg) é ainda considerado a melhor referência em termos de tamanho do 

genoma precisamente conhecido (DOLEŽEL; GREILHUBER, 2010). Devido ao fato 

dos padrões propostos por Doležel et al. (1998) terem sido medidos em comparação 

com leucócitos humanos (2C = 7,00 pg), esta permanece sendo a lista mais indicada 

para medições em plantas e para a determinação de novos padrões internos. 
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2.3 VARIABILIDADE DO TAMANHO DO GENOMA EM PLANTAS 

 

Graças ao constante aprimoramento das técnicas de quantificação de conteúdo 

nuclear, atualmente existem dados para aproximadamente 15.000 espécies de 

eucariotos (GARCIA et al., 2014). A análise destes dados mostra uma diferença de 

até 60.000 vezes entre o menor e maior genoma reportados, denotando uma 

extraordinária variabilidade interespecífica para este caráter (ELLIOTT; GREGORY, 

2015). As plantas se destacam dentre os eucariotos por apresentarem uma 

diferença de aproximadamente 2.400 vezes entre o menor (Genlisea margaretae, 

1C = 0.06 pg, GREILHUBER et al., 2006) e maior genoma reportado (Paris japônica, 

1C = 152.23 pg, PELLICER; FAY; LEITCH, 2010). Essa variabilidade se torna ainda 

mais interessante pelo fato de que, até o presente momento, pouco menos de 5% 

do total estimado de espécies de plantas tiveram seu genoma quantificado (GARCIA 

et al., 2014). 

A versão mais recente da Plant DNA C-value Database 

(http://data.kew.org/cvalues, BENNETT; LEITCH, 2012) destaca as angiospermas 

como o grupo de plantas com maior número de espécies com genoma quantificado 

(7.542) e também com maior variabilidade (visto que ambos o menor e maior 

genoma das plantas estão presentes neste grupo) (GARCIA et al., 2014). Esta 

variabilidade somada à plasticidade ecológica apresentada pelas angiospermas 

gerou uma série de especulações acerca do valor adaptativo do tamanho do 

genoma. Apesar da grande gama de valores-C dentre as angiospermas, os valores 

modal (1C = 0,65 pg) e médio (1C = 5,83 pg) para o grupo indicam a predominação 

de genomas menores (DODSWORTH; LEITCH; LEITCH, 2015). Mesmo com este 

predomínio, os fatores evolutivos relacionados às mudanças do genoma não 

parecem alterar o valor-C de uma forma unidirecional (CONANT; BIRCHLER; 

PIRES, 2014). A plasticidade ecológica das angiospermas não aparenta estar 

relacionada com genomas menores ou maiores, mas sim com a marcante 

habilidade destas de perseverar após mudanças no tamanho do genoma (PUTTICK; 

CLARK; DONOGHUE, 2015). Dentre estas mudanças, as angiospermas se 

destacam pela alta incidência de poliploidia e variabilidade no DNA repetitivo 

(DODSWORTH; LEITCH; LEITCH, 2015). 

 

 

http://data.kew.org/cvalues
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2.3.1 Poliploidia 

 

O papel da poliploidia (duplicação do complemento cromossômico) na 

evolução das plantas terrestres vem sido debatido vigorosamente pela comunidade 

científica ao longo dos anos STEPHENS, 1951; (OTTO; WHITTON, 2000; SOLTIS 

et al., 2015). As angiospermas mais uma vez se destacam, com frequências de 

poliplóides estimadas em até 70% do total estudado de espécies (MASTERSON, 

1994). Além disso, dados de sequenciamento mostram centenas de eventos 

ancestrais de poliploidia foram descobertos ao longo da evolução das angiospermas 

(JIAO et al., 2011). Hoje sabe-se que até mesmo o surgimento das flores no 

ancestral das angiospermas foi resultado direto de eventos de duplicação do 

genoma (DODSWORTH; CHASE; LEITCH, 2016). 

Teoricamente, é esperado que poliplóides apresentem valores-C maiores, 

proporcionais com seu nível de ploidia, enquanto que o tamanho do genoma 

monoplóide permanece inalterado (LEITCH; BENNETT, 2004). Levando em conta 

essa consideração, a tendência à genomas pequenos nas angiospermas (valor-C 

médio = 5.81 pg) é imediatamente contrastante aos inúmeros eventos de poliploidia 

ao longo da evolução do grupo (LEITCH; LEITCH, 2012). Não obstante, o impacto 

da poliploidia no tamanho do genoma vai muito além da duplicação no conteúdo de 

DNA, mas também tem relação com os eventos subsequentes a tal duplicação. Foi 

constatado que, na maioria dos casos, o valor-C de espécies poliplóides não 

apresentava o aumento proporcional esperado, e que o valor monoplóide (1Cx) 

diminuía em relação aos parentais diplóides (LEITCH; BENNETT, 2004). Estudos 

recentes mostram que essa perda de DNA, conhecida como diploidização, age 

prioritariamente sobre a fração repetitiva do genoma, evidenciando a importância 

desta nas dinâmicas relacionadas à variabilidade do valor- C (DODSWORTH; 

CHASE; LEITCH, 2016). 

 

2.3.2 DNA repetitivo 

 

Os avanços nas técnicas de sequenciamento mostraram que, em detrimento 

da pequena variação no número de genes, espécies relacionadas mostravam alta 

variabilidade na abundância de elementos repetitivos (ELLIOTT; GREGORY, 2015). 

Este DNA repetitivo é comumente dividido em dois grandes grupos: DNA repetitivo 
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em tandem (DNAs ribossomais, DNAs satélite) e DNA repetitivo disperso 

(elementos móveis como os retrotransposons) (WEISS-SCHNEEWEISS et al., 

2015). O DNA repetitivo foi por muito tempo descartado apenas como “DNA-lixo”, 

mas a crescente facilidade para a caracterização da fração repetitiva por 

sequenciamento de baixa cobertura tem impulsionado estudos na área 

(DODSWORTH; LEITCH; LEITCH, 2015). 

