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Resumo- A familia Bromeliaceae se destaca tanto econémica quanto ecologicamente, porém a destruicao
de habitats e exploracdo para fins ornamentais tem colocado em risco suas popula¢ées. O conhecimento da
estrutura genética de populacdes é etapa fundamental para a realizacdo de programas conservacionistas e
os marcadores RAPD tém se mostrado adequados para estudos de populacbes naturais, porém,
inicialmente, é necessario estabelecer métodos de extracdo de DNA e selecionar os primers mais
polimérficos. Com este objetivo, foram testados diferentes formas de conservacdo do material e protocolos
de extracdo de DNA, e 100 primers RAPFD. A utilizacdo de material vegetal fresco ou conservado em
geladeira por até 48 horas em combinacdo com o método modificado de Doyle e Doyle (1990) resultam em
DNA de boa qualidade para amplificacdo via RAPD. Dos 100 primers testados, 63 amplificaram em A.
ramosa. Destes 13 apresentaram de 5 a 11 bandas polimoérficas cada um e foram pré-selecionados
totalizando 99 bandas, sendo 80 polimorficas, o que representa aproximadamente 80,8 % de polimorfismo.
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Introducéo

Nas ultimas décadas, o interesse sobre a
familia Bromeliaceae tem aumentado
significativamente (VERSIEUX; WENDT, 2007),
uma vez que suas espécies se destacam tanto
pelo valor econémico, sendo utilizadas na
agricultura, ornamentacao e industria (MANETTI et
al., 2009), quanto pela importancia ecolégica, pois
atuam como espécies chave para manutencéo da
diversidade biolégica (BENZING, 2000,
GILBERT, 1980). O potencial ornamental da
familia € um dos aspectos mais visados, sendo
explicado pelo exotismo, beleza e resisténcia
dessas plantas, que ndo exigem muitos cuidados
em seu cultivo (CARVALHO; MERCIER, 2005).

O género Aechmea se destaca como o maior,
mais polimorfico e problematico taxonomicamente
dentro da Subfamilia Bromelioideae (FARIA,
2006), com centros de diversidade e endemismo
em é&reas de Floresta Atlantica brasileira
(BENZING, 2000) e grande interesse ornamental
(CARVALHO; MERCIER, 2005). Aechmea ramosa
€ endémica da Mata Atlantica dos estados do Rio
de Janeiro, Minas Gerais, Espirito Santo e Bahia
(MARTINELLI et al., 2008). Martinelli et al. (2008)
identificaram o estado do Espirito Santo como o
segundo maior em riqueza de espécies e
endemismos para a familia Bromeliaceae na

Floresta Atlantica, listando a ocorréncia de 276
espécies neste bioma. Dentre as principais causas
do decréscimo das populacdes de Bromeliaceae
no Espirito Santo destacam-se a perda de habitats
naturais devido a fragmentacdo da Floresta
Atlantica (SIMONELLI et al., 2007) e a presséo
extrativista causada pelo interesse ornamental
sobre a familia (KOLLMANN et al., 2007), aliado
ao pouco conhecimento técnico-cientifico sobre as
bromeliaceas dificultando a sua producao
comercial (NEGRELLE; MURARO, 2006). A
preservacdo da diversidade genética se tornou o
objetivo da maioria dos programas de
conservacdo, e conhecer a distribuicdo desta
diversidade entre e dentro de popula¢ges naturais
€ o0 primeiro passo (BEKESSY et al.,, 2002). O
conhecimento do modo como a variagdo genética
de uma espécie esta distribuida entre e dentro de
suas populacdes é essencial para a sua
conservagdo. Atualmente, o conhecimento da
estrutura genética de populacbes €é entendido
como etapa fundamental para a realizacdo de
programas conservacionistas (MAMURIS et al.,
2001; MARTINS, 1988, SHARMA et al., 2000).
Segundo Silveira et al. (2009), entre os
marcadores moleculares conhecidos, o RAPD
(random amplified polymorphic DNA), técnica
desenvolvida por Williams et al. (1990), mostra-se
como uma ferramenta Gtil para a analise da
diversidade genética molecular em populagbes
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naturais de plantas. Isto se deve ao fato de utilizar
iniciadores (primers) aleatérios para a reacédo de
PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase),
dispensando o0 conhecimento prévio sobre o
genoma da espécie (FERREIRA,
GRATTAPAGLIA, 1998). A diferenciacdo de
individuos € feita pelo padrdao de presenca e
auséncia de bandas no gel que representariam
alelos génicos, mas ndo ha diferenciacdo entre
individuos homozigotos e heterozigotos para os
referidos alelos, sendo por isso chamado
marcador molecular dominante (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998). Porém o fato de poder
ser utilizado em espécies nunca antes estudadas,
a exigéncia de pequenas quantidades de DNA e
recursos financeiros o habilita para estudos em
diversas espécies de plantas (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998) e vem sendo utilizado
com sucesso em Bromeliaceae (CAVALLARI,
2004; COSTA et al.,, 2002; SILVEIRA et al., 2009;
PAMPONET et al., 2008). No entanto, inicialmente
deve ser estabelecido um protocolo adequado
para extracdo de DNA vegetal das amostras para
permitir a realizacdo de PCR visando a selecao de
primers mais polimaérficos.

