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RESUMO

Os objetivos principais deste trabalho foram determinar os potenciais limites geograficos de
distribuicéo e as zonas de contato, bem como determinar os padrdes de distribuicéo da
variabilidade genética entre morfotipos de Heliconia acuminata (Heliconiaceae) na
Amazonia. Esta espécie apresenta ampla variabilidade fenotipica sendo encontrados cinco
morfotipos diferenciados principalmente quanto a forma e coloragéo de suas flores e
inflorescéncias. ObservacGes preliminares indicaram que estes morfotipos ndo co-ocorrem
localmente. Analises de solo foram realizadas para determinar se a segregacgéo local poderia
ser funcdo do tipo de solo. Além disso, foram empregados marcadores moleculares do
genoma do cloraplasto para determinar o grau de diferenciagdo genética entre estes
morfotipos. Por meio de rodovias que partem de Manaus nos sentidos Norte, Sul, Leste e
Oeste, foram determinadas as zonas de contato e mapeadas a distribui¢édo dos morfotipos de
H. acuminata. Estes morfotipos se distribuem em manchas com pouca sobreposi¢do. Além
disso, a distribuicdo dos morfotipos ndo esté associada a fortes disjungdes nos tipos de solo
nas zonas de contato, porque ha sobreposi¢do dos morfotipos no espaco multivariado que
representa solos. Porém, dados de microssatélites do cloroplasto e de sequéncias de regides
ndo-codificadoras do DNA do cloroplasto indicaram significativa diferenciacdo genética e
reduzido fluxo génico entre estes morfotipos de H. acuminata. O morfotipo verde e laranja foi
o mais diferenciado de todos os outros morfotipos, sugerindo poder ja ser considerado espécie

diferente dentro do complexo H. acuminata.



ABSTRACT

The main objectives of this study were to determine the potential limits of geographical
distribution and contact zones, and distribution patterns of genetic variability among
morphotypes of Heliconia acuminata (Heliconiaceae) in the Amazon region. This species
presents wide phenotypic variability among the five recognized morphotypes, differentiated
primarily on the shape and color of its flowers and inflorescences. Preliminary observations
indicated that morphotypes do not co-occur locally. Analysis of soil data was carried out to
determine whether the local segregation could be explained by soil type, and molecular
markers from the chloroplast genome was used to determine the degree of genetic
differentiation among morphotypes. Through roads departing from Manaus due North, South,
East and Westard, it was possible to determine contact zones and map the distribution of
morphotypes for H. acuminata. These morphotypes are distributed in patches with little
overlap. Additionally, the distribution of morphotypes was not associated with major
disjunctions in soil types across contact zones, as all morphotypes occur in the same region in
the multivariate soil space. However, chloroplast microsatellites and sequences data from
non-coding regions of the chloroplast DNA revealed significant genetic differentiation and
reduced gene flow among morphotypes. The morphotypes with green bracts and orange
flowers was the most different of all other morphotypes, suggesting could be considered

different species within the complex H. acuminata.
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INTRODUCAO GERAL

Especiacdo ocorre com a separacao de populagdes de plantas ou animais,
originalmente aptas a entrecruzar, em unidades evolucionarias independentes. Especiacdo
simpatrica ocorre quando populacfes pertencentes ao mesmo limite geogréafico sofrem
mutacdes no genoma ou passam a exibir diferencas ecologicas (Dieckmann & Doebeli 1999,
Higashi et al. 1999, Kondrashov & Kondrashov 1999). A possibilidade de ocorréncia de
especiacdo simpatrica (surgimento de espécies sem isolamento geogréfico) tem sido
frequentemente desprezada (Dieckmann & Doebeli 1999). Recentes evidéncias mostram que
especiacdo simpatrica pode ocorrer devido a divergéncia adaptativa ao longo de gradientes
ambientais (Dieckmann & Doebeli 1999, Kondrashov & Kondrashov 1999, Schluter 2001,
Ogden & Thorpe 2002, Doebeli & Dieckmann 2003, Schulman et al. 2004, Fine et al. 2005,
Savolainen et al. 2006, Ryan et al. 2007). Na especia¢do alopatrica ocorre a formacao de
novas espécies como resultado de separagdo geogréafica ou fragmentagéo da populacéo
intercruzante. Especiacao alopatrica é considerado um dos principais modos de especiacéo
geogréfica na natureza (Mayr 1942, Futuyma & Mayer 1980, Futuyma 1998). De acordo com
0 modelo de especiacdo geogréfica, uma populacéo é dividida em duas ou mais sub-
populacbes como resultado da formacéo de barreiras geogréaficas, o que evita o fluxo génico
entre as sub-populacdes e facilita a ocorréncia de divergéncia suficiente para formar espécies

distintas.

Algumas hipoteses relacionam eventos geoclimaticos pretéritos ocorridos na
Amazonia para explicar o grande nimero de espécies encontrado na regido, assim como 0s
padrdes de distribuicao das espécies e endemismos (revisdo em Haffer & Prance 2001). No
final do Plioceno e do Pleistoceno a América do Sul foi marcada por mudancas nos ciclos

climaticos de temperatura e umidade (Hooghiemstra & Ran 1994). As respostas da vegetacao
1



a estas mudancas climaticas, de calor e tmido para frio e seco, ainda ndo sdo totalmente
conhecidas, e 0 quanto estas mudancas influenciaram a distribuicéo de florestas e savanas no
continente é objeto de continuas discussdes (van der Hammen 1974, Bush et al. 1990,
Colinvaux et al. 1996, van der Hammen & Hooghiemstra 2000, Colinvaux & De Oliveira
2001). A hipotese de fragmentacdo da Floresta Amazonica (Haffer 1969) parece um modelo
atrativo para ocorréncia de especiacdo alopatrica, e consequente biodiversidade. Tuomisto &
Ruokolainen (1997) ressaltaram que, além do modelo historico, é necessario um completo e
atual entendimento ecoldgico e ambiental, para avaliar o papel de fatores ecol6gicos na
biodiversidade e biogeografia da Amazonia. Mesmo sendo ainda um assunto controverso, as
mudancas climaticas ocorridas no Quaternario podem ter influenciado as taxas de especiacdo

em varios grupos de organismos (Oliveira & Daly 1999).

Em vérios estudos biogeograficos, a regido de Manaus é indicada como um lugar onde
os limites de distribuicdo de muitas espécies vegetais coincidem (Prance 1994a, b; Oliveira &
Daly 1999). A diversidade alfa de arvores encontradas na regido de Manaus esta entre as
maiores registradas para parcelas de um hectare na Amazoénia (Oliveira & Daly 1999, Oliveira
& Mori 1999). Oliveira & Daly (1999) discutiram alguns fatores geograficos e edaficos que
podem explicar porque Manaus representa um limite distribucional para muitos taxa de
plantas e animais. Primeiro, Manaus esté localizada na confluéncia de trés grande rios, que
podem funcionar como barreiras para a dispersao (veja Ayres & Clutton-Brock 1992), ou
funcionar como barreiras para o fluxo génico entre as popula¢des. Segundo, ha uma marcada
diferenca nos solos de cada lado do rio Solim@es préximo a Manaus, e isto pode influenciar a

distribuicdo geografica de espécies especialistas edaficas.

Heliconia acuminata L. C. Rich. é uma espécie herbacea, hermafrodita e auto-
incompativel, encontrada em florestas ndo inundaveis da Amazénia Central (Berry & Kress,

1991, Kress et al. 1999). Os fatores geograficos e edaficos acima mencionados podem ter



influenciado e levado a diferenciacdo de H. acuminata em morfotipos distintos que se
distinguem pela coloracdo e morfologia da flor. Alguns destes morfotipos podem ser espécies
distintas. As variedades tém distribui¢fes extensas, mas observagdes preliminares indicaram
que estes morfotipos de H. acuminata ndo co-ocorrem localmente. Se esta distribuigdo é
resultado de especializacdo de habitat, barreiras geograficas ou amostragem inadequada ainda
ndo esta claro. De modo geral, a taxonomia de Heliconia (Heliconiaceae) ainda esta incerta.
Estimativas do nimero de espécies no género variam de 120 para mais de 400 espécies, mas
uma estimativa mais conservadora indica um nimero entre 200 a 250 espécies (Kress 1990).
No Brasil existem 37 espécies, e as duas areas principais de ocorréncia de espécies do género
sdo a Floresta Atlantica, com cerca de 20 espécies, e a Floresta Amaz6nica, com cerca de 21

espécies, sendo muitas espécies endémicas em uma ou outra destas regides (Kress 1990).

Levantamentos detalhados da distribuicdo de cada morfotipo de H. acuminata na
Amazoénia ainda ndo sdo viaveis devido a restri¢des logisticas e financeiras. Entretanto, quatro
morfotipos ocorrerem na regido de Manaus, e as rodovias que se entendem a norte, sul, leste e
oeste permitem uma amostragem detalhada das suas zonas de contato. Nesta regido, os rios
Solimdes, Negro e Amazonas constituem potenciais barreiras geogréficas na distribuicdo de
H. acuminata, como postulado para espécies animais (e.g. primatas: Ayres & Clutton-Brock
1992, Peres et al. 1996, Roosmalen et al. 1998, 2002; aves: Hayes & Sewlal 2004; e anfibios:
SimQes et al., 2008). Adicionalmente, tipos de solo distintos que poderiam estar associados
com especializacdo edéafica podem ser encontrados ao longo das rodovias. Deste modo o
principal objetivo desta parte do trabalho apresentada no capitulo 1, foi determinar os
potenciais limites geogréaficos de distribuicdo de quatro morfotipos de H. acuminata. Neste
capitulo séo discutidos os resultados sobre a distribuicdo em manchas dos morfotipos, e

extensdo da sua sobreposicado nas suas zonas de contato.



O estabelecimento de limites taxon6micos precisos entre espécies € uma etapa
fundamental para o planejamento de estratégias efetivas de conservacéo e uso da
biodiversidade (Blackmore 2002, Ronquist & Gardenfors 2003, Krell 2004). As heliconias
possuem forte apelo comercial como plantas ornamentais, ocupando posic¢ao de destaque no
mercado das exportacdes brasileiras (Junqueira & Peetz 2007). Entretanto, as espécies
amazonicas de Heliconia ndo contribuem para este mercado, fato que pode estar associado a
falta de iniciativa regional para este fim. A caracterizacdo taxondmica de algumas espécies
comerciais de heliconias vem sendo realizada com a finalidade de separar complexos de

variedades entre espécies (Kumar et al. 1998; Sheela et al. 2006).