As angiospermas são o grupo mais propício para o estudo do DNA repetitivo, 

visto que este pode compor até 70% do genoma de certas espécies (ELLIOTT; 

GREGORY, 2015). Apesar de algumas espécies apresentarem cerca de 10-20% de 

DNA repetitivo em tandem em sua composição, os elementos móveis, 

especialmente retrotransposons do tipo LTR (Long Terminal Repeat), são os 

principais responsáveis pela grande variabilidade de tamanhos do genoma nas 

angiospermas (WEISS-SCHNEEWEISS et al., 2015). Técnicas de caracterização 

cada vez mais precisas têm ajudado a ligar linhagens específicas à variação do 

tamanho do genoma, como foi o caso com a linhagem Ogre da família de LTRs 

Ty3/Gypsy (MACAS et al., 2015). Além disso, foi demonstrado que a amplificação e 

desamplificação destes elementos pode influenciar o espaço gênico, efetivamente 

modificando/silenciando certos genes (DODSWORTH; LEITCH; LEITCH, 2015). A 

recente descoberta do sinal filogenético da abundância de diferentes classes de 

elementos repetitivos abre novos panoramas para o possível significado evolutivo da 

variação no tamanho do genoma das angiospermas (DODSWORTH et al., 2015). 

Com as técnicas genômicas ficando cada vez mais sofisticadas, a demanda por 

dados de tamanho do genoma também cresce, seja para auxiliar nas estratégias de 

sequenciamento ou para impulsionar estudos comparativos (GARCIA et al., 2014). 

A busca por melhorias metodológicas nas técnicas de quantificação do genoma é 

essencial para manter o fluxo de dados confiáveis necessários à manutenção 

destes estudos. 
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ABSTRACT 

 

Flow cytometry is the most widely used method for genome size quantification in 

plants. The protocol is based on the comparison of the mean fluorescence of stained 

nuclei of a target species with that of a reference standard with known genome size. 

The traditionally used reference standards, proposed mainly by European Labs, are 

cultivars adapted to temperate climate (for ex., Raphanus sativus L. cv. ‘Saxa’, Zea 

mays L. cv. ‘CE-777’ or Glycine max L. cv. ‘Polanka’). Although the tropical region 

holds the largest plant biodiversity, it comprises the lowest number of analyzed species 

with respect to the genome size. The difficulties to cultivate and propagate these flow 

cytometry reference standards might have prevented a broader use of flow cytometric 

analysis in tropical regions. To overcome this problem, here we present a list of 

reference standards composed by Brazilian cultivars. The genome sizes of these 

plants were estimated by flow cytometry using five different nuclei isolations buffers: 

LB01, Marie, WPB, Galbraith and Sysmex. We checked the quality of the histograms, 

the variation between measurements, and the reproducibility of the obtained values by 

a statistical approach. We also performed cytogenetic analysis to confirm the 
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chromosome stability of the selected cultivars. In the end, we recommend as a new 

set of reference standards adapted to the tropical/subtropical regions: Citrullus lanatus 

(Thunb.) Matsum. & Nakai cv. Crimson Sweet (2C = 0.87 pg), Vigna unguiculata (L.) 

Walp. cv. BRS Pujante (2C = 1.36 pg), Lycopersicon esculentum Mill. cv. IPA-6 (2C = 

2.05 pg), Petroselium crispum (Mill.) Fuss cv. Graúda (2C = 4.14 pg), Allium cepa L. 

cv. IPA-11 (2C = 35.22 pg), and Nothoscordum pulchellum Kunth (2C = 49.09 pg). 

Although the last one is not a cultivated species, it might be an important reference 

standard especially for the analysis of giant genomes (ex: Amaryllidaceae, 

Loranthaceae etc.). Considering the struggling plant diversity found in the tropicals, 

this list will be a useful tool to explore tropical plants with respect to their genome sizes. 

Keywords: Flow cytometry, tropical plants, reference standards, genome size, 

chromosome number 

 

INTRODUCTION 

 

Land plants represent a remarkable genome size variability, with a difference of 

approx. 2,000× between the smallest and largest genomes reported (Gregory 2005). 

This high variation makes the genome size in plants an interesting character for studies 

in breeding, biodiversity or comparative cytogenetics (Puttick et al. 2015). Due to the 

speed and practicality of the protocol (Galbraith et al. 1983), flow cytometry is currently 

the most frequently used method for the determination of the nuclear DNA content in 

plants. The protocol involves chopping of leaf tissue immersed in a nuclear isolation 

buffer, followed by filtering and staining of the nuclei suspension with a DNA-binding 

fluorochrome, such as propidium iodide (Doležel et al. 2007, Pellicer and Leitch 2014). 

Because the flow cytometer provides only relative fluorescence values emitted by the 

stained nuclei, the genome size of a species can only be estimated by comparison with 

a reference species with known DNA content (Doležel et al. 1992). These species are 

commonly used as internal references, as they are chopped simultaneously together 

with the target species to avoid technical errors (Noirot 2000). To avoid possible non-

linearity errors in the interpretation of the histograms provided by the cytometer, it is 

recommended that the difference in genome size between reference and target 

species should not be more than three times (Pellicer and Leitch 2014). Along with this 

recommendation, the high variability of nuclear DNA content in plants leads to the need 
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of a list of reference standards that covers most of the exceptionally broad range 

(Doležel and Bartos 2005). 