Até o momento, nenhuma pesquisa foi
publicada com o uso de marcadores moleculares
para estimar a diversidade genética em
populacdes de A. ramosa. O objetivo deste
trabalho foi padronizar um protocolo de extracdo
de DNA de forma a selecionar primers RAPD
capazes de detectar polimorfismo para esta
espécie.

Metodologia

O distrito de Burarama possui area aproximada
de 90 Km2 e situa-se no municipio de Cachoeiro
de Itapemirim, ao sul do estado do Espirito Santo,
nas coordenadas geograficas 2041'S 4121'W.

Com o objetivo inicial de estabelecer os
melhores métodos de conservacdo do material
vegetal e de extracdo de DNA, inicialmente foram
utilizadas folhas de um espécime de A.ramosa
mantido em casa de vegetacao.

As folhas foram coletadas inteiras e lavadas em
agua corrente, posteriormente limpas com alcool
70%, enxaguadas em agua destilada e entédo
segmentadas. Para verificar a influéncia do
método de conservacao do material vegetal sob o
processo de extracdo de DNA (qualidade,
concentracdo e duracdo do processo) foram
realizados ensaios nas seguintes condicdes:
material fresco ou armazenado por 24h ou 48h em
geladeira (4 °C) ou congelador (-18 °C). Todas as
combinacbes de conservacdo foram avaliadas
com dois métodos de extracdo de DNA: Doyle e
Doyle (1990) — “protocolo longo: aproximadamente
60 horas” e Doyle e Doyle (1990) modificado por
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Abdelnoor et al. (1995) “protocolo curto
aproximadamente 36 horas”. O protocolo Doyle e
Doyle (1990) modificado apresenta somente uma
repeticdo das etapas de desproteinizacdo com
cloroférmio-alcool isoamilico, de precipitacdo
overnight (NaC,, 5 M e isopropanol gelado) e de
lavagens do pellet com etanol gelado.

Durante as expedicbes ao campo, foram
coletas folhas jovens de 30 individuos de A.
ramosa em trés fragmentos de Mata Atlantica em
locais publicos da area de estudo. Para evitar a
dupla amostragem de um mesmo genet foi
coletado somente um individuo por agrupamento
(touceira) com distancia minima de dois metros
entre cada roseta amostrada. Cada roseta
coletada foi identificada com placas metalicas
numeradas. No laboratorio foi realizada a limpeza
das folhas conforme mencionado anteriormente e
estas foram imediatamente submetidas a extracéo
ou mantidas em geladeira (4C) por até 48h. A
extracdo de DNA foi feita segundo o protocolo
modificado de Doyle e Doyle (1990), com oito
repeticbes, reduzidas a metade na etapa de
recolnimento do sobrenadante da primeira
centrifugacdo. A quantificacdo e verificacdo da
qualidade de DNA foram realizadas por
eletroforese em gel de agarose 0,8%, contendo
0,02 uL mL-1 de brometo de etideo em tampao SB
(0,04% v/v de NaOH e 0,25% v/v de acido borico),
utiizando um padrdo de DNA de concentracdo
conhecida para comparacdo (DNA de vetor
lambda com 50ng, 75ng e 100ng).

