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Introducao

Este trabalho apresenta a analise do tamanho do genoma de Paullinia cupana var.
sorbilis, por meio de citometria de fluxo, visando compreender a sua complexidade e auxiliar
os estudos gendmicos. A citometria de fluxo é um método conveniente e robusto, empregado
extensivamente para estimar o conteudo de DNA e o tipo de ploidia em plantas, sendo
relevante para estudos de melhoramento genético, fisiologia vegetal, ecologia e evolugédo. A
quantificacdo do tamanho do genoma é crucial para a compreenséao global de um organismo
e, diante dos avancos biotecnolégicos, o conhecimento do conteudo de DNA tem sido
importante para avaliar a cobertura de uma biblioteca genémica, estimar o numero de copia
de um gene no genoma, e desenvolver estratégias para a clonagem de genes baseado no
mapeamento do genoma.

A espécie de guarana, P. cupana var. sorbilis, tem atraido consideravel interesse
cientifico em virtude de sua grande importancia socioecondmica, por exemplo, o
transcriptoma dessa espécie esta sendo estudado por um consércio apoiado pelo
CNPg/MCT: a “Rede da Amazdnia Legal de Pesquisas Genémicas - REALGENE”.

Material e Métodos
Material Vegetal

Para estimar o conteudo de DNA do guaranazeiro, sementes pré-germinadas foram
transportadas para o laboratério de Citogenética e Citometria Vegetal na Universidade
Federal de Vigosa onde foram acondicionadas em camara de germinacgao a 28 °C durante o
desenvolvimento do trabalho. Sementes de Vicia faba, espécie padrao recomendada para
estimar o conteudo de DNA, também germinaram nas mesmas condi¢cdes de P. cupana var.
sorbilis.
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Mensuracao do conteudo 2C de

DNA

Para o isolamento de nucleos, foi
utilizado o método descrito por Saxena
(1985), com modificagcdes. Folhas jovens e
vigorosas de guaranazeiro foram lavadas,
acondicionadas em recipiente contendo
agua destilada e mantidas a 4 C. Apos a
assepsia, fragmentos de 2 cm® foram
cortados em 1 mL de solugcdo tampéao de
lise. A suspensao foi filtrada em uma tela
com poros de 40 pum de diametro, e
transferida para tubos. A suspensao nuclear
foi corada com solucao 15 uM de lodeto de
Propidio (IP), por 10 a 15 minutos, no
escuro, e analisada por um citbmetro de
fluxo Partec II/lll (Partec Gmbh, Munster
Germany), utilizando um laser de ion
argonio de 480 nm (20 mW) com TK 560 e
RG 610 filtros. Foi utilizado como padrao
interno uma cultivar de Vicia faba (valor 2C
= 26,6 pg DNA), cedidas pelo Dr Jaroslav
Dolezel (Instituto de Botanica Experimental,
Republica Tcheca).

Analise estatistica dos dados
Em todo o experimento,
aproximadamente, cerca de 10.000 nucleos

de cada amostra na fase G1 foram
analisadas utilizando-se o programa
FlowMax® Partec. Amostragens com
valores de coeficientes de variacdo acima
de 3% foram desconsiderados. Os valores
médios do conteudo de DNA foram gerados
como descrito acima, e os dados foram
relatados como massa média de DNA (valor

2C)em picogramas.
Resultados e Discussao

A analise simultanea da suspensao
de nucleos no citbmetro de fluxo gerou
histogramas com picos correspondentes a
média dos nucleos em G1/GO contendo
DNA. Os resultados mostraram elevado
conteudo de DNA em P. cupana var. sorbilis
(2C = 21,8 pg DNA) (Fig. 1), equivalente a
cerca de 21,5 x 10° bp (o que corresponde a
aproximadamente 3,5 vezes o tamanho do
genoma humano). Este valor é muito
superior ao conteudo de DNA das demais
espécies da familia Sapindaceae
analisadas, cujo valor 2C variam de 1,1 a
1,8 picogramas, o que indica ser uma planta
de genoma mais complexo e com um maior
nivel de ploidia.
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Figura 1. Histograma-DNA com picos G1/G0 resultado de processos
simultdneos de suspensdo nuclear de tecidos de folhas jovens de Vicia
faba (padrdo interno: 2C=26,60 pg) e Paullinia cupana var. sorbilis
(2C=21,80 pg) corado com lodeto de Propidio.

APOIO: MCT/CNPq - Projeto REALGENE.