For the selection of suitable reference standards for genome size estimations, 

a few recommendations were proposed (rev. by Suda and Leitch 2010). Among these, 

it is emphasized that the reference standards must be seed propagated, well-

established cultivars and suitable for flow cytometry analysis (Doležel and Bartos 

2005). Reference standards also must have been cytogenetically characterized in 

order to avoid technical errors generated by numeric changes like endopolyploidy or B 

chromosomes (Suda and Leitch 2010). Furthermore, it is important to choose an 

internal reference standard with a similar chromatin organization to that of the target-

species, as this can interfere with fluorochrome accessibility (Doležel and Greilhuber 

2010). 

Currently, there are few lists of cultivars that attend the different requisites for 

reference standards, but such lists are exclusively composed of cultivars developed in 

temperate climate (Bennett and Smith 1991; Doležel et al. 1998; Johnston et al. 1999). 

In addition to the logistic and legal difficulties inherent in international seeds shipping, 

their adaptation to temperate climates makes their cultivation and propagation 

problematic in tropical regions. Moreover, the latest update on the Plant C-value 

Database shows that over 60% of the reported genome sizes are provided by research 

groups of Europe and North America (Bennett and Leitch 2011). The low percentage 

of plants with known genome size (4% of the total, Bennett and Leitch 2011) 

accentuates the need for optimization of flow cytometry studies in hotspots of 

biodiversity, which are mainly localized at tropical regions (Marchese 2015).  

In this work, we propose a list of Brazilian cultivars as an alternative set of 

reference standards for flow cytometry, aiming to support and improve genome size 

studies in tropical countries. For this, we estimated the genome size of six species 

using six different nuclei isolation buffers, evaluated the quality of the obtained 

histograms and the variation between measurements, and checked statistically the 

differences between linear and logarithmic scales in flow cytometry analysis. We also 

performed cytogenetic analysis to evaluate the chromosome number of the selected 

cultivars.  

 

MATERIALS AND METHODS 
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Plant material 

 

Seeds of Lycopersicon esculentum Mill. cv. ‘Stupicke polni tyckove rane’ (2C = 

1.96 pg), Glycine max (L.) Merr. cv. Polanka (2C = 2.50 pg) and Vicia faba L. cv. 

‘Inovec’ (2C = 26.90 pg) were cordially supplied by Dr. Jaroslav Doležel (Experimental 

Institute of Botany, Czech Republic). These cultivars are part of a set of reference 

standards established by Doležel et al. (1998) and were used in this work to measure 

the new reference standards. 

The species proposed as new reference standards (target species) are 

disposed at Table 1 (ANEXO A). Individuals of Nothoscordum pulchellum were 

retrieved from a population kept at the experimental garden of the Laboratory of Plants 

Cytogenetics and Evolution of the Federal University of Pernambuco (UFPE, Recife-

PE, Brazil). Seeds of the remaining species were obtained from the collection of the 

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária do Semi- Árido (Petrolina-PE, Brazil). 

Both, the target species and the reference standards were grown at the same 

experimental garden mentioned above. Additionally, the proposed new standards were 

also grown together with the corresponding reference standards in the greenhouses of 

the IPK (Gatersleben, Germany) and of the Federal University of ABC (UFABC, São 

Bernardo do Campo-SP, Brazil).  

 

Flow Cytometry 

 

For genome size estimation young leaves of at least three individuals per species were 

used. For each of the different buffers at least six measurements were performed. In 

order to simplify the treatments, we focused on buffers that follow the one- step 

protocol (rev. by Pellicer and Leitch 2014), including Lysis Buffer 01 (LB01, Doležel et 

al. 1998), Marie (Marie and Brown 1993), Woody Plant Buffer (WPB, Loureiro et al. 

2007) and Galbraith (Galbraith et al. 1983). For comparison we included also one 

commercially available Sysmex Buffer (CyStain® PI Absolute P, SYSMEX, 

Norderstedt, Germany), which requires a two-step protocol (Dolezel et al. 2007). 

Sample preparation was done according to Doležel et al. (2007) with small 

modifications. Approximately 25-50 mg of fresh leaf tissue from the target-species were 

co-chopped simultaneously with the chosen reference standard in a Petri dish (kept on 

ice) containing 2 mL of buffer. The sample was then filtered through a 30 µm 
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disposable mesh filter (CellTrics, SYSMEX, Norderstedt, Germany) with following 

addition of 50 μg/mL propidium iodide (from a stock of 1 mg/mL; Sigma-Aldrich) and 

50 µg/mL RNase. Samples were measured at two different laboratories both using a 

CyFlow Space flow cytometer (SYSMEX, Norderstedt, Germany) equipped with a 

green laser (532 nm). In laboratory 1 (Recife, Brazil), samples prepared with the buffers 

Marie, LB01 and WPB and in laboratory 2 (Gatersleben, Germany), samples prepared 

with Galbraith and Sysmex were analyzed. For the determination of the mean 

fluorescence channels of the corresponding peaks usually histograms with linear scale 

were used. For logistic reasons, we were unable to send Petroselinum crispum (Mill.) 

Fuss cv. Graúda seeds to laboratory 2 and seeds of Allium cepa L. cv. IPA-11 were 

not viable upon arrival on Germany. These two species ended up having only 

measurements with three different buffers. 

In order to compare results obtained with different fluorescence scales, we 

performed additional measurements for cultivars of C. lanatus, V. unguiculata and S. 

lycopersicon, using the log-amplified scale. These measurements were undertaken 

under the same methodology, buffers and equipments cited above. 

The histograms of relative fluorescence were obtained using the software 

Flomax v.2.3.0. (SYSMEX, Norderstedt, Germany) or FACSDiva software (Becton 

Dickinson, San Jose, CA, USA). The DNA content of the target species was calculated 

using the equation “2C target (pg) = (G1 target/G1 standard) x 2C standard (pg)”. “G1” 

refers to the mean fluorescence value emitted by nuclei in the G1 stage of interphase 

and “2C standard” refers to the absolute DNA content of the reference standard used 

in the measurement. 