Os avancos na biologia molecular e suas aplicacGes no estudo de populagfes tém
recentemente dado a oportunidade de explorar a extensdo e distribui¢ao da variabilidade
genética dentro das espécies de plantas (Ennos 1999). Quando estes dados sdo discutidos com
base na teoria da genética de populages, torna-se possivel fazer inferéncias sobre o0s
processos evolucionarios e ecoldgicos que moldam a estrutura genética observada (Avise
1994, Ennos 1999). A estrutura genética de populacdes tem sido objeto de estudo de um
crescente nimero de pesquisadores, particularmente os que combinam elementos de biologia
evolucionaria com ecologia (Frankham 1995, Lee 2002, Erickson et al. 2004). Ent&o, o estudo
de mecanismos ecoldgicos que afetam a estrutura e variabilidade genética em populacdes de
plantas, pode ser importante para a compreensdo de seu papel na distribuicdo geogréafica de
espécies vegetais.

As anélises de polimorfismo em DNA mitocondrial tém sido extensivamente
utilizadas para inferir relagdes em genética de populacdes e para estudos filogenéticos em
animais, devido ao modo de heranca uniparental, e auséncia de recombinacéo (Avise et al.
1987, 1989, Moritz et al. 1987, Harrison 1989). Entretanto, em genoma mitocondrial de

plantas, o baixo nivel de substituicdo de nucleotideos, aliado a uma alta freqiiéncia de



recombinacéo intramolecular, tem restringido o uso de DNA mitocondrial em estudos
filogenéticos e de sistematica (Wolfe et al. 1987, Palmer et al. 1992). O DNA do cloroplasto
ndo sofre recombinacgdo, mas a baixa taxa de substituicdo de nucleotideos tem limitado a sua
utilizacdo (Soltis et al. 1992, McCauley 1995). A descoberta das Seqiiéncias Simples
Repetidas (SSR-Simple Sequence Repeats, revisdo em Powell et al. 1996), no genoma do
cloroplasto das plantas proporcionou novas oportunidades de estudos em genética de
populacdes e sistematica em plantas (Powell et al. 1995, 1996, Provan et al. 1999a).

Marcadores moleculares tém sido utilizados para investigar variabilidade genética em
espécies vegetais que apresentam diferencas morfoldgicas (Wilde et al. 1992, Yu & Pauls
1993, Lashermes et al. 1996, Lee et al. 1996, Schierenbeck et al. 1997, Heaton et al. 1999).
Para determinar se a variagdo na coloracao das flores e inflorescéncias em H. acuminata €
acompanhada de diferenciacdo genética, serdo utilizados os microssatélites do cloroplasto.
Microssatélites tém sido amplamente usados como marcadores moleculares em andlises de
genética de populagdes em plantas (Powell et al. 1995, Collevatti et al. 2001, 2003; Provan et
al. 2001, Balloux & Lugon-Moulin 2002, Lemes et al. 2003, 2007; Lira et al. 2003, Novick et
al. 2003, Erickson et al. 2004, Ohsawa et al. 2008). As vantagens de se utilizar os marcadores
microssatélites resultam de sua relativa abundancia nos genomas de eucariotos, altos niveis de
diversidade alélica, taxa de evolucgdo rapida e facilidade de utilizacdo desses marcadores via
PCR (Polimerase Chain Reaction) (Provan et al. 1999b). Outra forma de deteccéo de variagao
em estudos genéticos ocorre por meio da identificacdo de polimorfismos diretamente nas
sequéncias de nucleotideos em regides especificas do DNA (Ferreira & Grattapaglia 1996).

A combinacdo do uso de marcadores que permitam acessar regifes mais variaveis do
genoma do cloroplasto (cpDNA) como os microssatélites; e os polimorfismos de nucleotideos
em sequéncias de regides ndo-codificadoras mais conservadas podem fornecer evidéncias que

permitam melhor diferenciar os morfotipos de H. acuminata e estabelecer as relagdes



taxonémicas entre eles. Recentemente, o uso de marcadores de regides ndo-codificadoras dos
genomas, tanto em plantas quanto em animais tem aumentado no campo da taxonomia,
principalmente para identificacdo de sequéncias Unicas na determinacdo de espécies (Hebert
et al. 2003a, 2003b, 20044, 2004b; Will & Rubinoff 2004; Kress et al. 2005; Savolainen et al.
2005; Rubinoff et al. 2006; Hajibabaei et al. 2007). Esta técnica conhecida como DNA
Barcode tem sido usada como importante ferramenta da taxonomia para auxilio na
identificacdo de espécies (Dasmahapatra & Mallet 2006, Kress & Erickson 2007, Pennisi
2007, Lahaye et al. 2008). Kress & Erickson (2007) propdem a utilizacdo da regido do DNA
que compreende o espacador entre 0s genes trnH e psbA situados no genoma do cloroplasto
das plantas, bem como do espacador intergénico ITS situado no genoma nuclear, como
marcadores principais de DNA Barcode em plantas, pela alta variabilidade apresentada por
esses marcadores, em comparacgao a outros marcadores moleculares utilizados em sistematica
molecular de plantas (Kress et al. 2005). Deste modo o principal objetivo desta parte do
trabalho apresentada no capitulo 2, foi determinar os padrées de distribuicdo da variabilidade
genética nos morfotipos de H. acuminata, com base na analise da variagcdo encontrada em oito
locos microssatélites bem como em sequéncias do espacador intergénico trnH/psbA do
genoma do cloroplasto, visando determinar o grau de diferenciacdo genética entre esses

morfotipos.
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OBJETIVOS GERAIS

1. Determinar as zonas de contato, extensdo da sobreposicao e potenciais limites geograficos

na distribuicdo dos quatro morfotipos de H. acuminata que ocorrem na regido de Manaus;

2. Determinar os padrdes de distribuicdo da variabilidade genética nos morfotipos de H.

acuminata que ocorrem na Amazonia brasileira, visando determinar o grau de diferenciacéo

genética entre esses morfotipos.
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CAPITULO 1

Manuscrito a ser submetido a Biotropica
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A DISTRIBUIGAO DE ESPECIES PODE REFLETIR PROCESSOS QUE OCORRERAM NO PASSADO
REMOTO (Haffer 1969, van der Hammen 1974, Bush et al. 1990, Colinvaux et al. 1996, van
der Hammen & Hooghiemstra 2000, Colinvaux & De Oliveira 2001, Svenning et al. 2008),
especializacdo de habitat (Clark et al. 1999, Svenning 1999, Webb & Peart 2000, Harms et al.
2001, Tuomisto et al. 2002, Tuomisto et al. 20034, b, c; Costa et al. 2005, Kinup &
Magnusson 2005, Ellis & Weis 2006, Poulsen et al. 2006), presenca de barreiras geograficas
(Ayres & Clutton-Brock 1992, Peres et al. 1996, Roosmalen et al. 1998, 2002; Hayes &
Sewlal 2004, Simdes et al. 2008), ou processos aleatorios combinados com limitagGes
intrinsecas de dispersdo (Hubbell 2001). A maioria das espécies existentes divergiu ha
milhdes de anos atras, e processos que ocorreram no passado remoto sao dificeis de estudar.
Entretanto, processos associados com variagao intra-especifica que podem representar
especiacdo incipiente podem ser usados para inferir cladogénese.

Heliconia acuminata é uma espécie herbacea de sub-bosque amplamente distribuida
na Amazonia com diferentes combinacdes na coloracdo das flores e bracteas (Berry & Kress,
1991; Kress et al. 1999). Esta espécie tipifica um aspecto comum a maioria das heliconias, a
ocorréncia de diversos morfotipos formando complexos de espécie. Alguns destes morfotipos
podem ser espécies distintas, porém esta ainda é uma questao pouco explorada (e.g. Kumar et
al. 1998; Sheela et al. 2006). Observacdes preliminares indicaram que estes morfotipos de H.
acuminata ndo co-ocorrem, mas se esta distribuicdo é resultado de especializagdo de habitat,
barreiras geogréficas ou amostragem inadequada ainda ndo esta totalmente elucidado.

Levantamentos detalhados da distribuicdo de cada morfotipo de H. acuminata na
Amazoénia ainda ndo sdo viaveis devido a restri¢des logisticas e financeiras. Entretanto, quatro
morfotipos ocorrem na regido de Manaus (Fig. 1), e as rodovias que se estendem a norte, sul,
leste e oeste permitem uma amostragem detalhada das suas zonas de contato. Nesta regiéo, 0s

rios Solimdes, Negro e Amazonas constituem potenciais barreiras geograficas da distribuicéo
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Figura 1. Os morfotipos de H. acuminata encontrados na Amazonia Central. (A) Vermelho e branco - VMB, (B)
Vermelho e laranja - VML, (C) Vermelho e amarelo — VMA, e (D) Verde e laranja - VDL.

de H. acuminata, como postulado para outras espécies em diferentes regides na Amazonia
(e.g. primatas: Ayres & Clutton-Brock 1992, Peres et al. 1996, Roosmalen et al. 1998, 2002;
aves: Hayes & Sewlal 2004; e anfibios: Simdes et al. 2008). Adicionalmente, tipos de solo
distintos que poderiam estar associados com especializacdo edafica podem ser encontrados ao
longo das rodovias.

Neste trabalho, investigamos as zonas de contato, extensdo da sobreposicdo, potenciais
limites geograficos na distribuicao dos quatro morfotipos de H. acuminata que ocorrem na
regido de Manaus, bem como sua ocorréncia em locais distantes cerca de 800 km ao norte,
sul, leste e oeste. Além disso, determinamos se caracteristicas edaficas estdo associadas com a

distribuicdo destes morfotipos.
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METODOS

AREA DE ESTUDO.-O trabalho de campo foi realizado predominantemente na Amazonia
Central, acompanhando as rodovias que partem da cidade de Manaus, AM (3.135650° S,
58.440780° W). A regido ao leste de Manaus € formada principalmente por rochas do
Cretaceo da Formacédo Alter do Chéo, formando um cintur&o cobrindo rochas do Paleozoico,
e uma variedade de rochas igneas e metamdrficas do Pré-Cambriano dos Escudos das Guianas
e do Brasil Central (Rossetti et al. 2005). As areas a oeste de Manaus possuem dep06sitos do
Cenozoico, cobrindo a Formacdo Solimdes/Pebas do Mioceno (Rossetti et al. 2005). De
maneira geral, as caracteristicas geomorfoldgicas da Amaz6nia sdo dindmicas no tempo e
espaco, mas existe caréncia de dados geoldgicos mais especificos devido a imensa area

florestal, densa cobertura da vegetacéo e dificuldade de acesso (Rossetti et al. 2005).

