
Análise de DNA
por Citometria de fluxo

TLAB, 4/10/2022

Pedro Talhinhas



Citometria de fluxo

• Mede propriedades físicas e químicas de 
células (e outras partículas) transportadas 
(fluxo) por uma suspensão líquida

• Utiliza um instrumento denominado 
Citómetro de Fluxo



Componentes do citómetro

• Fluídica – assegura que as partículas em 
análise sejam lidas uma a uma no ponto 
de interrogação

• Ótica – emissão e leitura de radiação

• Eletrónica – processamento, 
armazenamento e análise dos 
resultados da leitura de radiação



Componente fluídica

• A suspensão de partículas (previamente preparada pelo operador) é 
aspirada e encaminhada e envolvida por um fluxo de líquido (líquido 
de embainhamento; “sheath fluid”)

• Devido a um fenómeno físico (focagem 
hidrodinâmica) as partículas são forçadas a 
mover-se individualmente no centro do 
fluido

• As partículas são lidas a velocidades de 0,5 a 
5,0 µl por segundo (controlável pelo 
operador)



Componente ótica



Forward scatter
Difusão frontal da luz

Side scatter
Difusão lateral da luz

Fluorescência
(no caso de marcação com
compostos fluorescentes)

Componente ótica



Propriedades mensuráveis

• Difusão frontal da luz (FSC) – proporcional ao 
tamanho da partícula

• Difusão lateral da luz (FSC) – reflete a 
complexidade/granulosidade da partícula

• Fluorescência (FL)
FSC

SSC



Componente ótica

• Os conjuntos de luz difundida e de fluorescência emitida são 
encaminhados por lentes e espelhos através de filtros

• para detetores (tubos fotomultiplicadores) que amplificam (ganho) e 
transformam os pulsos de luz em pulsos de corrente elétrica e 
permitem a passagem do sinal analógico a digital, para posterior 
processamento e análise computacional

permitem dividir a fluorescência em várias cores, possibilitando 
assim a medição de vários parâmetros numa só amostra



Análise do sinal



Análise do sinal – discriminação de dupletos



Fluorescência

• propriedade que uma molécula 
apresenta de absorver luz com 
um determinado λ e reemitir luz 
com um λ mais longo (energia 
mais baixa - Lei de Stokes).



Análise de DNA

• DAPI (4-6-diamidino-2-fenil-indole)
• Menos sensível a metabolitos secundários

• Não se liga ao RNA

• Iodeto de propídio
• Excitação ótima pelo laser verde (532 nm)

• Liga-se estequiometricamente ao DNA



Preparação da amostra

• Cortar finamente a amostra (lâmina de 
barbear) libertando os núcleos para a 
solução tampão (WPB*)

• Remover resíduos grosseiros (filtro 30 µm)

• Corar com PI e homogeneizar

• Alimentar a amostra ao aparelho

* DOI: 10.1093/annbot/mcm152



Leitura dos resultados

• Tamanho de genoma – é 
necessário incluir um 
padrão de tamanho de 
genoma conhecido 



Padrões vegetais

List of DNA standards suitable for plant DNA flow cytometry

Species Cultivar
2C DNA 

Content (pg)

1C Genome 

Size (Mbp)
Reference

Raphanus sativus Saxa 1.11 543 Doležel et al. (1998)

Solanum

lycopersicum

Stupické 

polní rané
1.96 958 Doležel et al. (1992)

Glycine max Polanka 2.50 1 223 Doležel et al. (1994)

Zea mays CE-777 5.43 2 655
Lysák and Doležel 

(1998)

Pisum sativum Ctirad 9.09 4 445 Doležel et al. (1998)

Secale cereale Dankovske 16.19 7 917 Doležel et al. (1998)

Vicia faba Inovec 26.90 13 154 Doležel et al. (1992)

Allium cepa Alice 34.89 17 061 Doležel et al. (1998)



Padrões para fungos

List of DNA standards suitable for fungal DNA flow cytometry

Species
1C DNA 

Content (pg)

1C Genome 

Size (Mbp)
Reference

Inonotus hispidus 0.0422 41
Talhinhas et al. 

(2017)

Colletotrichum 

acutatum
0.0689 67

Talhinhas et al. 

(2017)

Cenococcum 

geophilum
0.208 203

Talhinhas et al. 

(2017)

Rhamnus alaternus 0.680 (2C) 664 (2C)
Carvalho et al. 

(2018)



Vantagens da citometria

• Medições efetuadas em partículas individuais, mas num grande 
número de partículas em pouco tempo

• Possibilidade de medir múltiplos parâmetros individualmente em 
cada partícula

• Possibilidade de recolha de partículas que obedeçam a determinadas 
combinações de critérios (seriadores celulares; “cell sorters”)



Principais aplicações em biologia

• Ciclo celular • Tamanho do 
genoma

• Ploidia

proj.
DiplodoPuc

(ISA)



Tamanho do genoma

• Como forma de medir a diversidade genética numa espécie



9,2% 
variabilidade 
no tamanho 
do genoma



9,2% 
variabilidade 
no tamanho 
do genoma

Phaseolus
vulgaris 7,8%

Vigna
unguiculata

17,6%

Hemileia
vastatrix

21,0%



Ploidia



Ciclo celular