 

Literature survey 

 

To complement geographic representative data for genome size studies 

provided by Bennett and Leitch (2011), we used data from the Scopus database 

(www.scopus.com) on January, 2018. For this, we first search for genome size studies 

employing flow cytometry since 2012 using the following search string: “( TITLE-ABS-

KEY ( "Flow Cytometry" ) )  AND  ( ( TITLE-ABS-KEY ( "Genome Size" )  OR  TITLE-

ABS-KEY ( c-value ) ) )  AND  ( ( TITLE-ABS-KEY ( "Angiosperms" )  OR  TITLE-ABS-

KEY ( "Flowering Plants" )  OR  TITLE-ABS-KEY ( plants ) ) )  AND  ( LIMIT-TO ( 

PUBYEAR,  2018 )  OR  LIMIT-TO ( PUBYEAR,  2017 )  OR  LIMIT-TO ( PUBYEAR,  
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2016 )  OR  LIMIT-TO ( PUBYEAR,  2015 )  OR  LIMIT-TO ( PUBYEAR,  2014 )  OR  

LIMIT-TO ( PUBYEAR,  2013 )  OR  LIMIT-TO ( PUBYEAR,  2012 ) )”. This search 

yielded 292 results. From these, nine papers were removed for not having 2C 

estimates of plant species. We then filtered the results, limiting the search to papers 

provided by research groups based on tropical countries with the following addition to 

the previous string: “AND  ( LIMIT-TO ( PUBYEAR,  2018 )  OR  LIMIT-TO ( PUBYEAR,  

2017 )  OR  LIMIT-TO ( PUBYEAR ,  2016 )  OR  LIMIT-TO ( PUBYEAR ,  2015 )  OR  

LIMIT-TO ( PUBYEAR ,  2014 )  OR  LIMIT-TO ( PUBYEAR ,  2013 )  OR  LIMIT-TO ( 

PUBYEAR ,  2012 ) )  AND  ( LIMIT-TO ( AFFILCOUNTRY ,  "Brazil" )  OR  LIMIT-TO 

( AFFILCOUNTRY ,  "India" )  OR  LIMIT-TO ( AFFILCOUNTRY ,  "Mexico" )  OR  

LIMIT-TO ( AFFILCOUNTRY ,  "Ecuador" )  OR  LIMIT-TO ( AFFILCOUNTRY ,  

"Tanzania" )  OR  LIMIT-TO ( AFFILCOUNTRY ,  "Thailand" )  OR  LIMIT-TO ( 

AFFILCOUNTRY ,  "Burkina Faso" )  OR  LIMIT-TO ( AFFILCOUNTRY ,  "Cote d'Ivoire" 

)  OR  LIMIT-TO ( AFFILCOUNTRY ,  "Ethiopia" )  OR  LIMIT-TO ( AFFILCOUNTRY ,  

"Kenya" )  OR  LIMIT-TO ( AFFILCOUNTRY ,  "Myanmar" )  OR  LIMIT-TO ( 

AFFILCOUNTRY ,  "Singapore" ) )”. This yielded 51 results (Appendix 1). 

We also added “AND ALL (histogram)” to the first search string (without the 

geographical limits) in order to investigate the use of different scales in plant genome 

size studies since 2012. This resulted in 40 papers, from which 27 had information 

about the scale used, either in the materials and methods section or in figures. We 

added four papers to the results after personal communication with the authors 

(ANEXO C, 1Supplementary Table 1). 

 

Statistical analysis 

 

For the statistical analysis, we used built-in functions of the FloMax software 

and the packages “stats” and “graphics” implemented in R Studio v.3.3.1 (R Core 

Developmet 2011). To evaluate the quality of the individual peaks, the coefficient of 

variation of the peaks (CV) was assessed with the function “Fit Gauss Peaks” 

implemented in FloMax. The CV is used as an indicator for the sample quality and can 

be altered by the presence of secondary metabolites that bind to the nuclei, generating 

unreliable mean fluorescence values (Doležel et al. 1992). Peaks with CV below 5% 

are considered acceptable for genome size estimates (Galbraith et al. 2001), but are 

not good indicators of stability between repetitions (Doležel and Bartos 2005). For this, 
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we calculated the SD, in this case a percentage representation of the standard 

deviation between all measurements. Variations of less than 3% are commonly 

attributed to technical factors and should not be mistaken for intraspecific variation in 

genome size studies (Pellicer and Leitch 2014).  

To check if there was significant difference between measurements with 

different buffers for each target species, we performed an Analysis of Variance 

(ANOVA) using RStudio. In case of non-normality or non-homocedasticity of the 

ANOVA residuals, we used the non-parametric test of Kruskall-Wallis. To check for 

differences between measurements in different scales using the same buffers, we 

employed a paired T-test. In case of non-normality or non-homocedasticity of the 

measurement data, we used the non-parametric test of Wilcox/Mann-Wiley. 

 

Cytogenetic characterization 

 

To evaluate chromosome number, ploidy variation, B chromosome presence 

and type of interphasic nuclei of the target species, we perform a cytogenetic analysis. 

Root tips were pre-treated with Colchicine 0.02% (for N. pulchellum and A. cepa) or 8-

hydroxiquinoline 0.002 M (for the remaining species) for 24 hours at 12 °C and then 

washed with distilled water and digested in a solution of cellulase (Onozuka) 2% - 

pectinase (Sigma) 20% at 37 °C for 30 to 90 minutes. The meristems were macerated 

and squashed in a drop of acetic acid 45% and cover slips were removed after freezing 

in liquid nitrogen. The slides were stained and mounted simultaneously with 10 μL of 

glycerol/McIlvaine buffer (pH 7.0, 1:1) supplemented with DAPI (1 μg/mL) and stored 

for three days in the dark before being analyzed (adapted from Barros e Silva and 

Guerra 2010). The slides were examined using a Leica DMLB epifluorescence 

microscope and images were captured with a Cohu CCD video camera using Leica 

QFISH software, and edited using Adobe Photoshop CC v. 2015.0.0. 