COLETA DE DADOS.—Entre novembro de 2004 e fevereiro de 2007, mapeamos a distribuicdo
dos individuos dos quatro morfotipos de H. acuminata ao longo das principais estradas de
saida de Manaus (3.135650° S, 58.440780° W) (Fig. 2). Ao longo da rodovia BR 174, que
liga Manaus a Boa Vista no estado de Roraima (em direcdo ao norte), foram amostrados
aproximadamente 110 km até o municipio de Presidente Figueiredo (2.050315° S, 60.024061°
W). Ao longo da rodovia AM 240 foram amostrados aproximadamente 60 km até o distrito de
Balbina (1.934256° S, 59.422302° W). Ao longo da rodovia AM 010 (leste de Manaus) foi
amostrado um trecho de aproximadamente 250 km que liga Manaus ao municipio de
Itacoatiara (3.137088 S°, 58.438339° W). Ao longo da rodovia AM 070 (oeste de Manaus) foi
amostrado um trecho de aproximadamente 200 km que liga Manaus ao municipio de Novo

Airdo (2.626186 ° S, 60.94305° W). E ao longo da rodovia BR 319 (sul de Manaus) foi

24



amostrado um trecho de aproximadamente 250 km. Além destas coletas predominantemente
ao redor de Manaus, ocorreram coletas complementares em locais mais distantes (Fig. 2), em
Pacaraima (4.478165° N, 61.145016° W, cidade pertencente ao Estado de Roraima, ao norte
de Manaus), em Alter do Chéo, préximo ao municipio de Santarém (2.432030° S, 54.717630°
W, Estado do Par4, leste de Manaus), e préximo a Porto Velho (8.760230° S, 63.885800° W,
capital do Estado de Rond6nia, sul de Manaus). Cada individuo de H. acuminata foi
georeferenciado com GPS, e sua localizacdo plotada em imagens de satélite, através do
programa Arc Gis. Como unidade amostral para confeccionar os mapas de distribuicao, bem
como para as analises de correlagdo com os dados de solo, foram considerados os individuos
dos diferentes morfotipos de H. acuminata. As coletas de solo foram realizadas perto do local
de ocorréncia dos individuos de cada morfotipo. No momento em que um individuo de H.
acuminata era encontrado, imediadamente uma amostra de solo da camada superficial (0-20

cm) era retirada com o auxilio de um trado ao lado do individuo.

ANALISES DE SOLO.—As coletas das amostras de solo foram realizadas na camada superficial
de 0 a 20 cm de profundidade. Das amostras de solo foi obtido um total de 13 atributos: C/N,
P, K, Ca?*, Mg®*, Mn?*, AI**, Fe?*, Zn?*, pH e porcentagem de Argila, Silte, Areia (Tabela 1).
Todas as analises foram realizadas no Laboratdrio Tematico de Solos e Plantas do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia.

A acidez do solo (pH) foi medida a partir de uma solugéo de solo seco moido ao qual
foi adicionada 4gua destilada, na proporcéo solo:agua de 1:2,5 ml. Ca*?, Mg*?, e AI** foram
determinados por Espectrofotometria de Absorcdo Atémica, ap6s serem extraidos com

solucdo de KCI IN. P, K e micronutrientes do solo (Mn*", Fe*" e Zn*), também foram

25



Tabelal. Sumario das estatisticas descritivas das varidveis de solo medidas para os quatro morfotipos de Heliconia acuminata.

Vermelho e branco

Vermelho e laranja

Vermelho e amarelo

Verde e laranja

relores Média  Amplitude DP Média  Amplitude DP Média  Amplitude DP Média  Amplitude DP
C/N 12,59 5,15-17,39 3,26 12,77 8,97-17,15 2,09 12,28 8,92-15,85 1,95 14,84  11,32-19,98 1,78
P (mg/kg) 2,90 0,44-4,99 1,21 4,05 0,00-7,31 2,52 3,33 0,36-8,78 2,04 4,18 1,11-10,88 2,11
K (cmol/kg) 0,16 0,05-0,26 0,06 0,09 0,01-0,21 0,05 0,14 0,06-0,32 0,07 0,23 0,03-0,60 0,19
Ca (cmol/kg) 0,19 0,05-1,20 0,22 0,62 0,07-2,17 0,58 0,50 0,11-4,20 0,95 1,77 0,06-6,55 2,11
Mg (cmol/kg) 0,22 0,04-1,04 0,19 0,30 0,07-1,32 0,28 0,22 0,04-1,21 0,28 0,52 0,08-1,85 0,47
Mn (mg/kg) 3,89 1,20-17,70 3,36 13,30 0,50-65,90 17,71 3,40 0,70-32,50 6,93 39,67  0,60-233,00 46,07
Al (cmol/kg) 0,45 0,03-3,09 0,57 0,47 0,00-1,62 0,51 1,09 0,05-3,49 1,32 0,52 0,00-3,45 0,84
Fe (mg/kg) 326,39 61,00-88550 176,21 172,69 53,50-308,50 67,31 307,10 66,50-689,00 146,40 181,57 52,00-556,50 112,24
Zn(mg/kg) 1,68 0,20-3,30 1,02 1,17 0,00-4,40 1,05 1,10 0,00-3,60 1,14 2,96 0,50-6,00 1,62
Argila (%) 45,95 9,51-80,36 24,39 24,72 2,00-74,82 22,05 19,61  4,01-43,20 10,76 33,90 8,73-69,12 17,24
Silte (%) 26,09 6,39-51,37 16,49 14,21 1,39-37,24 8,73 30,72 8,34-81,22 24,54 23,58  4,37-69,65 17,01
Areia (%) 27,83 8,46-70,08 14,87 60,82 6,09-88,50 25,94 49,67  12,12-8550 28,65 4198  11,22-80,85 22,32
pH (em agua) 4,07 3,25-4,99 0,38 4,36 3,55-5,67 0,60 4,27 3,88-5,54 0,41 4,54 3,71-5,84 0,54
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determinados por Espectrofotometria de Absor¢do Atémica com solucéo de duplo-4cido,
constituida por uma mistura de HCI 0,05 M + H,SO,4 0,0125 M. N e C foram determinados
por cromatografia pelo método de combustéo.

As andlises granulométricas foram baseadas na velocidade de queda das particulas que
compdem o solo em dispersante quimico. Para determinacdo da argila, foi pipetado um
volume de 20 ml da suspensdo, que foi pesada apds seca em estufa. A areia foi separada por
peneiras, seca em estufa e pesadas para obtencao dos respectivos percentuais. O silte
corresponde ao complemento dos percentuais foi obtido por diferenca das outras fraces em

relagdo a amostra original.

ANALISE DOS DADOS.— Inicialmente, o conjunto de dados das caracteristicas do solo
representado por 13 varidveis foi sumarizado por meio de Analise de Componentes Principais
(PCA) baseada em uma matriz de associacdo por Correlacdo. O uso de matriz de correlacéo
atribui 0 mesmo peso para as variaveis.

Os eixos ortogonais resultantes da ordenacdo PCA foram utilizados como variaveis
dependentes em uma Analise de Variancia Multivariada (MANOVA). A MANOVA testa a
diferenca nas caracteristicas edaficas nos locais onde foram encontrados os morfotipos de H.
acuminata. Os quatro morfotipos de H. acuminata foram utilizados como variaveis
categdricas no modelo. A estatistica Pillai trace foi utilizada para avaliar a significancia da
MANOVA (P < 0,05) por ser mais robusta as violagdes de premissas (Magnusson & Mourdo
2003).

A Anélise de Componentes Principais e a MANOVA foram realizadas com o

programa SYSTAT 8.0 (Wilkinson 1998).
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RESULTADOS

Na maioria dos locais amostrados na regido de Manaus foi encontrado apenas um morfotipo
de H. acuminata, e locais com 0 mesmo morfotipo foram geralmente agrupados, mas
ocorreram zonas de contato com pouca sobreposi¢do. A Unica regido com mais de um
morfotipo foi ao longo da BR-319 ao sul do rio Amazonas. O morfotipo vermelho e branco
(VMB) ocorreu no interior das areas de floresta, enquanto o morfotipo vermelho e amarelo
(VMA) em éareas abertas e ao longo da borda da rodovia. O morfotipo VMB geralmente
ocorreu apenas em areas sombreadas no interior da floresta (74 individuos). Os outros
morfotipos foram encontrados tanto em areas de floresta (morfotipo vermelho e laranja -
VML: 25 individuos), quanto ao longo de bordas da floresta (VML: 22 individuos; morfotipo
verde e laranja - VDL.: 58 individuos), as vezes invadindo areas de pastagem (VMA: 53
individuos).

O morfotipo VML ocorreu apenas a leste da regido de Manaus, e foi o Gnico
morfotipo registrado em Santarém, 570 km a leste (Fig 2 e 3B, C, F). Entretanto, este
morfotipo foi também registrado em Porto Velho, 760 km a sudoeste (Fig 2 e 3D). O
morfotipo verde e laranja (VDL) foi o Unico morfotipo registrado entre Presidente Figueiredo
e savanas de Roraima, ao norte (Fig 2 e 3B, E). O morfotipo VMA € o mais distinto dos
morfotipos, e apenas este pode ser distinguido dos outros quando estéril. Ele possui uma cera
branca na regido abaxial das folhas, como H. tarumaensis. Este morfotipo ocorreu apenas ao
sul do rio Amazonas (Fig 2 e 3A, D). O morfotipo VMB foi completamente circundado pelos
outros morfotipos na regido de Manaus, num raio de 120 km ao norte do rio Amazonas e 200
km a leste do rio Negro (Fig 2 e 3A, B). Entretanto, este morfotipo ocorreu também ao sul do
rio Amazonas (AM-254 e BR3-19), oeste do rio Negro, e a sudoeste préximo a Porto Velho

(Fig 2e 3A, D).
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Figura 2. Localizagdo da &rea de estudo na Amazonia Central, nos Estados do Amazonas (cidades de Manaus e
Presidente Figueiredo), Roraima (municipio de Pacaraima), Pard (municipio de Santarém) e Ronddnia (cidade de
Porto Velho). As coordenadas geograficas especificas da cada ponto estdo em Material e Métodos. Os pontos
brancos correspondem as ocorréncias do morfotipo VMB, pontos laranja ao morfotipo VML, pontos amarelos ao

VMA e pontos verdes ao morfotipo VDL. Cada ponto no mapa representa um conjunto de individuos.
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Figura 3. Localizagdo das manchas de distribuicdo dos morfotipos de H. acuminata na Amazonia Central. (A)
Coletas realizadas na regido de Manaus, (B) e Presidente Figueiredo e (C) Itacoatiara. As coletas mais distantes
foram realizadas em (D) Porto Velho, Estado de Ronddnia, (E) Pacaraima, Estado de Roraima, e Santarém,
Estrado do Para. Os pontos representam na maioria coletas individuais. Os pontos brancos correspondem as
ocorréncias do morfotipo VMB, pontos laranja ao morfotipo VML, pontos amarelos ao VMA e pontos verdes ao
morfotipo VDL.

Como os morfotipos VMB e VML foram encontrados em ambos os lados do rio

Amazonas e/ou Negro, nao existe evidéncia de que os grandes rios na regido sejam barreiras
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entre os morfotipos. Embora existam areas distintas dominadas por apenas um morfotipo na
regido de Manaus, os mesmos morfotipos reaparecem em locais a muitos quilémetros de
distancia. Entdo, ndo parece que as manchas monoespecificas poderiam ser mantidas por
simples limitagdo intrinseca de dispersao.