Inicialmente foram testados 100 primers RAPD
da empresa Operon Technologie em oito de
individuos escolhidos nos trés locais coletados
para pré-selecdo dos primers mais polimorficos.
Destes, 35 foram escolhidos por ja mostrarem
amplificagdo em outra espécie da familia,
Pitcairnia flammea (NOGUEIRA, 2010). As
reacBes de amplificacdo foram realizadas em um
volume total de 25 pL, contendo MgCI2 (2,4 mM),
Tris KCI pH 8.3 (10 mM/50 mM), dNTP (0,15 mM
de cada nucleotideo), 0,4 uM de primer, 1 unidade
de Taq polimerase e cerca de 40 ng de DNA. As
amplificacBes foram realizadas em termociclador
(Thechne TC 412) nas seguintes condicdes: 3
minutos a 94 °C, seguido de 40 ciclos constituidos
por trés etapas: a) 30 segundos a 94 °C, b) 30
segundos a 35 °C e ¢) 1 minuto a 72 °C, e uma
etapa final de 3 minutos a 72 °C.

Os fragmentos amplificados de RAPD foram
separados por eletroforese em gel de agarose
1,2%, contendo 0,02 uL mL-1 de brometo de
etideo em tampdo SB, a 100 volts por
aproximadamente trés horas. Em todas as
corridas foi utilizado o marcador de peso molecular
Gene Ruler 100 pb DNA ladder Plus (Fermentas
Life Sciences).Terminada a corrida, os géis foram
fotografados sob luz ultravioleta.
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Resultados

Os testes realizados para padronizacdo do
melhor método para conservagdo das folhas e
extracdo de DNA mostraram que o protocolo curto,
Doyle e Doyle (1990) com as modificacbes de
Abdelnoor et al. (1995), resultaram em uma maior
concentracdo de DNA extraido, independente do
método e tempo de armazenamento. Observa-se
também uma reducdo na quantidade de DNA
extraido em amostras armazenadas em
congelador por 48 horas (Figura 1).

Nos demais tratamentos foram obtidos DNA de
boa qualidade com concentracdo entre 25 a 40
ng/ul. Para todas as extracbes de DNA de A.
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ramosa foram entdo padronizadas a utilizacdo de
folhas frescas ou armazenadas por até 48 h em
geladeira e do protocolo Doyle e Doyle (1990)
modificado. De 100 primers RAPD testados, 63
amplificaram em A. ramosa, destes 13
apresentaram de 5 a 11 bandas polimérficas cada
um (primers 1 a 13 - Tabela 1), 44 primers
apresentaram de 1 a 4 bandas polimoérficas por
primer (primers 14 a 57 - Tabela 1) e 6 primers
apresentaram somente bandas monomorficas
(primers 58 a 63 — Tabela 1). Os treze primers
mais polimdrficos pré-selecionados geraram 99
bandas das quais 80 foram polimérficas, o que
representa 80,8 % de polimorfismo.

Figura 1. Comparagdo entre diferentes métodos de conservacao de material vegetal de A. ramosa e
protocolo de extracdo de DNA: material fresco, armazenado em geladeira (4C), armazenado em
congelador (-18<); tempo de armazenamento (24 ou 4 8 horas) e protocolo de extracdo de DNA (Doyle e
Doyle (1990) modificado (prot. Curto) e Doyle e Doyle (1990) (prot. longo). A-B: folhas frescas, A: prot.
curto, B: prot. longo. C-F: armazenamento em geladeira, C: 24h /prot. curto, D: 24h/prot. longo, E: 48h /prot.
curto, F: 48h /prot. longo. G-J: Armazenamento em congelador, G: 24 h/prot. curto, H: 24h/ prot. longo, I:
48h/prot. curto, J: 48h/ prot. longo. As canaletas indicadas por m50, m75 e ml25 representam,
respectivamente, marcador de concentragdo contendo 50 ng, 75 ng e 125 ng de DNA.

