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1 INTRODUCAO

Os bambus sd3o monocotiledoneas muito importantes econdmica e ecologicamente,
incluidos em Bambusoideae, uma das doze subfamilias de Poaceae (Gramineae), incluindo
mais de 1680 espécies em ca. 127 géneros (Clark & Oliveira 2018). Atualmente, Bambusoideae
encontra-se dividida em trés tribos, sendo uma delas Olyreae, que compreende os bambus
herbaceos (Clark et al., 2015; Clark & Oliveira, 2018). Esta é essencialmente florestal e quase
exclusiva da regidao Neotropical, ocorrendo no Brasil, nas florestas Atlantica e Amazdnica, com
muitas espécies endémicas (Oliveira et al., 2011). Sdo plantas monoicas, com ampla varia¢ao
nos caracteres vegetativos, enquanto os reprodutivos sdo mais constantes, acarretando a
presenca de géneros fracamente delimitados. Sdo reconhecidas 125 espécies distribuidas em 24
géneros (Clark et al. 2015; Clark & Oliveira, 2018; L. Oliveira et al., 2020; R. Oliveira et al.,
2020, 2024), a maioria deles incluindo um pequeno nimero de espécies.

Apesar do avanco no entendimento das relagdes entre bambus nos ultimos anos, como
parte do consorcio mundial BPG (Bamboo Phylogeny Group), ainda hd muito a ser esclarecido.
Um dos grupos-alvo, a subtribo Parianinae, ¢ muito expressiva em nimero de espécies e
historicamente envolvia apenas os géneros Pariana Aubl. e Eremitis DOll. As espécies de
Pariana previamente consideradas como ocorrentes na Mata Atlantica da Bahia foram
transferidas para o género Parianella (Ferreira et al. 2013) e as duas demais linhagens,
envolvendo Pariana (exclusivo da Amazdnia e América Central) e Eremitis (exclusivo da Mata
Atlantica) foram consideradas irmas. Isso foi feito como parte da tese de Ferreira (2012) no
PPGBOT/UEFS, sendo a taxonomia e a evolucao de Eremitis estudadas usando espagadores
nucleares e plastidiais, recuperando trés linhagens fortemente sustentadas, duas delas
correspondendo a membros do género Pariana, parafilético em relacdo a Eremitis (Ferreira et
al. 2019). Recentemente, outro novo género foi publicado em Parianinae, denominado
Aemulanthus R.P.Oliveira & F.M.Ferreira, o qual ¢ endémico do Espirito Santo e
morfologicamente relacionado a Parianella (Oliveira et al. 2024).

Esses estudos foram baseados em uma grande representatividade de amostras de
Eremitis (17 spp. na atualidade), em detrimento de um pequeno numero de Pariana, mesmo
com sua alta diversidade (ca. 36 spp.) e complexidade que sua taxonomia representa. Assim, o
presente estudo teve como objetivo realizar extracdes do DNA e produzir sequéncias do maior
nimero possivel de amostras de Pariana, para futura insercdo das mesmas em filogenias
preexistentes, a fim de ampliar o conhecimento preliminar sobre as relacdes nesse género,
subsidiando discussdes mais consistentes sobre sistemdtica e evolucdo desta importante
linhagem de bambus herbaceos.



2. METODOLOGIA

Para o presente estudo foram utilizadas 37 amostras de DNA de Pariana disponiveis no
Banco de DNAs do Laboratorio de Sistematica Molecular em Plantas da Universidade Estadual
de Feira de Santana (LAMOL/UEFS), além de seis amostras de folhas coletadas e preservadas
em silica gel, provenientes de coletas recentes na regido Amazonica, totalizando 43 amostras
analisadas. A extragao de DNA gendmico foi realizada a partir de folhas preservadas em silica,
utilizando o protocolo de Doyle & Doyle (1987) adaptado para microtubos. Os procedimentos
moleculares incluiram varias etapas para otimizar a pureza ¢ o rendimento do DNA,
minimizando a contaminagdo por polissacarideos e compostos fendlicos. Para a quantificacao
do DNA total, foi utilizada a técnica de eletroforese em gel de agarose. O gel foi preparado e
as amostras de DNA foram misturadas com corante e o marcador Lambda HindIII (200 ng),
sendo aplicadas no gel para a corrida eletroforética, que durou 40 minutos a 80 W. O gel foi
entdo documentado no fotodocumentador UV L-Pix (Loccus Biotecnologia, Cotia, Brasil).

A amplificacdo do DNA foi realizada por meio de reacdes de PCR, focando em regides
especificas do DNA previamente analisadas em Olyreae, incluindo o gene plastidial ndhF, o
intron rp/32 e os espagadores trnD-trnT, trnS-trnG, além do espagador interno transcrito (ITS)
do genoma nuclear ribosomal. Diferentes primers e programas de termociclagem foram usados
para cada regido, com base em protocolos de R. Oliveira et al. (2014, 2020), Ferreira et al.
(2019) e L. Oliveira et al. (2020). As amostras foram amplificadas em gel de agarose por 15
minutos a 80 W. Finalmente, a qualidade do DNA foi verificada no nanodrop
(espectrofotometro UV-Vis), que mediu concentragdo e pureza.