Os dois primeiros eixos da PCA capturaram 51,4 % da variancia total nas
caracteristicas de solo, indicando gradientes distintos em nutrientes e granulometria (Tabela
2). O primeiro eixo representou 32,9 % da variancia explicada, e foi relacionado
principalmente com nutrientes, o segundo eixo representou 18,4 % da variancia explicada, e
foi relacionado principalmente com granulometria (Tabela 2). Embora a MANOVA tenha
revelado diferencas médias significativas nas caracteristicas edaficas entre as areas ocupadas
pelos quatro morfotipos de H. acuminata (Pillai Trace = 0,49; Fg 19, = 10,48; P < 0,001), as
populacOes de cada morfotipo ocuparam a maior parte do espaco multivariado representando
solos (Fig. 4). Para dois morfotipos em que existem dados detalhados das zonas de contato, 0
limite distinto entre o morfotipo VMB e o morfotipo VML néo ocorreu devido a forte
disjuncdo na fertilidade do solo na zona de contato entre estes dois morfotipos, representado
pelo primeiro eixo da PCA (Fig. 5A). No entanto, zona de contato entre o morfotipo VMB e 0
morfotipo VML entre Manaus e Itacoatiara observa-se leve disjuncdo na granulometria,

representado pelo segundo eixo da PCA (Fig. 5B).

DISCUSSAO

Os mecanismos envolvidos na manutencdo das manchas distintas de distribuicdo dos
morfotipos de H. acuminata que cobrem milhares de km? ainda néo sao claros. Muitos
estudos sugerem que os rios amazo6nicos podem funcionar como barreiras geograficas a

dispersdo das espécies (Ayres & Clutton-Brock 1992, Peres et al. 1996, Roosmalen et al.
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Tabela 2. CorrelagGes entre as 13 variaveis edaficas com dois eixos de ordenagdo
produzidos pela Analise de Componentes Principais para as variaveis de solo
medidas para os quatro morfotipos de Heliconia acuminata. Em negrito,

valores de correlacdo acima de 0,6.

Variaveis PCA1l PCA2
C/IN 0,24 0,36
P 0,46 -0,22
K 0,58 0,34
Ca 0,92 -0,02
Mg 0,90 -0,03
Mn 0,85 -0,15
Al -0,32 0,39
Fe -0,28 0,14
Zn 0,73 0,43
Argila -0,08 0,76
Silte 0,18 0,41
Areia -0,05 -0,95
pH 0,75 -0,28
% Variancia explicada 32,94 18,44

% Variancia acumulada 32,94 51,38
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Figura 5. Representacdo linear das zonas de contato (linha vertical pontilhada) entre os morfotipos VMB (pontos
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dados de solo.
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1998, 2002; Hayes & Sewlal 2004, Simdes et al. 2008). Em alguns pontos, os rios Negro e
Amazonas possuem cerca de 10 km entre uma margem e outra, 0 que poderia afetar
diretamente a distribuicdo dos morfotipos de H. acuminata, causando o padréo observado de
distribuicdo em manchas. Entretanto, a distribuicdo observada neste estudo n&o fornece
evidéncia que grandes rios, como o0 Amazonas e Negro, sejam barreiras geograficas para 0s
morfotipos.

Além disso, ndo existe barreira geogréfica ébvia nas zonas de contato entre 0s
morfotipos onde a distribuicdo € simpatrica. Os morfotipos de H. acuminata ocorrem em
regides diferentes segregados espacialmente. Como evidenciado pela MANOVA, é esperado
que nestes locais os tipos de solo sejam, em média, diferentes. No entanto, os morfotipos
ocupam as mesmas regides no espago multivariado do primeiro e segundo eixos da PCA que
representa os tipos de solo, mostrando que existe grande variagdo na ocorréncia dos
morfotipos em relacdo a caracteristicas do solo. Recentes estudos realizados na Amazonia
Ocidental (Tuomisto et al. 2002, Tuomisto et al. 2003a, b, c; Tuomisto & Ruokolainen 2005,
Cardenas et al. 2006, Tuomisto 2006), bem como na Amazonia Central (Costa et al. 2005,
Kinup & Magnusson 2005), tem encontrado relagdo entre a distribuicdo de espécies vegetais
de sub-bosque com topografia e tipo de solos. Embora existam diferencas médias
significativas nas caracteristicas de solo nas regides ocupadas por cada morfotipo, ndo parece
existir gradiente edafico responsavel para a quase completa segregacao local entre os
morfotipos, e todos os morfotipos ocorrem na maioria dos tipos de solo amostrados na regiéo.
Os limites distintos entre o morfotipo VMB e o morfotipo VML em duas zonas de contato
distintas ndo foram associados a uma disjuncdo abrupta nas caracteristicas do solo
encontradas entre estes dois morfotipos.

Existem evidéncias de que distribuicdo em manchas em espécies vegetais de florestas

tropicais seja determinada por disperséo localizada (e.g. Svenning &Wright 2005, Uriarte et
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al. 2005, Svenning et al. 2006). Entretanto, o fato de alguns morfotipos ocorrerem em
diferentes manchas varios quilémetros de distancia indica que simples limitacdo intrinseca de
dispersdo néo seria suficiente para manter este padrdo. A distribuicdo em manchas dos
morfotipos de H. acuminata pode refletir processos saltatorios de dispersao, com eventos de
dispersdo de longa distancia dando origem a novas agregac6es de individuos. Dispersao a
longa distancia é considerado um evento raro e aleatério (Nathan 2006), mas explica a
ocorréncia no tempo presente de algumas espécies em comum a regio Neotropical e a Africa
(e.g. Dick et al. 2007), sendo considerado um processo importante para manutencgéo de
espécies vegetais em escala regional (e.g. Soons & Ozinga 2005). A ecologia da dispersao de
espécies de helicdnias ainda é pouco estudada, mas observacdes preliminares na Amazoénia
Central indicam que sabias (Turdus spp.) sdo possiveis candidatos a agentes de dispersdo a
longa distancia de H. acuminata (M. Ancides, comunicacdo pessoal). Na Amazonia Central
estdo sendo realizados estudos sobre a dispersdo do morfotipo VMB nas areas do Projeto
Dinémica Biologica de Fragmentos Florestais. As primeiras observacdes revelaram que 0s
sabias engolem os frutos de H. acuminata, sendo defecadas apds permanecer por cerca de 30
minutos no trato digestivo (M. Ancides, comunicagédo pessoal). Desta forma estas aves
poderiam estar aumentando o potencial de dispersdo das sementes de H. acuminata a locais
mais distantes.

Ainda que o padréo geral observado para alguns grupos de espécies vegetais
encontradas na Amazonia seja distribuicdo associada a caracteristicas edaficas, 0 mesmo néo
ocorre para os morfotipos de H. acuminata. Embora existam diversas hipdteses alternativas
que tentam explicar padrdes de distribuicdo (e.g. Moritz et al. 2000), principalmente para a
regido amazénica ainda ha muito debate e controveérsia, pois é provavel que simples processos
ndo afetem os organismos da mesma maneira. Na auséncia de barreiras geograficas distintas

ou segregacao de habitat em funcdo dos solos onde ocorrerem, os padrdes de distribui¢do dos
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morfotipos de H. acuminata parecem influenciados por sutis gradientes ecologicos que podem
estar asociados ao tipo de solo, como a disponibildade de agua. Isto pode significar que na
escala estudada, levar em conta apenas a fertilidade e textura dos solos para explicar o
possivel padréo de distribuicio de H. acuminata, podem néo ser suficientes. E possivel que a
incorporacdo de outras variaveis, como a disponibilidade de 4gua no solo, possa melhorar o

poder de explicagcdo dos modelos de distribuicdo de H. acuminata na Amazonia.
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Introducéo

A maioria das espécies da monogenérica familia Heliconiaceae, nativa da regido
tropical, apresenta uma ampla variabilidade fenotipica principalmente quanto a forma e
coloracdo de suas flores e inflorescéncias (Berry & Kress 1991). A variacdo morfoldgica
naturalmente observada entre individuos e populagdes de helicbnias é tdo expressiva que
frequentemente tem conduzido a dificuldades na identificagdo taxondmica dentro do grupo.
Isto torna quase impraticavel o uso de chaves de identificacdo das espécies sem fotografias

coloridas.

O alto grau de polimorfismo observado entre espécies de heliconias tem sido
interpretado como o resultado de selecdo mediada por polinizadores (Stiles 1975; Kress 1985;
Temeles & Kress 2003), ao passo que polimorfismos dentro das espécies sao menos
compreendidos. Varios processos tém sido sugeridos como forcas seletivas atuando no nivel
intra-especifico para a diferenciacdo de heliconias tais como isolamento geogréfico,
plasticidade fenotipica (Broschat et al. 1984; Kumar et al. 1998), hibridacdo (Berry & Kress
1991) e selegéo (Temeles et al. 2000; Temeles & Kress 2003). O quanto tais processos estéo
relacionados a padrdes diferenciados de distribuicdo da variabilidade genética em populacGes
de espécies polimorficas de heliconias é ainda desconhecido, sendo sua compreensao de
fundamental importancia para o entendimento dos padrdes de diversificacdo em

Heliconiaceae.

Em funcéo do alto grau de polimorfismos encontrado na familia, a taxonomia e
sistematica de Heliconia ndo séo ainda bem definidas apresentando assim uma série de
dificuldades para a determinagdo precisa das espécies. As estimativas do nimero de espécies
de Heliconia variam de 120 a 400 sendo que a mais conservadora indica um numero total de
espécies para o género em torno de 200 a 250 (Kress 1990). No Brasil existem 37 espécies de

Heliconia sendo as principais areas de distribuicdo do género as florestas Atlantica (20
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especies) e Amazonica (21 especies), regides nas quais as helicbnias apresentam também alto

endemismo (Kress 1990).

O estabelecimento de limites taxondbmicos precisos entre espécies € uma etapa
fundamental para o planejamento de estratégias efetivas de conservacao e uso racional da
biodiversidade (Blackmore 2002; Ronquist & Gardenfors 2003; Krell 2004). As helicénias
possuem forte apelo comercial como plantas ornamentais e atualmente vém ocupando uma
posicdo de destague no mercado das exportacOes brasileiras (Junqueira & Peetz 2007). No
entanto, as espécies de Heliconia da regido amaz6nica ainda nao contribuem ativamente para
este mercado, que pode ser reflexo da falta de iniciativas publicas na regido para esta
finalidade comercial. A caracterizacdo taxonémica de algumas espécies comerciais de
helic6nias ja vem sendo realizada com a finalidade de separar espécies dentro de complexos
de morfotipos (Kumar et al. 1998; Sheela et al. 2006). Esta pratica é importante, pois a
correta identificacdo das espécies determina a melhor forma de manejo levando em

consideracdo caracteristicas ecolégicas especificas.