 

RESULTS 

 

Genome size measurements 

 

The six species presented in Table 1 (ANEXO A) showed satisfactory results 

for all repetitions, with CVs generally below 5% and standard deviation (SD) between 
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measurements below 3%. The mean estimated genome sizes ranged from 2C = 0.88 

± 0.02 pg in Citrullus lanatus cv. Crimson Sweet to 2C = 49.09 ± 1.20 pg in 

Nothoscordum pulchellum. The CV ranged from 1.80 to 4.88% (mean CV = 3.80%) 

and the histograms showed low incidence of cellular background (ANEXO B, Figure 

1). The lowest mean CV for C. lanatus, Vigna unguiculata cv. BRS Pujante, 

Lycopersicon esculentum cv. IPA-6 and N. pulchellum were obtained with the Sysmex 

Buffer (respectively 3.15%, 3.19%, 2,46 and 3.10%). For C. sativum, the lowest CV 

was obtained with LB01 (3.42%) and for A. cepa with the Marie buffer (CV = 3.87%). 

To check variation between different samples, we calculated the SD, which 

ranged from 0.72% in V. unguiculata using Galbraith to 2.26% in N. pulchellum using 

Marie. Although there was a small variability between the results obtained with different 

buffers in most species (ANEXO A, Table 1), the ANOVA showed that this variability 

was not significant between buffers used in the same laboratories (p > 0.05 for all 

species). The residuals from the ANOVA with the C. lanatus measurements did not 

present homocesdaticity, therefore it was necessary to employ the non-parametric 

Kruskall-Wallis test, which confirmed that the differences were not significant for this 

species. Differences between laboratories, although significant, were all under the 

observed standard deviations. In addition, combining the results from both laboratories 

to calculate the overall mean did not produce standard deviations greater than 3% 

(ANEXO A, Table 1). Considering the overall mean, the largest variation was found in 

N. pulchellum (SD = 2.44%), while in V. unguiculata only 1.51% variation between all 

repetitions could be detected.  

In order to evaluate the difference between measurements using linear and 

logarithmic scale, we conducted a second round of measurements for three selected 

cultivars: C. lanatus, V. unguiculata and L. esculentum, using the logarithmic scale and 

three of the buffers (LB01, Marie and WPB) (ANEXO B, Figure 2A). We compared the 

values obtained with the different scales for each species and buffer separately using 

Students T test (ANEXO B, Figure 2B). In L. esculentum, there was no significant 

difference between the values obtained from either of the two scales for none of the 

buffers (p = 0.59 with LB01, 0.90 with Marie and 0.06 with WPB). In V. unguiculata, the 

difference between the values obtained from the two scales was significant for the 

measurements using Marie and WPB (p < 0.05), but not for LB01 (p = 0.14). For C. 

lanatus, log and linear measurements were statistically different when using LB01 (p = 

0.04) but not in the case of Marie and WPB (p = 0.17 and 0.20 respectively). When 
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comparing all measurements independently of the buffers used, the ANOVA showed 

significant difference between scales for V. unguiculata (p < 0.05), but not for L. 

esculentum (p = 0.12) and C. lanatus (0.98). 

 

Cytogenetic characterization 

 

Metaphasis of at least three individuals of the plants with satisfactory results in 

the genome size measurements were analyzed. The cultivars of C. lanatus, V. 

unguiculata and P. crispum presented 2n = 22 (ANEXO B, Figure 3A, 3B and 3D), L. 

esculentum showed 2n = 24 (ANEXO B, Figure 3C), A. cepa presented 2n = 16 

(ANEXO B, Figure 3E) and N. pulchellum showed 2n = 10 (ANEXO B, Figure 3F). 

None of these standards showed any evidence for the occurrence of B chromosomes 

or polyploidy on any of the analyzed individuals. 

The interphase nuclei of these species were characterized according to the 

classification proposed by Delay (1949). In case of C. lanatus, V. unguiculata and L. 

esculentum they were characterized by several chromocenters strongly stained with 

DAPI, and were therefore considered as areticulate. In P. crispum, interphase nuclei 

did not reveal evident chromocenters, and the chromatin showed an irregular 

condensation, being considered as semi-reticulate. The nuclei of A. cepa and N. 

pulchellum showed a clear reticule structure, with no visible chromocenters, and were 

therefore considered as eureticulate. 

 

DISCUSSION 

 

Quality of measurements 

 

Being aware of the fact that genome size estimations may vary to a certain 

degree depending on the used nuclear isolation buffer utilized (Loureiro et al. 2006) 

and also between cytometers and laboratories (Doležel et al. 1998), we compared the 

values obtained under different conditions in a statistical framework. The Sysmex 

buffer samples showed the lowest CVs in the species in which it was used. For A. cepa 

the lowest CV values were obtained with the Marie buffer. Although the commercial 

buffer had the overall best performance, it has been stressed that a single buffer will 

hardly work best for all species, which should be considered for choosing an 
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appropriate buffer for each specific situation (Loureiro et al. 2007; Pellicer and Leitch 

2014). Mean estimates between laboratories varied under the observed standard 

deviations, denoting low variability even in different conditions. Doležel et al. (1998) 

already showed variation up to 9.6% between measurements with different 

equipments/laboratories, but in our study, the largest variation between laboratories 

was of 3.37% observed for C. lanatus. It is important to note that as the different 

laboratories in this study used different buffers, it is hard to know decisively whether 

the difference is related to buffer, equipment or laboratory. In the end, considering all 

repetitions independently of the buffer or laboratory, the SD was below 3% for all 

species, indicating low overall variability. Due to this, we recommend the use of the 

general mean (between all repetitions) as the reference 2C value for the new standards 

(ANEXO A, Table 1). 

