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Sumario: Bromeliaceae é uma familia quase exclusivamente neotropical com cerca de
4000 espécies aceitas em 57 géneros (Butcher & Gouda, 2014). S&o reconhecidos dois
centros de diversidade para a familia, um no escudo das Guianas e o outro no leste do
Brasil (Smith & Downs, 1974; Givnish et al. 2011). No Brasil estdo registradas 1309
espécies aceitas em 44 géneros (Forzza et al., 2014). Orthophytum é um género endémico
do Brasil com cerca de 50 espécies (Louzada, 2012). A amplificacdo heter6loga de regides
de microssatélites (SSR) consiste na utilizacdo de iniciadores (SSR) ndo préprios da
espécie. O objetivo deste trabalho é testar a amplificacdo de iniciadores (SSR) previamente
publicados para O. ophiuroides em O. disjunctum. Foram coletados 60 individuos de
populacdes de Bezerros e Camocim de Sdo Felix - Pernambuco, dos quais um foi utilizado
para amplificagdo, junto com 8 iniciadores (SSR). A extracdo do DNA foi realizada pelo
protocolo CTAB descrito por Weising et al., com pequenas modificacbes. As
amplificacdes foram feitas usando o termociclador Veriti (Applied Biosystems), contendo
um volume final de 10 uL, usando procedimento de marcagao indireta por fluorescéncia de
acordo com Schuelke. Esse trabalho permite obter respostas em relagdo a transferéncia de
material genético entre espécies da familia Bromeliaceae
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INTRODUCAO

Bromeliaceae é uma familia quase exclusivamente neotropical com cerca de 4.000 espécies
aceitas em 57 géneros (Butcher & Gouda, 2014). Sdo reconhecidos dois centros de
diversidade para a familia, um no escudo das Guianas e 0 outro no leste do Brasil (Smith &
Downs, 1974; Givnish et al. 2011). No Brasil estdo registradas 1309 espécies aceitas em 44
géneros (Forzza et al., 2014). Orthophytum é um género endémico do Brasil com cerca de
50 espécies (Louzada, 2012). Ocorre na porcao leste do Brasil desde os estados do Rio
Grande do Norte e Ceara ao norte e Minas Gerais e Espirito Santo ao sul. A maioria das
espécies sdo distintas e facilmente reconhecidas, entretanto, complexos morfolégicos de
espécies sdo encontrados no género como, por exemplo, o complexo de espécies
Orthophytum disjunctum composto por trés espécies (O. disjunctum, O. jabrense e O.
triunfense). Para o estudo de delimitacdo dessas espécies se faz necessario o uso de
ferramentas adicionais como analises multivariadas da morfologia, reprodutivas e
moleculares, por exemplo, o0 uso de marcadores microssatélites (Goetze et al., 2013; Aoki-
Gongalves, 2014). Além do estudo sistematico, esse complexo de espécies também se
apresenta como um interessante modelo para estudos filogeograficos onde o objetivo €
reconstruir a distribuicdo geogréafica das linhagens genealogicas das especies.
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MATERIAIS E METODOS

Amostras foliares de 30 individuos foram coletadas em Bezerros, e mais 30 no municipio
Camocim de S&o Felix. O DNA extraido seguiu o protocolo CTAB descrito por Weising et
al. (2005), com pequenas modificacdes. A purificacdo do DNA extraido incluiu tratamento
por RNAse (10 pg/mL) durante duas horas a 37 °C. Para a quantificacdo do DNA extraido,
foi mensurado sua absorbancia (260 e 280 nm) atraves de Biophotometro Eppendorff. Oito
iniciadores (SSR) desenvolvidos previamente para Orthopytum ophiuroides foram
testados: OP18, OP38, OP17, OP34, OP08, OP13, OP30 e OP01 (Aoki-Goncalves et al,
2014). O individuo utilizado para o teste foi JC27 coletado no municipio de Camocim de
Sdo Felix. As amplificacbes foram feitas usando o termociclador Veriti (Applied
Biosystems), contendo um volume final de 10 pL, usando procedimento de marcagdo
indireta por fluorescéncia de acordo com Schuelke (2000). Cada reacdo sera realizada a
partir de 1 ng de DNA gendmico, 1x tampdo Taq de reacdo (Fermentas), 1,5 mM de
MgCI2, 0,2 mM de cada dNTP, 0,16 mM de primer reverse especifico, 0,16 mM de primer
foward marcado com fluorescéncia (6-FAM, VIC, NED ou PET) 0,05 mg/ml de BSA e
0,05 U de TagDNA polimerase (Bioline, Taunton). Todos os loci foram amplificados
usando um programa de PCR padrdo com desnaturacgdo inicial a 94 °C por 1 min, seguida
por 35 ciclos de amplificacdo (94 °C por 1 min, 1 min sob a temperatura especifica de
anelamento de cada par de iniciador (SSR) 1 min a 72 °C) e uma etapa de extens&o final a
72 °C por 10 min.

RESULTADOS
A amplificacdo heter6loga foi realizada com sucesso em O. disjunctum. Quatro dos oitos
iniciadores (SSR) mostraram positividade na amplificacdo.
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Figura 2. PadrGes moleculares obtidos na amplificacdo de iniciadores (SSR) no individuo JC27. 1 = OP38; 2 = OP17; 3=0P01; 4 =
Figura 1Padrdes moleculares obtidos na amplificacdo de iniciadores (SSR) no individuo JC27. 1 = OP38; 2 = OP17; 3 =
OPO01; 4 = OP08; 5 = OP30; 6 = OP34; 7 = OP13 e 8 = OP18.

DISCUSSAO
Assim como esse presente estudo, diversos trabalhos recentes tém sido realizados com a
familia Bromeliaceae no &mbito molecular, como em Krapp et al. 2013 e Lavor et al. 2013
e a partir desses estudos, podemos esclarecer hipoteses acerca do polimorfismo entre
espécies, variaghes genéticas e desenvolver métodos de conservacdo eficazes para a
familia.

CONCLUSOES
O presente estudo nos permitiu comprovar que é possivel, a transferéncia de iniciadores
(SSR) entre espécies da familia Bromeliaceae.
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