Heliconia acuminata € uma especie herbacea, hermafrodita e auto-incompativel,
encontrada em florestas ndo inundaveis da Amazonia (Berry & Kress 1991). Heliconia
acuminata é um exemplo da alta diversidade fenotipica no género. Na Amazénia brasileira
esta espécie possui pelo menos cinco morfotipos distintos que se distinguem principalmente
pela coloracdo das flores e inflorescéncias (Fig. 1). Um morfotipo apresenta bracteas
vermelhas com flores brancas (Fig. 1A), um com brécteas vermelhas e flores amarelas (Fig.
1B), um morfotipo com bracteas vermelho-alaranjadas com flores laranja (Fig. 1C), um
morfotipo com bréacteas verde-alaranjadas e com flores de esverdeadas a alaranjadas (Fig.
1D), e um morfotipo com bracteas e flores amarelas (Fig. 1E). Os morfotipos de H. acuminata
ocorrem geralmente em manchas que ndo sdo continuas podendo abranger milhares de

quildmetros quadrados, ocorrendo pouca sobreposic¢ao na distribuicdo destes morfotipos
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Figura 1 Os morfotipos de H. acuminata encontrados na Amazonia Central. (A) Vermelho e branco, (B)

Vermelho e laranja, (C) Vermelho e amarelo, (D) Verde e laranja, e (E) Amarelo.

nas regides de sua ocorréncia na Amazonia brasileira (Cap. 1). N&o se conhece ainda estudos
que visem determinar se os morfotipos de H. acuminata apresentam diferenciagéo suficiente

para serem considerados entidades geneticamente distintas.

Marcadores moleculares tém sido utilizados para investigar a correlagédo entre

diferencas fenotipicas e diferenciacdo genética entre morfotipos, variedades e subespécies em
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especies vegetais (e.g. Kumar et al. 1998; Heaton et al. 1999; Jang et al. 2005; Sheela et al.
2006). Tais estudos basicamente tém investigado a variabilidade genética por meio da anélise
de marcadores moleculares do genoma nuclear. Entretanto, o genoma citoplasmético também
€ muito importante na compreensdo de padrdes filogeogréaficos e na defini¢do de estoques
genéticos (Avise et al. 1987; Avise 1989). Isto porque o genoma do cloroplasto possui
heranga uniparental materna, sendo desta forma disperso via sementes (Avise et al. 1987;
Avise 1989). Comparado com o genoma nuclear, o genoma do cloroplasto é mais indicado
para evidenciar estruturacdo geografica causada por dispersdo, e adicionalmente por possuir
taxa de evolugdo mais lenta, o genoma do cloroplasto facilita o estudo de padrdes histéricos
mais antigos de fluxo génico (Avise et al. 1987; Avise 1989).

Microssatélites tém sido amplamente usados como marcadores moleculares em
analises de genética de populacBes em plantas (Powell et al. 1995; Collevatti et al. 2001,
2003; Provan et al. 2001; Balloux & Lugon-Moulin 2002; Lemes et al. 2003, 2007; Lira et al.
2003; Novick et al. 2003; Erickson et al. 2004; Ohsawa et al. 2008). As vantagens de se
utilizar os marcadores microssatélites resultam de sua relativa abundancia nos genomas de
eucariotos, altos niveis de diversidade alélica, taxa de evolucéo rapida e facilidade de
utilizacdo desses marcadores via PCR (Polimerase Chain Reaction) (Provan et al. 1999).
Outra forma de detec¢do de variabilidade em estudos genéticos ocorre por meio da
identificacdo de polimorfismos diretamente nas sequéncias de nucleotideos em regides
especificas do DNA (Ferreira & Grattapaglia 1996).

A combinacdo do uso de marcadores que permitam acessar regifes mais variaveis do
genoma do cloroplasto (cpDNA) como os microssatélites; e os polimorfismos de nucleotideos
em sequéncias de regides ndo-codificadoras mais conservadas poderédo fornecer evidéncias
que permitam melhor diferenciar os morfotipos de H. acuminata e estabelecer as relagdes

taxonémicas entre eles. Recentemente, o uso de marcadores de regides ndo-codificadoras dos
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genomas, tanto em plantas quanto em animais tem aumentado no campo da taxonomia,
principalmente para identificacdo de sequéncias Unicas na determinacdo de espécies (Hebert
et al. 2003a, 2003b, 20044, 2004b; Will & Rubinoff 2004; Kress et al. 2005; Savolainen et al.
2005; Rubinoff et al. 2006; Hajibabaei et al. 2007). Esta técnica conhecida como DNA
Barcode tem sido usada como importante ferramenta da taxonomia para auxilio na
identificacdo de espécies (Dasmahapatra & Mallet 2006, Kress & Erickson 2007, Pennisi
2007, Lahaye et al. 2008). Kress & Erickson (2007) propdem a utilizacdo da regido do DNA
que compreende o espacador entre 0s genes trnH e psbA situados no genoma do cloroplasto
das plantas, bem como do espacador intergénico ITS situado no genoma nuclear, como
marcadores principais de DNA Barcode em plantas, pela alta variabilidade apresentada em
comparacdao a outros marcadores moleculares utilizados em sistematica molecular de plantas
(Kress et al. 2005).

Este estudo tem como objetivo principal determinar os padrdes de distribuicdo da
variabilidade genética nos morfotipos de H. acuminata que encontrados na Amazonia Central,
com base na analise da variagcdo encontrada em oito locos microssatélites bem como em
sequéncias do espacador intergénico trnH/psbA do genoma do cloroplasto, visando determinar

o grau de diferenciagdo genética entre esses morfotipos.

Material e Métodos
Coleta do material

Para as andlises genéticas, foram coletadas amostras de folhas de 7 a 16 individuos de
cada morfotipo de cada populacéo de Heliconia acuminata, oriundos de 12 populagdes
distribuidas na Amazonia brasileira (Fig. 2). Na figura 1 sdo apresentados os diferentes
morfotipos de H. acuminata analisados no presente estudo: (A) VMB - morfotipo que

apresenta bracteas vermelhas com flores brancas, (B) VMA - bracteas vermelhas e flores
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amarelas, (C) VML - bracteas vermelho-alaranjadas com flores laranja, (D) VDL - bracteas
verde-alaranjadas com flores de esverdeadas a alaranjadas e (E) AMA - morfotipo com
bracteas e flores amarelas. As folhas coletadas foram colocadas em sacos com vedagéo

contendo silica gel e armazenadas a -20°C para posterior extracdo do DNA.

Extracéo e quantificacdo do DNA

A extracdo do DNA foi realizada pelo método CTAB (Doyle & Doyle 1987)
utilizando-se protocolo otimizado por Ferreira & Grattapaglia (1998). O material vegetal foi
macerado utilizando-se um disruptor celular FAST PREP (Qbiogene, USA). A quantificacdo
do DNA extraido foi feita por comparacdo com padrdes de massa molecular conhecida,
utilizando-se DNA do bacteriéfago Lambda, apds eletroforese em gel de agarose 1,5% corado
com brometo de etidio (Ferreira & Grattapaglia 1998) Em seguida, os géis foram analisados
em transiluminador sob luz ultra-violeta e fotodocumentados. Apds a quantificacao, as
amostras foram diluidas em &gua ultra-pura e padronizadas a uma concentracao de 2,5 ng/ul

para utilizacdo na amplificacdo do DNA.

Amplificacéo e analise de locos microssatélites do genoma do cloroplasto (cpDNA)

Para as analises genéticas com locos microssatélites foram inicialmente testados oito
pares (ccmpl, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 10) de iniciadores (primers) desenvolvidos originalmente para
tabaco (Weising & Gardner 1999) e quatro pares (emcrc67, 74, 86, 90) de primers
desenvolvidos para eucalipto (Steane et al. 2005), os quais segundo 0s autores também
amplificam com sucesso 0s mesmos locos em outras espécies das angiospermas. Um dos
primers de cada par foi marcado com um fluorocromo (FAM, HEX ou TET) para posterior

analise em sequenciador automatico de DNA.
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Figura 2 Localizacdo dos pontos de coleta das popula¢es dos morfotipos de Heliconia acuminata. 1 — VMB1
(Morfotipo vermelho e branco, rio Madeira); 2 - VMB2 (AM-070); 3 - VMB3 (Reserva Ducke); 4 - VMA1
(Morfotipo vermelho e amarelo, rio Madeira); 5 - VMA2 (BR-319); 6 — VML1 (Morfotipo vermelho e laranja,
rio Madeira); 7 — VML2 (Faz. Santa Maria); 8 — VDL1 (Morfotipo verde e laranja, Pacaraima); 9 — VDL2
(Jundid); 10 — VDL3 (Novo Airdo); 11 — VDL4 (Faz. OPV); 12 - AMA1 (Morfotipo amarelo, Borba).

A amplificacdo dos locos microssatélites do DNA do cloroplasto (cpSSR) foi realizada
via PCR (Reagéo da Polimerase em Cadeia) nas seguintes condicdes: (1) desnaturagéo inicial
a 94°C/5 min, seguida de (2) 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C/1 min; (3) anelamento na
temperatura especifica de cada par de primer/1 min (Tabela 1); e (4) extenséo a 72°C/1 min, e
uma etapa de extensdo final a 72°C/45 min.

As reacdes de amplificagdo foram realizadas para um volume total de 10 pl de reacdo
final contendo tampéo de PCR 1X (100 mM Tris-HCI, pH 8,4, 1% Triton X-100, 500 mM

KCI, 15 mM MgCly), 200 uM de cada nucleotideo (ANTP), 3,75 ug de BSA (Bovine Serum
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Albumin), 1,5 U de Taq polimerase, 0,4 uM de cada primer, 5,0 a 7,5 ng de DNA e agua
ultrapurificada. Os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose 1,5% corado
com brometo de etidio. Apos a otimizacao das condi¢des de amplificacdo dos locos
microssatélites, os produtos amplificados foram analisados sob eletroforese em gel de
poliacrilamida 5%, em um sequenciador automatico de DNA ABI 377 (Applied Biosystems,
Inc).

Antes da aplicacdo das amostras no gel de poliacrilamida, as reacdes foram diluidas e
adicionadas a um padrdo interno (TAMRA ou ROX GeneScan 500, ABI) para estimativa dos
tamanhos dos fragmentos de DNA amplificados. Os produtos fluorescentes da PCR foram
entdo automaticamente analisados e os tamanhos dos alelos estimados utilizando-se 0s

programas GeneScan e Genotyper (ABI).

Amplificacéo de regides nao-codificadoras do genoma do cloroplasto (cpDNA)

A anélise de polimorfismos de sequéncias das regides ndo-codificadoras do genoma do
cloroplasto dos morfotipos de H. acuminata foi realizada testando-se inicialmente quatro
pares de iniciadores que amplificam regides ndo codificadoras do cpDNA das angiospermas,
sendo todos espacadores intergénicos, trnH/psbA, trnS/trnG, psbB/psbF (Hamilton 1999), e
atpB/rbcL (Samuel et al. 1997).

A amplificacdo das regides ndo-codificadoras do cpDNA foi realizada via PCR sob as
seguintes condicGes: (1) desnaturacdo inicial a 94°C/5 min, seguida de (2) 30 ciclos de
desnaturacao a 94°C/1 min; (3) anelamento na temperatura especifica de cada par de primer/1
min (Tabela 1); e (4) extensdo a 72°C/1 min, e uma etapa de extensao final a 72°C/7 min.