 

Genome size of new reference standards 

 

We compared the results obtained for all cultivars to those reported in the 

literature for the same species. For Citrullus lanatus cv. Crimson Sweet we estimated 

2C = 0.87 pg, which is consistent with the results of Arumuganathan and Earle (1991) 

who investigated two different cultivars (2C = 0.88 and 2C = 0.90, respectively). The 

value of Vigna unguiculata cv. BRS Pujante (2C = 1.36 pg), although in the same 

magnitude differed significantly from a previous report of Arumuganathan and Earle 

(1991, of 2C = 1.27 pg). Since no information on the cultivar is given and in addition 

chicken red blood cells were used as standard in this study a direct comparison of the 

values is difficult. Lycopersicon esculentum cv. IPA-6 showed 2C = 2.05 pg and differs 

from the traditional value reported by Doležel et al. (1998) for the cultivar “Stupicke” 

(2C = 1.96 pg). For the cultivar ‘IPA-5’ an even higher value (2C = 2.14 pg) was 

reported (Feitoza et al. 2017). Although there is a possibility that these results are 

product of methodological differences (eg. staining time, plant tissue condition), there 

are reports of small differences of genome size between cultivated varieties adapted 

to different climates (Greilhuber 2005; Ali et al. 2017; Bilinski et al. 2017). A similar 

difference between cultivars was observed when we compared our results of 

Petroselinum crispum cv. Graúda (2C = 4.15 pg) with values previous reported on the 

literature. The value reported here was slightly higher than the one reported by 

Arumuganathan and Earle (1991) of 2C = 3.96 pg (unknown cultivar), but smaller than 
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the one obtained by Yokoya et al . (2000) of 2C = 4+46 pg. Das (1991) found the 

highest reported genome size for P. crispum cv. Sutton 1810 (2C = 8.60 pg) using 

Feulgen microdensitometry. Although this value is almost doubled compared to ours 

different ploidy levels could be excluded since in both cases 2n = 22 chromosomes 

were counted. In general there is a quite good concordance between estimates 

obtained with flow cytometry and microdensitometry (Michaelson et al. 1991; Doležel 

et al. 1998), at least if the methods are applied properly. Greilhuber and Ebert (1994) 

and Greilhuber (2005) have indicated various critical steps by using Feulgen 

microdensitometry that are prone to result in erroneous values, such as hydrolysis 

temperature and slide ageing. The DNA content of Allium cepa cv. IPA-11 was 

estimated to be 2C = 35.22 pg. The first DNA quantification for A. cepa, obtained by 

chemical means for the cultivar “Ailsa Craig”, showed 2C = 33.5 pg (Hof J van’t 1965). 

This value was corroborated by Feulgen microdensitometry and used as the reference 

value for this species (Bennett and Smith 1991). However, using human leucocytes as 

internal standard, Doležel and Greilhuber (2010) noted that the genome size for A. 

cepa might be slightly higher (2C = 34.89 pg) than previously estimated. In any case, 

the variability in A. cepa seems to be very low and can be attributed to either technical 

factors or slight differences between the cultivars. For Nothoscordum pulchellum, 2C 

= 49.09 pg was determined, which is very close to previous results obtained by Feitoza 

et al. (2017) (2C = 49.94 pg) for the same population. Although N. pulchellum is not an 

established cultivar, it fulfills all of the other recommendations for being a suitable 

reference standard, such as karyotypic stability, autogamic reproduction and suitability 

for flow cytometric measurements, as confirmed by good quality of the resulting 

histograms and a low 2C variability between the repetitions. In addition, its high 2C 

value makes N. pulchellum a reliable reference standard for the determination of “giant 

genomes”, so far poorly represented in plants (Bennett and Leitch 2005). A stable and 

well characterized population of N. pulchellum is kept at the Laboratory of Plant 

Cytogenetics and Evolution of the UFPE (Recife-PE, Brazil) and bulbs can be obtained 

free of charge by contacting the authors of this work. For the remaining reference 

standards (ANEXO A, Table 1), seeds are stored at the Empresa Brasileira de 

Pesquisa Agropecuária do Semi- Árido (Petrolina-PE, Brazil) and will be made 

available for researches through communication with the authors of this work. 

 

Chromosome number stability of new reference standards 
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The chromosome numbers observed for the cultivars of C. lanatus (2n = 22), V. 

unguiculata (2n = 22), L. esculentum (2n = 24), C. sativum (2n = 22), A. cepa (2n = 16) 

and N. pulchellum (2n = 10) were not different from recent revisions reported for these 

species at the Chromosome Count Database (http://ccdb.tau.ac.il/) (Strelnikova 1999; 

Guerra and Félix 2000; Zhao et al. 2000; Yang et al. 2003; Gabrielan and Zohary 2004; 

Masuzaki et al. 2006). This, in addition to the absence of B chromosomes and 

pronounced endopolyploidy, confirms that the used cultivars are characterized by a 

high karyotypic stability and therewith suitable reference standards for flow cytometry 

(Suda and Leitch 2010). 

 

Linear x Logarithmic scale 

 

Most modern flow cytometers provide acquisition of fluorescence values in both 

linear and logarithmic scales (Shapiro and Wiley 2005). We surveyed genome size 

studies that indicated the scale used since 2012 and found that approximately 24% of 

these employed logarithmic fluorescence scale (ANEXO B, Figure 2C). This is 

problematic, as the log-scale, preferably used for ploidy determination as it covers a 

longer range than the linear scale (see Brown et al. 2017), is not recommended for 

genome size estimates. Although most of flow cytometers permit the direct conversion 

of log to linear scales, rounding effects can still affect interpretation of mean 

fluorescence values (Flomax Manual, Partec 2001). It is important to notice that only a 

small fraction of the studies surveyed presented information (in figure or text form) 

about the scale used, which can be problematic in the quest for best practices in flow 

cytometry (ANEXO B, Figure 2C). 