Tabela 1: Primers RAPD testados em A. ramosa

Primer Sequéncia 5'-3' N de. pandas N® (.je pa_ndas . d.e Tamanho (pb)
amplificadas polimorficas polimorfismo
1. OPG 17 ACGACCGACA 12 12 100,00 400-1300
2. OPE 14 TGCGGCTGAG 11 11 100,00 200-1100
3. OPAC19 AGTCCGCCTG 10 10 100,00 900-1100
4. OPW 07 CTGGACGTCA 9 8 88,89 400-1300
5. OPAH 19 GGCAGTTCTC 8 7 87,50 400-1400
6. OPH 18 GAATCGGCCA 7 7 100,00 400-1000
7. OPRO7 ACTGGCCTGA 8 6 75,00 500-1400
8. OPzZ 14 TCGGAGGTTC 6 6 100,00 1200-1300
9. OPAL 06 AAGCGTCCTC 7 5 71,43 600-1200
10. OPAI 08 AAGCCCCCCA 6 5 83,33 300-1000
11. OPAL 08 GTCGCCCTCA 5 5 100,00 300-1100
12. OPCO05 GATGACCGCC 5 5 100,00 300-600
13. OPAT 14 GTGCCGCACT 5 5 100,00 600-1300
14. OPAL 17 CCGCAAGTGT 6 4 66,67 300-1100
15. OPAD 08 GGCAGGCAAG 6 4 66,67 300-1200
16. OPS 07 TCCGATGCTG 5 4 80,00 500-1100
17. OPG 02 GGCACTGAGG 5 4 80,00 500-1100
18. OPQ 13 GGAGTGGACA 5 4 80,00 500-1400
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Tabela 1: Continuacdo

Primer Sequéncia 5'-3' N de. _bandas N (.je pa_ndas % d.e Tamanho (pb)
amplificadas polimoérficas polimorfismo
19. OPQ 06 GAGCGCCTTG 4 4 100,00 700-1100
20. OPE 15 ACGCACAACC 4 4 100,00 600-1100
21. OPAL 16 CTTTCGAGGG 6 3 50,00 300-1200
22 OPC11 AAAGCTGCGG 6 3 50,00 200-1300
23. OPAT 11 CCAGATCTCC 6 3 50,00 400-1200
24, OPQ 03 GGTCACCTCA 5 3 60,00 1400-1100
25. OPH 15 AATGGCGCAG 5 3 60,00 300-1200
26. OPKO01 CATTCGAGCC 5 3 60,00 700-1200
27. OPAT 15 TGACGCACGG 5 3 60,00 600-1200
28. OPAL 20 AGGAGTCGGA 5 3 60,00 200-1100
29. OPAH 13 TGAGTCCGCA 5 3 60,00 700-1200
30. OPQ 04 AGTGCGCTGA 4 3 75,00 600-1300
31. OPALO5 GACTGCGCCA 4 3 75,00 600-1200
32. OPY 17 CACGTGGTGA 4 3 75,00 500-1100
33. OPAH 06 GTAAGCCCCT 3 3 100,00 1000-1200
34. OPQ 05 CCGCGTCTTG 3 3 100,00 500-1100
35. OPBF 14 CCGCGTTGAG 3 3 100,00 900-1300
36. OPH 07 CTGCATCGTG 5 2 40,00 400-1200
37. OPAAO03 TTAGCGCCCC 4 2 50,00 800-1400
38. OPAT 03 GACTGGGAGG 4 2 50,00 1000-1200
39. OPAF06 CCGCAGTCTG 4 2 50,00 300-1200
40. OPAT 13 CTGGTGGAAG 4 2 50,00 1000-1200
41 OPAB 19 ACACCGATGG 4 2 50,00 600-1300
42 OPAHO02 CACTTCCGCT 4 2 50,00 1100-1400
43 OPH 04 GGAAGTCGCC 4 2 50,00 700-1300
44 OPW 06 AGGCCCGATG 3 2 66,67 700-1200
45 OPAL 04 ACAACGGTCC 3 2 66,67 800-1200
46 OPQ 20 TCGCCCAGTC 3 2 66,67 700-1200
47 OPG 13 CTCTCCGCCA 3 2 66,67 400-1100
48 OPU 02 CTGAGGTCTC 3 2 66,67 300-1300
49 OPQ 09 GGCTAACCGA 3 2 66,67 900-1200
50 OPAE 02 TCGTTCACCC 3 2 66,67 600-1000
51 OPQO01 GGGACGATGG 2 2 100,00 1000-1200
52 OPG 12 CAGCTCACGA 4 1 25,00 1100-1300
53 OPH 16 TCTCAGCTGG 3 1 33,33 500-800
54 OPT 15 GGATGCCACT 3 1 33,33 200-700
55 OPAG 07 CACAGACCTG 3 1 33,33 500-1200
56 OPN 20 GGTGCTCCGT 2 1 50,00 500-1000
57 OPG 04 AGCGTGTCTG 2 1 50,00 1000-1200
58 OPP 08 ACATCGCCCA 4 0 0,00 500-1200
59 OPW 20 TGTGGCAGCA 3 0 0,00 600-1300
60 OPQ 14 GGACGCTTCA 2 0 0,00 900-1200
61 OPG 16 AGCGTCCTCC 2 0 0,00 800-1100
62 OPAH 12 TCCAACGGCT 2 0 0,00 700-1300
63 OPS11 AGTCGGGTGG 1 0 0,00 1000
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Discussao