As reacoes de amplificacdo com volume final de 20 puL continham: tampéo de PCR 1

X (100 mM de Tris-HCI, pH 8,4, Triton X-100, 500 mM KCI, 15 mM MgCly), 300 uM de
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cada nucleotideo (dNTP), 6,25 ug de BSA (Bovine Serum Albumin), 2,5 U de Taq

polimerase, 0,15 UM de cada primer, 7,5 ng de DNA e agua ultrapura.

Sequenciamento e andalise do DNA

Os produtos amplificados das regides nao-codificadoras do cpDNA de H. acuminata
foram purificados utilizando as enzimas Exonuclease | e Shrimp Alkaline Phosphatase
(EXoSAP-IT - USB Coorporation), visando a eliminacdo de reagentes em excesso. As reacdes
de sequenciamento tiveram um volume total de 10 ul com 1,5 pl de um dos primers na
concentracdo 2,0 uM, 2,0 pL do Kit Big Dye Terminator 111 (Applied Biosystems, INC.), 2,0
ul de tampéo de diluicdo, 2,0 pl de DNA e 2,5 pl de dgua ultrapurificada. Em seguinda as
reacdes foram purificadas utilizando-se solucédo de Acetato de Sédio/EDTA (Acetato de Sodio
3M, 125 mM EDTA e pH 8,0) e Etanol. Os produtos amplificados foram sequenciados sob
eletroforese, em gel desnaturante de poliacrilamida 5% em sequenciador automatico de DNA
ABI 377, utilizando-se os primers nos dois sentidos (forward e reverse).

As sequéncias obtidas foram analisadas automaticamente utilizando o programa
Sequencing Analysis 3.4.1 (Applied Biosystems Inc.). Posteriormente as sequéncias foram
editadas manualmente utilizando-se o programa ChromasPro versdo 1.34 (Technelysium Pty
Ltd). O alinhamento das sequéncias obtidas nos dois sentidos (forward e reverse) e a criacao
da sequéncia consenso foram realizados utilizando-se o programa BioEdit versdo 7.0.5.3 (Hall
1999). A edicdo final das sequéncias foi realizada com o programa MEGA (Kumar et al.
2004) para corrigir erros no alinhamento realizado anteriormente, e definir o comprimento das

sequéncias.
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Analise de dados

Para caracterizar a diversidade genética das populac@es de morfotipos de H.
acuminata, foram calculados, considerando-se os dados microssatélites: o nimero total de
alelos, nimero de alelos por loco, nimero de locos polimdrficos, nimero e freqiiéncia de
hapl6tipos e a diversidade genética (He) (Nei 1987). Para os dados de seqliéncias foram
determinados o comprimento e a composi¢do nucleotidica das seqiiéncias obtidas e 0 nimero
de haplotipos.

Para o teste de hipotese de isolamento por distancia, foram correlacionadas as matrizes
de distancia genética e distancia geografica (km) entre as populagdes de H. acuminata, pelo
teste de Mantel no programa ARLEQUIN (Schneider et al. 2001). A distancia genética de
Reynolds et al. (1983) foi escolhida por ser baseada em diferencas entre os nimeros de
repeticdes nas regides de microssatélites seguindo o modelo de evolugdo SMM (Stepwise
Mutation Model) (Ellegren 2004).

Para determinar as diferencas da variabilidade genética dentro e entre as populacdes de
morfotipos de H. acuminata foi realizada uma Anélise de Variancia Molecular (AMOVA,
Excoffier et al. 1992), utilizando-se o programa ARLEQUIN (Schneider et al. 2001), tanto para
os dados de microssatélites quanto de sequéncias. A significancia do indice de diferenciacdo
Fst foi testada por meio de 1000 permutac@es utilizando-se teste ndo-paramétrico (Excoffier
et al. 1992).

Para os dois conjuntos de dados (locos microssatélites e sequéncias do cpDNA) foram
estimadas as relacfes entre os haplotipos observados nas populacdes de H. acuminata por
meio de uma anélise de rede utilizando o algoritmo “Median-Joining” (Bandelt et al. 1999),

com o programa NETWORK (Forster et al. 2000).
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Resultados
Extracdo do DNA

A extracdo de amostras de DNA dos individuos das populac6es de morfotipos de H.
acuminata foi realizada de maneira satisfatoria com o método CTAB. Na figura 3 séo
observadas amostras de DNA extraido de diferentes individuos de H. acuminata as quais

demonstram a boa quantidade e qualidade do DNA.
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Figura 3 Quantificacdo do DNA gendmico total extraido de amostras de Heliconia acuminata. As colunas
de 1 a 3 indicam, respectivamente os marcadores de peso molecular 50, 100 e 200 ng. Nas colunas de 4 a
14, as bandas correspondem ao DNA extraidos de 11 individuos de H. acuminata. 4 e 5: morfotipo VMA
(populagéo 4); 6 e 7: morfotipo VMB (populacéo 1); 8 a 14: morfotipo VDL (populagdo?7). Legendas das

populac@es estdo na Fig. 2.

Microssatélites

Dos oito pares de primers microssatélites desenvolvidos para tabaco e testados no
presente estudo, sete (87,5%) amplificaram com sucesso locos microssatélites do cpDNA de
H. acuminata, e dentre os quatro pares de primers de eucalipto, também testados em H.
acuminata, apenas um marcador (25%) possibilitou a amplificacdo do loco microssatélite
correspondente para esta espécie. Dessa forma, a percentagem de transferabilidade de

marcadores microssatélites do cpDNA desenvolvidos para Nicotiana tabacum (Solanaceae) e
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Eucalyptus (Myrtaceae), para H. acuminata foi de 58,3%. Dos oito locos microssatélites
analisados, seis (ccmp 3, 4, 5, 6, 7 e emcrc 67) foram polimoérficos para H. acuminata (Tabela
1). A figura 4 mostra os produtos amplificados obtidos ap6s a otimizacao das condigdes da
PCR para os oito locos microssatélites analisados para H. acuminata.

No total foram analisados 144 individuos de H. acuminata oriundos de 12 popula¢des
distribuidas na Amazonia brasileira para os oito locos. O nimero total de alelos observados
considerando os oito locos microssatélites analisados em conjunto foi 21, variando de 1 a 5
alelos para cada loco (Tabela 1). Por tratar-se de genoma hapléide observou-se apenas um
alelo por loco microssatélite analisado. Na figura 5 sdo apresentados eletroferogramas
mostrando alelos detectados para diferentes individuos de H. acuminata para os locos ccmp 7
e emcrc 67. Os valores de diversidade genética (He - Nei, 1987) variaram entre 0,0 € 0,20, e a
diversidade genética média total foi de 0,32 para todas as populacdes analisadas
conjuntamente (Tabela 2).

A anélise dos oito locos microssatélites mostrou a presenca de 37 hapldtipos nas 12
populacdes de H. acuminata (Figura 6). Deste total, trés haplétipos foram os mais frequentes,
representando 25% dos individuos amostrados. Um deles (haplétipo 3) ocorreu apenas em
uma populacdo, os outros dois (hapldtipos 1 e 2) foram compartilhados por seis populagdes,
sendo estes Ultimos provavelmente os hapl6tipos mais antigos. Dos hapl6tipos restantes, 13
foram representados apenas por um unico individuo (9% do total de individuos), portanto
provavelmente representando hapl6tipos recentes (Figura 6). Dos 37 haplotipos identificados,
oito foram compartilhados entre individuos de diferentes populagdes, sendo o restante dos
haplotipos exclusivos a alguma das populac6es analisadas (Figura 6). Na populagdo VML1
(rio Madeira) foi encontrado apenas um hapl6tipo, que ndo se repetiu em qualquer outra

populacdo. Na tabela 3 sdo apresentados os hapl6tipos de microssatélites encontrados.
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Tabela 1 Caracteristicas dos oito locos microssatélites e de dois marcadores de regides ndo-codificadoras do

genoma de cloroplasto de Heliconia acuminata. TA: Temperatura de anelamento. Referéncias: *Weisinger

& Gardner, 1999; **Steane et al., 2005; ***Hamilton, 1999.

Codiao Sequéncia dos primers TA  Nimero Tamanho dos
g 5-3’ (°C) dealelos  fragmentos (pb)
ccmp2* FAM-GATCCCGGACGTAATCCTG 58 1 990
ATCGTACCGAGGGTTCGAAT
ccmp3* HEX-CAGACCAAAAGCTGACATAG 54 3 83285
GTTTCATTCGGCTCCTTTAT
ccmpéd* TET-AATGCTGAATCGAYGACCTA
CCAAAATATTBGGAGGACTCT 56 > 2332237
ccmp5* FAM-TGTTCCAATATCTTCTTGTCATTT 56 3 106 a 108
AGGTTCCATCGGAACAATTAT
ccmp6™ FAM-CGATGCATATGTAGAAAGCC 54 3 97299
CATTACGTGCGACTATCTCC
ccmp7* TET-CAACATATACCACTGTCAAG
ACATCATTATTGTATACTCTTTC 54 3 1504157
ccmplo* HEX-TTTTTTTTTAGTGAACGTGTCA 56 1 302
TTCGTCGDCGTAGTAAATAG
emcrc67**  FAM-CATCCTCAAATCCGTCCT
TATTGCTTAGTCTGGCTTTTATC 58 2 2552261
trnH*** ACTGCCTTGATCCACTTGGC 62 8 317 2 337
pShA*** CGAAGCTCCATCTACAAATGG
pshB*** GTTTACTTTTGGGCATGCTTCG 58 1 i
pshF*** CGCAGTTCGTCTTGGACCAG

Tabela 2 Diversidade genética estimada para as populagdes de Heliconia acuminata com base na anélise de

oito locos microssatélites do genoma de cloroplasto. N: nimero total de individuos em cada populagdo; He:

diversidade genética. Denominacdes das siglas das populages como na figura 2.

Populagdes N N° de locos polimorficos N° de alelos He
VMB1 10 3 11 0,181
VMB?2 14 4 12 0,17857
VMB3 16 5 13 0,15104
VMAL 10 3 11 0,16389
VMA2 15 2 10 0,07381
VML1 7 0 8 0,00000
VML2 16 5 13 0,20208
VDL1 10 2 10 0,05000
VDL2 10 4 12 0,16111
VDL3 10 2 10 0,14722
VDL4 16 3 12 0,10833
AMA 10 2 10 0,09167
Total 144 0,31980
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Figura 4 Fragmentos amplificados a partir da anélise de oito locos cpSSR de Heliconia acuminata. A coluna M
apresenta o marcador 1 Kb plus DNA ladder, as colunas 1 a 5 apresentam fragmentos de DNA amplificados de
diferentes individuos de H. acuminata. A) ccmp2, B) ccmp3, C) ccmp4, D) ccmpb, E) ccmp6, F) ccmp?, G)
ccmpl0, H) emcrc67.
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Tabela 3 - Hapl6tipos observados na analise de oito locos microssatélites em 12 populagdes de Heliconia acuminata.