Recently, (Camillo et al. 2014) used both scales to assess the genome size of 

species of the genus Elaeis (Arecaceae) and found no difference in the results. 

However, our results show that measurements with different scales can generate 

significantly different results even under identical conditions (ANEXO B, Figure 2B). 

This reinforces that the use of logarithmic scale may generate erroneous results 

depending on the methodologies employed. Therefore, our results corroborate 

experimentally the recommendation to not use logarithmic scales for genome size 

measurements, as it can yield significant different values from those obtained with 

linear scale. 
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New list of reference standards for tropical regions 

 

As well as the list of reference standards proposed by Doležel et al. (1998), the 

present list of species (ANEXO A, Table 1) comprises a reasonable number of species 

with relatively small 2C values (< 5 pg, Bennett and Leitch 2005). This allows 

minimizing problems caused by overlapping of peaks in this range and provides good 

coverage for species with 2C values of up to approx. 13 pg, following the 

recommended distance between standard and target species (Pellicer and Leitch 

2014). In addition, the modal (0.65 pg) and mean (5.83 pg) values for genome size in 

angiosperms indicate that most of the representatives of this group occupy the range 

of small genomes (Dodsworth et al. 2015). 

Other lists of reference standards (Bennett and Smith 1991; Johnston et al. 

1999) encompass a variety of species with medium to large genomes such as 

Hordeum vulgare L. cv. Sultan (2C = 11.12 pg) and Triticum aestivum L. cv. Chinese 

Spring (2C = 34.64 pg). Allium cepa has been extensively used as a reference standard 

since its first DNA quantification by chemical means (Hof J van’t 1965) and is included 

in all of the traditional lists (Bennett and Smith 1991; Doležel et al. 1998; Johnston et 

al. 1999). Also the proposed list of tropical reference standards includes the cultivar 

“IPA- 11” of A. cepa. 

Since A. cepa cv. Alice (2C = 34.89 pg) is in the currently existing lists the 

reference standard with the largest genome, the determination of genome size of 

species with “giant genomes” can be problematic or only be overcome by performing 

several steps of cross-calibrations, as it was the case with Paris japonica (2C = 304.46 

pg) (Pellicer et al. 2010). Although N. pulchellum does not attend every 

recommendation for being an ideal reference standard, its addition to the list of tropical 

reference standards, increases the coverage up to species with 2C value of ~150 pg. 

As our tests with N. pulchellum produced good results, its inclusion on the list may 

optimize future studies, decreasing the number of steps required for the quantification 

of giant genomes. 

The most recent update of the Plant C-Value Database shows that only 4% of 

the estimated angiosperms species have genome size reports (Bennett and Leitch 

2011). The same study shows that 77% of the known plant genome sizes have been 

provided by research studies based on North America and Europe, approx. five times 
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more than those provided by tropical labs (15.7% incl. South and Meso-America and 

India). Based on our survey of genome size studies published since 2012 this trend 

continues. From 259 results, only 44 studies were made by research groups located 

in tropical regions (approx. 17% of the total). We believe that our list of tropical 

reference standards can help to accelerate genome size studies in these regions, 

contributing to the ever-growing knowledge of plant genomes. 

 

CONCLUSION 

 

We conclude by recommending the following species as reference standards 

for quantification of DNA by flow cytometry: C. lanatus cv. Crimson Sweet (2C = 0.86 

pg), V. unguiculata cv. BRS Pujante (2C = 1.37 pg), L. esculentum cv. IPA-6 (2C = 

2.04 pg), P. crispum cv. Graúda (2C = 4.15 pg), A. cepa cv. IPA-11 (2C = 35.22 pg) 

and N. pulchellum (2C = 48.57 pg). Future efforts for the amplification of this list should 

focus on potential reference standards that cover the 10 to 20 pg range, such as 

species of the genus Capsicum (mean 2C = 8.22 pg, http://data.kew.org/cvalues/, 

Bennett & Leitch 2011), widely cultivated in tropical regions. 
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Table 1–Genome size (2C) estimated for the target species using diffferent buffers. CVS, Coefficient of variation between samples; sd, standard deviation 

 

 

Species 

Buffers 
 

Reference 

standard used 

LB01 Marie WPB Galbraith Sysmex Mean 

2C ± 

sd 
SD(%) 

2C ± 

sd 
SD 2C ± sd SD 

2C ± 

sd 
SD 

2C ± 

sd 
SD 

2C ± 

sd 
SD 

Citrullus lanatus (Thunb.) 

Matsum. & Nakai cv. 

Crimson Sweet 

0.87 ± 

0.01 
0.89 

0.88 ± 

0.02 

2.1

8 

0.87 ± 

0.01 
1.02 

0.88 ± 

0.01 
0.89 

0.90 ± 

0.01 
0.93 

 

0.88 ± 

0.02 

 

1.81 

L. esculentum 

Mill.cv. 

Stupicke 

Vigna unguiculata 

L. cv. BRS Pujante 
1.36 ± 

0.01 
0.98 

1.38 ± 

0.02 

1.2

1 

1.37 ± 

0.01 
0.80 

1.33 ± 

0.01 
0.72 

1.36 ± 

0.02 
1.70 

1.36 ± 

0.02 
1.51 

L. esculentum 

Mill. cv. 

Stupicke 

Lyacopersicon 

esculentum Mill. cv. IPA-

6 

2.04 ± 

0.03 
1.65 

2.03 ± 

0.04 

2.0

3 

2.05 ± 

0.03 
1.39 

2.06 ± 

0.03 
1.57 

2.09 ± 

0.02 
1.07 

2.05 ± 

0.04 
1.78 

Glycine max 

L.cv. 

Polanka 

Petroselinum crispum (Mill.) 