Os melhores resultados obtidos com o
protocolo curto podem ser explicados pela
possivel perda de DNA  durante a
desproteinizacdo e lavagens extras presentes no
protocolo original de Doyle e Doyle (1990).

Em trabalhos realizados com outras espécies
da familia Bromeliaceae, foi verificada grande
variacdo em relacdo ao numero de bandas
polimérficas amplificadas por RAPD e altas taxas
de polimorfismo.

Cavallari (2004) estudando trés espécies do
género Encholirium (Bromeliaceae) testou 96
primers RAPD e selecionou 16 primers que
geraram em média 59 bandas para cada espécie
das quais, aproximadamente, 55,3 eram
polimorficas. Costa et al. (2002) estudando
acessos de Ananas erectifolius (Bromeliaceae)
utilizaram 7 primers RAPD que geraram 104
bandas, das quais 79 eram polimoérficas.
PAMPONET et al. (2008) para estudos de
diversidade genética em Lymania azurea
(Bromeliaceae) utilizaram 10 primers RAPD e
obtiveram 48 bandas polimérficas. NOGUEIRA
(2010) estudando populagdes naturais de P.
flammea utilizou 8 primers RAPD que geraram
um total de 55 bandas e destas 41 foram
polimorficas. SILVEIRA et al. (2009) estudando
acessos de Neoglaziovia variegata
(Bromeliaceae) utilizaram 36 primers RAPD que
geraram 501 bandas sendo 467 polimérficas.
Assim, o numero de bandas polimorficas
amplificadas por RAPD em A. ramosa estdo de
acordo com dados encontrados na literatura.

Concluséao

Foi estabelecida como melhor condicdo para
extracdo de DNA de A. ramosa a utilizacdo de
folhas frescas ou armazenadas por até 48 h em
geladeira e do protocolo Doyle e Doyle (1990)
modificado.

Os primers RAPD OPE 14, OPG 17, OPAC
19, OPAH 19, OPW 07, OPH 18, OPR 07, OPZ
14, OPAL 06, OPAL 08, OPAI 08, OPC 05, OPAT
14 se mostraram mais eficientes para estudos de
diversidade genética em A. ramosa por
apresentarem maior nivel de polimorfismo, com
amplificacdo de 99 bandas das quais 80 foram
polimoérficas, o que representa 80,8 % de
polimorfismo.
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