Hap: hapl6tipos; N: nimero de individuos.

Hap Locos microssatélites
ccmp 2 ccmp 3 ccmp 4 ccmp 5 ccmp 6 ccmp 7 ccmp 10 emcrc 67
1 220 84 235 107 98 150 302 255 12
2 220 84 236 108 98 151 302 255 12
3 220 84 235 107 98 151 302 255 12
4 220 84 235 108 98 151 302 255 10
5 220 84 236 107 97 151 302 255 10
6 220 84 236 107 98 151 302 255 9
7 220 84 234 107 98 150 302 261 9
8 220 84 234 107 98 151 302 261 8
9 220 84 237 108 98 157 302 255 7
10 220 84 236 107 98 150 302 255 5
11 220 83 235 107 98 150 302 261 5
12 220 84 235 107 98 151 302 261 4
13 220 84 234 107 97 151 302 261 4
14 220 84 235 108 98 151 302 261 3
15 220 84 236 108 97 151 302 255 3
16 220 84 235 107 97 151 302 255 2
17 220 84 235 108 97 151 302 255 2
18 220 85 236 108 97 151 302 255 2
19 220 85 236 108 98 151 302 255 2
20 220 84 234 107 98 150 302 255 2
21 220 84 235 108 98 150 302 255 2
22 220 84 236 107 98 151 302 261 2
23 220 84 236 108 98 151 302 261 2
24 220 84 235 107 98 150 302 261 2
25 220 84 236 106 98 150 302 255 1
26 220 84 234 108 98 150 302 261 1
27 220 84 233 107 98 150 302 261 1
28 220 83 234 108 98 150 302 261 1
29 220 84 235 108 98 150 302 261 1
30 220 84 235 107 97 150 302 261 1
31 220 84 234 108 98 151 302 261 1
32 220 84 233 107 98 151 302 261 1
33 220 84 235 108 99 151 302 255 1
34 220 84 236 108 98 150 302 255 1
35 220 85 235 108 98 151 302 255 1
36 220 85 236 107 97 151 302 255 1
37 220 85 236 107 98 150 302 255 1
Total 144
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Figura 5 Eletroferogramas mostrando alelos de dois locos microssatélites amplificados para quatro individuos
de Heliconia acuminata. O tamanho dos alelos é indicado na barra superior em nimero de pares de base. A)

Variagdo no tamanho de ccmp 7. B) Variagéo no tamanho de emcrc 67.

Na figura 7 sdo apresentados os dados sobre a correlacdo entre diferenciacdo genética,
com base na distancia de Reynolds, e distancia geografica em Kilémetros, analisadas entre
pares de populagdes de H. acuminata. Esta andlise foi feita com base no teste de Mantel, que
testa a hipdtese de isolamento por distancia, verificando a significancia da correlacéo entre as
matrizes de distancia genética e distancia geografica para as popula¢fes de H. acuminata.

Nesta analise, o coeficiente de correlacdo r encontrado foi igual a 0,17 (P = 0,118) indicando
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Figura 6 Frequéncia de haplétipos observados na analise de oito locos microssatélites do genoma de cloroplasto

de Heliconia acuminata. Legendas das populacGes como na Fig. 2.
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Figura 7 Relacdo entre distancia genética de Reynolds e distancia geografica (km) para 12 populacfes H.

acuminata, com base na variacao observada em oito locos microssatélites do genoma de cloroplasto.

ndo haver uma relagdo significativa entre distancia genética e a distancia geogréafica entre as
populagOes de H. acuminata na Amazonia brasileira.
A andlise de variancia molecular (AMOVA) baseada nos locos microssatélites para

todas as populagdes amostradas revelou que a maior parte da variagdo genética encontrada
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pode ser atribuida a diferencas entre as populacdes de H. acuminata (Fst = 0,62, P < 0,001,
Tabela 4). Tais resultados indicam que as populagdes dos diferentes morfotipos analisados de

H. acuminata encontram-se de fato estruturadas na Amazonia brasileira.

Tabela 4 Anélise de Variancia Molecular (AMOVA) com base na analise de oito locos cpSSR e sequéncias do

cpDNA para as populagdes amostradas de Heliconia acuminata.

. Soma dos Componentes de % de variacdo

Fonte de variagdo gL o
quadrados variancia

- Microssatélites
Entre morfotipos 4 61,611 0,279 20,06 0,012
Entre populaces 7 51,606 0,585 42,02 < 0,001
Dentro das populaces 132 69,707 0,528 37,91 < 0,001
Total 143 182,924 1,393
- Sequéncias
Entre morfotipos 4 29,394 0,987 66,93 0,004
Entre populacdes 7 6,667 0,297 20,15 0,003
Dentro das populages 21 4,000 0.190 12,92 < 0,001
Total 32 40,061 1,475

gL, graus de liberdade

A andlise das relacdes entre os haplotipos de microssatélites de cloroplasto de H.
acuminata, por meio de analise de rede utilizando o método Median-Joining, evidenciou a
presenca de dois conjuntos distintos de haplotipos (Figura 8). Um conjunto foi formado pelas
populacdes que representam os morfotipos VMB, VMA, VML e AMA. A populacdo VML 1
do rio Madeira foi a mais diferenciada dentro do conjunto. Nesta populagdo ocorreu apenas
um haplotipo, que a diferenciou por sete mutagdes. O outro conjunto foi formado apenas pelas
populacdes do morfotipo VDL. Os haplotipos foram compartilhados apenas dentro dos

conjuntos.
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Figura 8 Relagdes entre hapldtipos a partir de analise de rede (Network), com base na variagao de oito locos
microssatélites do genoma do cloroplasto de H. acuminata. Cada circulo colorido refere-se a um haplétipo. O
tamanho do circulo é proporcional a freqiiéncia de ocorréncia do hapl6tipo. As linhas representam as relagGes
entre os hapl6tipos e 0os nimeros, quando presentes, representam o nimero de mutacdes entre eles. Linhas que
ndo apresentam nimeros possuem uma Gnica mutacdo. Para melhor visualizacdo, a figura foi editada de forma
gue o comprimento das linhas ndo indica o nimero de mutagdes entre os hapl6tipos e, portanto, ndo reflete o
grau de relagdo entre eles. As diferentes cores referem-se a representacéo das populagdes nos haplétipo
(legendas na Fig. 2).

Sequéncias do cpDNA

Dos quatro pares de marcadores utilizados para a amplificacdo de diferentes regides do
cpDNA de H. acuminata, para apenas dois foi possivel otimizar as condi¢des de amplificacdo
dos locos (Figura 9). Para determinar o contetdo de informacdo dos marcadores selecionados
foram realizados sequenciamentos preliminares de dois individuos de cada populacéo,
utilizando ambos os primers forward e reverse para as duas regides (trnH/psbA e psbB/psbF)

do cpDNA de H. acuminata. Nesta andlise preliminar de polimorfismo foram observadas oito
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Figura 9 Fragmentos amplificados a partir da analise de duas regides ndo-codificadoras do cpDNA de H.
acuminata. A coluna M apresenta o marcador 1 Kb plus DNA ladder, as colunas 1 a 5 apresentam fragmentos de

DNA amplificados de diferentes individuos de H. acuminata. A) trnH/psbA, B) psbB/psbF.

substituicdes nucleotidicas para a regido trnH/psbA e apenas uma substituicdo para
psbB/psbF. Dessa forma, a regido trnH/psbA foi a escolhida para as analises geneticas.

No total, foram obtidas 33 sequéncias para a regido intergénica trnH/psbA, em ambos
os sentidos (forward e reverse) com base no sequenciamento do DNA de 33 individuos de 12
populagdes de H. acuminata. O comprimento das sequéncias trnH/psbA variou entre 317 e
337 pb. Essa diferenca no tamanho dos fragmentos deveu-se a 32 inser¢des/delecdes, que
ocorreram principalmente em regides de repeticdo (TA) e a oito substituicdes encontradas nas
seqliéncias, sendo consideradas nas analises apenas as variagdes devidas as substituicdes. Na
figura 10 sdo observados os tipos de polimorfismos de seqliéncias detectados para H.
acuminata. As bases nucleotidicas das sequéncias analisadas ocorreram nas seguintes
proporgdes: T: 37,9%, C: 15,6%, A: 36,3% e G: 10,2%.

A andlise de variancia molecular (AMOVA) baseada nas sequéncias do cpDNA para
todas as populagdes revelou que a maior parte da variacdo genética pode ser atribuida a
diferencas encontradas entre os diferentes morfotipos de H. acuminata (Fst = 0,87, P = 0,004,

Tabela 4).
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Figura 10 Alinhamento de sequéncias do genoma do cpDNA da regido trnH/psbA de H. acuminata. A)

insercdo/delecdo, e B) duas substitui¢des nucleotidicas evidenciadas pelas linhas negras.

As relagdes entre os haplotipos de sequéncias do cpDNA de H. acuminata, inferidas

por meio de analise de rede utilizando o método Median-Joining, sdo apresentadas na figura

11. A analise revelou a presenca de sete haplotipos quando considerados apenas as

substituicdes nucleotidicas. Na analise, pode-se observar a formacéao de dois conjuntos de

haplotipos, um conjunto formado pelas populacGes que representam os morfotipos VMB,
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VMA, VML e AMA e o outro formado pelas popula¢des do morfotipo VDL. O maior circulo

representa o haplétipo mais frequente e diversificado nas populac6es de morfotipos de H.

acuminata (Fig. 11).
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Figura 11 Relagdes entre os haplétipos obtidos a partir da analise das sequéncias do espagador intergénico
trnH/psbA do genoma do cloroplasto de H. acuminata. Cada circulo se refere a um haplétipo. O tamanho do
circulo € proporcional a frequiéncia de ocorréncia do haplétipo. As linhas representam as relagdes entre 0s
hapl6tipos. Os nimeros pretos representam o local da substituicdo nucleotidica na sequéncia. Para melhor
visualizacgdo, a figura foi editada de forma que o comprimento das linhas ndo indica 0 nimero de mutac6es entre
os haplétipos, nao refletindo, portanto, o grau de relacéo filogenética entre eles. As cores mostram as populacGes

que apresentam aquele haplétipo (legendas na Fig. 2).

Discusséo

As populac@es dos morfotipos de H. acuminata aqui investigadas apresentaram
significativos niveis de diferenciacao genética tanto considerando-se os dados de
microssatélites quanto de sequéncias do genoma do cloroplasto. Os valores de Fsr tanto para
os dados de microssatélites (Fst = 0,62) quanto sequéncias do cpDNA (Fst = 0,87) sugerem
baixo fluxo génico entre as populacdes de morfotipos de H. acuminata. Os dados da analise
de variancia molecular (AMOVA), realizada a partir dos marcadores microssatélites do
cpDNA, indicaram diferencas genéticas significativas entre as popula¢fes de H. acuminata.

Quanto aos dados de sequéncias da regido trnH/psbA do cpDNA, a AMOVA revelou que a
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maior parte da variacdo genética pode ser atribuida a diferencas entre os morfotipos de H.
acuminata.