Fuss cv. Graúda 
4.18 ± 

0.07 
1.60 

4.13 ± 

0.06 

1.4

0 

4.15 ± 

0.09 
2.16 - - - - 

4.15 ± 

0.07 
1.78 

L. esculentum 

Mill.cv. 

Stupicke 

Allium cepa L. cv. IPA-11 35.38 ± 

0.45 
1.28 

35.03 ± 

0.70 

2.0

1 

35.24 ± 

0.54 
1.54 - - - - 

35.22 ± 

0.57 
1.62 

Vicia faba L. 

cv. Inovec 

Nothoscordum pulchellum 

Kunth 

48.46 ± 

1.02 
2.10 

48.98 ± 

1.11 

2.2

6 

48.26 ± 

1.07 
2.22 

50.18 ± 

0.28 
0.55 

50.34 ± 

0.40 
0.80 

49.09 ± 

1.19 
2.44 

V. faba cv. 

Inovec 
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Figure 1- Histograms of relative fluorescence for samples prepared with different buffers for target specie (green) 

x internal standard (red). 
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Figure 2 – A) Histograms of relative fluorescence for cultivars measured on log (left) and linear scale (right); B) 

Corresponding boxplots showing variation between measurements undertaken in log (purple) and linear (orange) 

for each buffer; C) Graphic showing the use of different scales in plant genome size studies since 2012 . 
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Figure 3 – Metaphasic cells stained with DAPI of the species sugested as new internal standards: A) Citrullus 

lanatus cv. Crimson Sweet (2n = 22), B) Vigna unguiculata cv. BRS Pujante (2n = 22), C) Lycopersicon 

esculentum cv. IPA-6 (2n = 24), D) Petroselinum crispum cv. Graúda (2n = 22), E) Allium cepa cv. IPA-11 (2n = 

16) F) Nothoscordum pulchellum (2n = 10). Bar in (A) represents 10 μm. 
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Supplementary Table 1 – List of plant genome size studies since 2012 according to the Scopus database. 

“Region” refers to geographical location of the research group (regions of temperate or tropical climates) and 

“Scale used” refers to the relative fluorescence scale used in the flow cytometry methodology. 

 

Publication Region Scale 

Used 

Ågren JA, Greiner S, Johnson MTJ, Wright SI (2015) No evidence that 

sex and transposable elements drive genome size variation in evening 

primroses. Evolution 69:1053–1062 . doi: 10.1111/evo.12627 

Temperate N.I. 

Ahmadian M, Babaei A, Ahmadi N, Rasoli O (2017) Genome size 

diversity of some species of 

Cephalanthera from Iran. Caryologia 70:206–210 . doi: 

10.1080/00087114.2017.1321310 

Temperate N.I. 

Akiyama Y, Kimura K, Kubota A, et al (2015) Comparison of genome 

size in reed canarygrass 

(Phalaris arundinacea L.) Exotic and putative native Japanese 

genotypes by flow cytometry. Japan Agricultural Research 

Quarterly 49:345–350 . doi: 10.6090/jarq.49.345 

 

Temperate 

 

N.I. 

Ali M, Mujib A, Tonk D, Zafar N (2017) Plant regeneration through 

somatic embryogenesis and 

genome size analysis of Coriandrum sativum L. Protoplasma 

254:343–352 . doi: 10.1007/s00709-016- 0954-2 

 

Tropical 

 

N.I. 

Aliyu OM (2012) Development of the flow cytometric protocol for 

ploidy analysis and determination of relative nuclear DNA content in 

cashew (Anacardium occidentale Linn.). American Journal of 

Biochemistry and Molecular Biology 2:200–215 . doi: 

10.3923/ajbmb.2012.200.215 

 

Temperate 

 

N.I. 

Almeida E, Wanderley AM, Nollet F, et al (2016) A New Species of 

Ameroglossum (Scrophulariaceae) Growing on Inselbergs in 

Northeastern Brazil. Systematic Botany 41:423–429 . doi: 

10.1600/036364416X691740 

 

Tropical 

 

Log.* 

Angulo MB, Dematteis M (2013) Nuclear DNA content in some 

species of Lessingianthus (Vernonieae, Asteraceae) by flow 

cytometry. Journal of Plant Research 126:461–468 . doi: 

10.1007/s10265-012- 

0539-x 

 

Temperate 

 

N.I. 

Anjali N, Ganga KM, Nadiya F, et al (2016) Intraspecific variations in 

cardamom (Elettaria cardamomum Maton): assessment of genomic 

diversity by flow cytometry, cytological studies and ISSR 

analysis. SpringerPlus 5: . doi: 10.1186/s40064-016-3226-x 

 

Tropical 

 

N.I. 
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4 CONCLUSÕES 

 

-As espécies sugeridas como padrões internos apresentaram picos com coeficiente 

de variação abaixo de 5% com todos os tampões utilizados, mostrando-se 

adequadas ao protocolo de citometria de fluxo; 

-A variação intraespecífica de todas as espécies analisadas ficou abaixo de 3%, 

denotando boa estabilidade de valor 2C; 

- As espécies sugeridas como novos padrões apresentam estabilidade cariotípica, 

sem presença de anomalias cromossômicas; 

- Resultados obtidos com escala linear de fluorescência diferem significativamente 

dos resultados obtidos com escala logarítmica, corroborando recomendações 

contra o uso desta última; 

- Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. & Nakai cv. Crimson Sweet (2C = 0,86 pg), 

Vigna unguiculata (L.) Walp. cv. BRS Pujante (2C = 1,37 pg), Lycopersicon 

esculentum Mill. cv. IPA-6 (2C = 2,04 pg), Petroselinum crispum (Mill.) Fuss cv. 

Graúda (2C = 4,15 pg), Allium cepa L. cv. IPA-11 (2C = 35,22 pg), e Nothoscordum 

pulchellum Kunth (2C = 48,57 pg) podem ser utilizadas como padrões internos para 

quantificação de DNA por citometria de fluxo; 
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