As amostras foram precipitadas com o protocolo PEG, que envolveu a limpeza das
amostras com PEG 20% para precipitagdo do DNA e etanol 80% para limpeza e envio para
sequenciamento, o que sera feito em uma etapa posterior, apos certificacao sobre a identidade
de todas as amostras.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas 43 amostras de DNA do género Pariana, correspondentes, em principio, a 14
espécies: P. campestris Aubl., P. interrupta Tutin., P. ulei Pilg., P. lanceolata Trin., P. velutina
Swallen., P. sociata Swallen., P. nervata Swallen., P. simulans Tutin., P. zingiberina Rich. ex
Doll., P. intermedia DOll., P. concinna Tutin., P. lunata Ness., P. stenolemma Tutin. e P.
gracilis DOll., além de materiais com identificacdo duvidosa, que podem representar novos
tdxons e por isso precisam ser estudados em maiores detalhes. A maioria das amostras
apresentou valores de pureza entre 1,7 e 1,9, obtidos a partir do espectrofotometro NanoDrop
Lite (Thermo Scientific, EUA). Isso indica que a extragdo de DNA teve qualidade, com valor
de absorbancia obtido através do calculo A260/A280, que precisa estar entre 1,8 e 2,0. A
concentracdo de DNA obtida foi considerada satisfatoria para as reacdes de PCR, resultando na
amplificagdo bem-sucedida de trés das cinco regides estudadas. Dentre elas, a andlise
comparativa da performance dos marcadores testados em Pariana revelou que o intron rpl32 e
os espagadores trnD-trnT e trnS-trnG foram amplificados para todas as amostras, sendo 129
amostas no total preparadas para sequenciamento. Isso demonstra que os protocolos utilizados
para os PCRs, incluindo a concentragdo de primers e os programas de termociclagem, foram
otimizados com sucesso para os mesmos (Ferreira et al. 2019, Oliveira et al. 2020).

Dentre as amostras analisadas, aquelas correspondentes aos vouchers Oliveira, [.L.C.48,
Oliveira, I.L.C.50, Oliveira, I.L.C.51, Oliveira, I.L.C.52, Oliveira, I.L.C.54 ¢ Oliveira, I.L.C.60,
tiveram o DNA extraido com sucesso usando o proticolo de Doyle & Doyle (1987) e foram
amplificadas pela primeira vez. Porém, estdo aqui identificadas apenas em nivel de género e
apresentadas na figura 1.



Figura 1: Representantes de Pariana depositados no HUEFS mostrando a diversidade e
respectivos vouchers: (A) Oliveira, [.L.C.48, (B) Oliveira, I.L.C.50, (C) Oliveira, I.LL.C.51, (D)
Oliveira, [.LL.C.52, (E) Oliveira, I.LL.C.54 e (F) Oliveira, [.L.C.60. Fonte: SpeciesLink (2025).

A producdo de sequéncia dessas amostras ¢ de grande importancia para os estudos filogenéticos
em andamento, considerando que para Pariana, menos da metade das espécies teve seu DNA
sequenciado até o momento, como visto em outros estudos que buscam preencher lacunas
similares. A inclusdo de novas sequéncias para complementar as filogenias existentes do grupo
(Ferreira et al. 2019; Oliveira et al. 2024) permitird uma melhor compreensao da identidade e
das relagdes internas do género. Afirma-se que esses resultados poderiam ter sido ainda mais
consistentes, uma vez que durante parte do periodo da bolsa, o LAMOL passou por reformas
estruturais, impactando o cronograma elaborado para as atividades, incluindo o periodo de
treinamento da bolsista nos variados métodos moleculares e na obten¢do das sequéncias.
Durante este periodo de nao uso do laboratorio, foi possivel ampliar a leitura sobre aspectos
taxonomicos do grupo (Clark et al. 2015), o que tem dado uma ideia maior sobre a
complexidade do mesmo.

O estudo tera continuidade, o que permitird uma melhor compreensdo da identidade e das
relagdes internas do género e a comparacao dos dados moleculares com aspectos morfoldgicos
subsidiard a delimitacdo de espécies problemadticas, ampliando o conhecimento sobre a
evolu¢ao dos bambus herbaceos (Oliveira et al. 2011, Clark & Oliveira 2018) e sobre a
diversidade da flora brasileira (Clark & Oliveira 2018), fornecendo uma base importante para
estudos futuros, tanto para fins aplicados quanto para a conservacgao das espécies.



4 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados aqui apresentados sdo fundamentais para ampliar a compreensao sobre
taxonomia e evolucao de espécies de Pariana, membro da subtribo Parianinae, tribo Olyreae.
Foram analisadas amostras de DNA de 43 representantes do grupo, com dados moleculares
inéditos, inclusive de espécies potencialmente novas para a Ciéncia. Apesar de muitas delas
terem sido coletadas ha anos atrés, seu DNA permaneceu preservado, com base nos protocolos
utilizados. O trabalho enfrentou problemas consistentes, como a reforma do laboratdrio ¢ a
propria taxonomia do grupo.. Tais atividades terdo continuidade, reafirmando a importancia dos
estudos moleculares para a sistematica dos bambus herbaceos, fornecendo uma base importante
para a tomada de decisdes taxonOmicas e conservacionistas futuras.
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