Marcadores microssatélites e marcadores de sequéncias do cpDNA possuem distintas
taxas de mutacdo. Locos microssatélites sdo mais variaveis e possuem altas taxas de mutacao
(Ellegren 2004), enquanto marcadores de regides especificas do DNA apresentam menor
variagdo e menores taxas de mutacdo, sendo considerados mais conservados (Kress et al.
2005). Neste trabalho, tanto os marcadores microssatélites, quanto o espacador intergénico
trnH/psbA apresentaram resultados convergentes em detectar a diversidade genética entre as
populagdes dos morfotipos de H. acuminata. A diferenca entre os dois métodos
(microssatélites e seqliéncias) ocorreu na distribuicdo da variabilidade genética observada
entre as populac@es e os grupos de morfotipos. Os dados de microssatélites mostraram maior
variabilidade genética detectada entre que dentro das populac6es de morfotipos, refletindo
provavelmente uma variabilidade genética recente em funcdo das regides microssatélites
sofrerem altas taxas de mutacao. J& o padrdo observado de distribuicdo da variabilidade
genética nas regides ndo-codificadoras revelou que a maior parte da variabilidade genética
ocorreu entre os grupos de morfotipos. Regifes ndo-codificadoras apresentam menores taxas
de mutacéo, sendo mais conservadas quando comparadas a regides repetitivas como os locos
microssatélites (Kress et al. 2005).

Foi observado o compartilhamento de hapl6tipos entre as populages dos morfotipos
VMB, VMA, VML e AMA tanto para microssatélites quanto para sequéncias. Entretanto,
entre o morfotipo VDL e os demais ndo ocorreu compartilhamento de haplétipos, que
demonstra ocorrer diferenciacdo entre o morfotipo VDL e os demais morfotipos. Kress et al.
(2001) sugerem, com base em analises do registro fossil, a ocorréncia de uma rapida
diversificagdo da ordem Zingiberales ao final do Cretaceo, e que a maioria da diversificacdo

dentro das familias desta ordem (que inclui Heliconiaceae) comegou no Terciario (Kress et al.
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2001). Deste modo, estas datas revelam que a diversificacdo na ordem Zingiberales comecou
ha aproximadamente 65 milhdes de anos. A evidéncia da maior diferenciacdo do morfotipo
VDL em relacéo aos outros morfotipos sugere que ocorreu tempo suficiente para este
morfotipo separar do complexo de H. acuminata.

O baixo fluxo génico observado entre as popula¢es de morfotipos de H. acuminata
com base nas andlises de ambos os marcadores (Fst = 0,62 e Fst = 0,87 para microssatélites e
sequéncias, respectivamente) pode estar relacionado ao comportamento dos visitantes florais,
barreiras geogréficas ou limitacéo na disperséo. Os principais visitantes florais observados em
H. acuminata na Amazo6nia Central séo os beija-flores Phaethornis superciliosus e P.
bourcieri, polinizadores que possuem a estratégia de forrageio em rotas de captura
(“trapline”) (Kress 1985, Bruna & Kress 2005). Desta forma, os beija-flores permaneceriam
limitados a locais especificos da distribuicdo de seus recursos alimentares (no caso, flores ou
inflorescéncias). Temeles et al. (2000) e Temeles & Kress (2003) observaram que o beija-flor
Eulampis jugularis néo realizava visitas entre diferentes morfotipos de Heliconia bihai e H.
caribaea nas suas zonas de contato nas ilhas caribenhas de Santa Lucia e Dominica. Dessa
forma diferencas no comportamento alimentar de E. jugularis poderiam contribuir para a
reducdo do fluxo génico entre os morfotipos de H. bihai e H. caribaea. O mesmo padréo pode
estar ocorrendo em H. acuminata nas zonas de contato entre os morfotipos considerando o
comportamento dos visitantes florais. Porém esta hipotese precisa ser melhor avaliada com
experimentos de campo especificos, para determinar se os beija-flores exibirdo um padréo
diferenciado de visitacdo em fungéo da variacdo na coloragéo das flores.

A presenca de barreiras geogréaficas poderia ser também um fator a ser considerado
para explicar a reducdo do fluxo génico entre as populagdes de morfotipos de H. acuminata.
A regido de Manaus se encontra na confluéncia de dois grandes rios (Solimdes e Negro) que

poderiam atuar como barreiras ao fluxo génico entre os morfotipos de H. acuminata. Em
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alguns casos, como em VMB, os morfotipos ocorrem em manchas descontinuas que
reaparecem em ambas as margens dos dois rios (Cap 1). Ainda que rios amazonicos sejam
considerados eficientes barreiras na distribui¢do geografica de varios organismos (e.g. Ayres
& Clutton-Brock 1992, Peres et al. 1996, Roosmalen et al. 1998, 2002; Hayes & Sewlal 2004,
Simdes et al. 2008), para H. acuminata os rios aparentemente ndo atuam como barreiras
geogréficas (Cap 1). Desta forma, é provavel que fluxo génico nao seja afetado por rios
atuando como barreiras geogréficas.

Na auséncia de barreiras geograficas evidentes, e na presenca de zonas de contato
simpatricas, uma possivel explicacdo ao reduzido fluxo génico entre as populacGes de
morfotipos de H. acuminata seriam limitagdes a dispersdo. A ecologia da dispersao de
espécies de helicdnias ainda é pouco explorada, sem evidéncias diretas dos possiveis agentes
dispersores. No entanto na Amaz6nia H. acuminata provavelmente é dispersa localmente por
pequenas aves de sub-bosque que apresentam pequeno raio de voo. Na Amazonia Central
estdo sendo realizados estudos sobre a dispersdo do morfotipo VMB nas areas do Projeto
Dinamica Biol6gica de Fragmentos Florestais. As primeiras observacdes revelaram que aves
de sub-bosque ingerem os frutos de H. acuminata, e ap6s permanecer por algum tempo no
papo elas sdo regurgitadas (M. Ancides, comunicacdo pessoal). Além disso, aparentemente
estas aves apos se alimentarem de frutos permanecem em poleiros proximos (M. Anciaes,
comunicacado pessoal). Desta forma é esperado que haja um maior nimero de individuos de
H. acuminata estabelecendo-se préximo aos parentais. Entdo, provavelmente, limitacGes
quanto a dispersao podem estar afetando o fluxo génico entre os morfotipos de H. acuminata.

Outros autores buscaram determinar se as variagdes fenotipicas naturalmente
observadas em espécies de Heliconia poderiam refletiam diferencas genotipicas. Kumar et al.
(1998) utilizaram marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) para identificar

e discriminar 16 variedades de H. psittacorum em Singapura. Esta espécie de helicdnia, assim
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como a maioria das outras espécies do género Heliconia formam complexos sem defini¢do da
existéncia ou ndo de espécies distintas. Kumar et al. (1998) conseguiram determinar
diferenciacdo genética entre as variedades de H. psittacorum, mas sugerem que outros tipos
de marcadores moleculares necessitam ser utilizados para aumentar a resolucéo da analise.
Sheela et al. (2006) também utilizaram o marcador RAPD para realizar a caracterizacdo
molecular de quatro espécies com 13 variedades de heliconias, e reportaram sucesso em
separar geneticamente os grupos mais relacionados. Meléndez-Ackerman et al. (2005)
utilizando o marcador AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism), para inferir
processos microevolutivos em Heliconia bihai, concluiram que variages genéticas nesta
espécie de heliconia sdo mais consistentes com selecdo e fragmentacdo do habitat do que por
deriva genética (Meléndez-Ackerman et al. 2005). Ainda que estes processos possam
determinar a diferenciagdo genética entre morfotipos de H. bihai, esta discussao nao foi
explorada pelos autores. Heliconia bihai possui trés morfotipos florais naquele local de
estudo. Entretanto como nos estudos citados foram usados marcadores do genoma nuclear
(RAPD e AFLP), de heranca biparental, comparac6es mais detalhadas com os resultados
obtidos no presente estudo devem ser feitas com cautela uma vez que aqui foram utilizados
apenas marcadores do genoma do cloroplasto que evidencia, como discutido anteriormente,
apenas o fluxo génico histérico via sementes, ou seja, de origem uniparental. No entanto, em
sua maioria, estes estudos mostram resultados semelhantes de diferenciacéo genética entre
variedade e morfotipos de outras espécies de Heliconia, como o encontrado para H.
acuminata.

No presente estudo foi encontrada uma significativa diferenciacdo genética entre os
morfotipos de H. acuminata utilizando dois marcadores do genoma do cloroplasto com
diferentes taxas de mutagdo. E importante ressaltar essa congruéncia dos resultados, mesmo

considerando as diferencas intrinsecas de ambos marcadores (microssatélites e sequéncias do
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DNA do cloroplasto) quanto as taxas de evolucao. Foi possivel determinar que, dentre 0s
cinco morfotipos de H. acuminata, o morfotipo VDL, foi o que mais se diferenciou
geneticamente dos demais. Entre os outros quatro morfotipos analisados houve também
significativa diferenciacdo genética, mas ndo tdo marcante quanto em VVDL. No entanto, tais
resultados ndo parecem ter relagcdo com separacao geografica, pois as analises de distancias
genéticas e geogréaficas entre as popula¢bes de H. acuminata ndao foram correlacionadas. A
auséncia de barreiras geograficas evidentes e a ocorréncia de zonas de contato simpétricas
entre os morfotipos de H. acuminata corroboram o resultado de auséncia de relagéo entre as
distancias geogréficas e genéticas entre as popula¢es dos morfotipos. Os resultados aqui
obtidos a luz das andlises de dois marcadores do genoma do cloroplasto sugerem a
possibilidade de estar ocorrendo evidente processo de separa¢do em pelo menos um morfotipo

dentro do complexo H. acuminata.
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CONCLUSOES GERAIS

- Os morfotipos de H. acuminata se distribuem manchas com pouca sobreposi¢cdo em suas
areas de contato. Além disso, 0s rios amazdnicos ndo sdo barreiras geograficas em sua

distribuicéo.

- Embora existam caracteristicas distintas de solo nas regides ocupadas por cada morfotipo,
aparentemente gradientes edaficos ndo estdo relacionados com a segregacdo local entre

morfotipos.

- As populag@es dos morfotipos de H. acuminata apresentam significativos niveis de
diferenciacdo genética. A andlise de rede revelou a separacdo de grupos distintos, onde 0s
hapl6tipos observados formaram dois grupos, um com os morfotipos VMB, VMA, VML e

AMA, e outro apenas com o morfotipo VDL.

- Processos relacionados a limitagdo de dispersdo podem ser 0s responsaveis pela quase

auséncia de fluxo génico entre os morfotipos de H. acuminata.

- A analise dos locos microssatélites e das sequéncias de regides nao-codificadoras sugerem a

possibilidade de estar ocorrendo evidente processo de separacdo em pelo menos um morfotipo

dentro do complexo H. acuminata.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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