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RESUMO

O género Heliconia L. é o unico da familia Heliconiaceae com aproximadamente 180
espécies de origem neotropical. O género foi por diversas vezes associado a familia
Musaceae, mas hoje forma uma familia propria, na ordem Zingiberales. As flores
invertidas, a presenca de um Unico estamindide e os frutos do tipo drupa sao
caracteristicas péprias de Heliconia. Sdo comumente utilizadas como plantas
ornamentais, sendo crescente sua aceitagdo como flor de corte. Contudo, existem
confusdes e incertezas sobre 0 nimero de espécies e a relagdo entre elas, por isso
estudos moleculares sdo necessarios para um melhor entendimento dos limites das
espécies e dos processos de especiacdo dessas plantas. O presente trabalho teve por
objetivo analisar a variabilidade genética e a filogenia de acessos do género Heliconia
com base em marcadores RAPD, e sequenciamento de regifes do cloroplasto (trnL,
trnL-F, psbA-trnH, psbM-ycf6) e do nucleo (ITS), contribuindo desta forma para o
conhecimento da historia evolutiva do género. Com os marcadores RAPD, foram
analisados 124 acessos e 231 marcadores polimdrficos, a partir da analise fenética e
cladistica (Maxima Parcimdnia, Inferéncia Bayesiana), que permitiram identificar o
monofiletismo do género Heliconia e agrupamentos correspondentes as espécies
analisadas, bem como cultivares e hibridos correspondentes aos seus parentais. Com as
sequéncias plastidiais e nucleares, foram analisados 52 acessos, a partir de trés técnicas
de analise filogenética (Méaxima Parciménia, Inferéncia Bayesiana e Maxima
Verossimilhanca), as quais indicaram o monofiletismo do género, concordando com 0s
dados de RAPD. A relacdo com o grupo externo foi constante para os diferentes tipos
de analises realizadas. As sequéncias plastidiais permitiram identificar os hibridos de
Heliconia e seus parentais, e indicaram uma possivel divergéncia na origem dessa
organela. Além disso, foram encontrados ramos internos curtos, poucos agrupamentos
com suportes aceitaveis e um alto grau de politomia nas arvores de consenso, 0 que

pode indicar uma irradiacdo rapida e uma diversificagcdo recente do género.

Palavras-chave: Filogenia molecular, Heliconia, marcadores moleculares.
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ABSTRACT

The genus Heliconia L. is the sole member of the family Heliconiaceae with
approximately 180 species of Neotropical origin. Heliconia has been variously
associated with the Musaceae family, but is now placed in its own family in the order
Zingiberales. The inverted flowers, the presence of a single staminoide, and the
peachlike fruits are special features of Heliconia, wich are commonly used as
ornamental plants, with growing acceptance as cut flowers. However, there is confusion
and uncertainty about the number of species and the relationships between them, so
molecular studies are needed to better understand the limits of the species and the
speciation processes of these plants. The aim of this study was to analyze the genetic
variability and phylogeny of the genus Heliconia based on RAPD markers and internal
transcribed spacer sequences (ITS) of nuclear ribosomal RNA gene and the chloroplast
regions (trnL, trnL-F, psbA-trnH, psbM-ycf6), thus contributing to the knowledge of the
evolutionary history of the genus. With RAPD markers, 124 accessions were analyzed
and 231 polymorphic markers were identfied from the phenetic and cladistic analysis
(Maximum Parsimony, Bayesian Inference), which confirmed the monophyly of the
genus Heliconia and resolved clusters corresponding to the analyzed species, cultivars,
hybrids and their parentals. With chloroplast and nuclear sequences, 52 accessions were
analyzed using three phylogenetic analysis techniques (Maximum Parsimony, Bayesian
Inference and Maximum Likelihood), which also indicated the monophyly of the genus,
in agreement with the RAPD data. Relationships with the outgroup was constant for the
different types of tests performed. Chloroplast sequences permited identification of
Heliconia hybrids and their parentals, and indicated a possible divergence in the origin
of this organelle. Furthermore, internal branches were short, few groups with acceptable
support and a high degree of polytomies in the consensus trees, which may indicate a

rapid radiation and recent diversification of the genus.

Key words: Molecular phylogeny, Heliconia, Molecular markers
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1. INTRODUCAO

1.1. A Familia Heliconiaceae

As heliconias (Heliconia L.) s&o monocotiledoneas de origem neotropical, encontradas
desde o norte do México até o sul do Brasil (Santos, 1977; Cronquist, 1981; Dahlgren et al.,
1985; Berry & Kress, 1991). Apenas um pequeno grupo paleotropical, com aproximadamente
seis espécies, € encontrado nas llhas do Pacifico (Berry & Kress, 1991) (Figura 1). O centro
de diversidade do género abrange a regido dos Andes e se estende até o sul da América
Central (Andersson, 1989).

Figura 1. Principais areas de ocorréncia das heliconias. Fonte: http://www.maobot.org.

As helicdnias crescem em uma grande variedade de ambientes, porém a maioria é
encontrada em ambientes imidos ou inundados. Normalmente, as espécies se encontram em
ambientes perturbados e bem iluminados, como areas abertas ao longo de estradas e clareiras.
A maioria é encontrada entre 800 a 1500 metros, contudo podem ser encontradas em altitudes
abaixo de 500 metros e acima de 2000 metros (Kress, 1990; Kress et al, 1999).

A historia taxondmica da familia teve inicio com a descricdo de Plumier em 1703 em
sua obra Nova Plantarum Americanarum Genera. O autor deu ao género o nome Bihai,
denominacdo essa dada as bananeiras da América do Sul, e descreveu trés espécies. Cinquenta
anos depois, Linnaeus considerou todas as descrigdes realizadas por Plumier como sendo a

mesma espécie e as chamou de Musa bihai. Em 1771, Linnaeus criou o género Heliconia em



alusdo ao Monte Helicon na Grécia Central e rebatizou Musa bihai como Heliconia bihai. Na
mitologia grega esse monte ¢ a morada de Apolo e das Musas. Provavelmente, ele queria
relatar dois taxa com os nomes Musa e Heliconia, j& que esses apresentam muitas
semelhancas (Castro, 1995a; Kress et al, 1999; Smith, 1968).

Originalmente, as helicbnias eram incluidas na familia Musaceae, porém o género
sempre foi considerado homogéneo e com caracteristicas proprias. Nakai (1941) elevou
Heliconia ao nivel de familia (Heliconiaceae), baseado nas flores invertidas e na presenca de
estigma captado, de um Ovulo por l6culo e da semente sem arilo. (Berry & Kress, 1991;
Santos, 1977).

Atualmente, a familia Heliconiaceae possui um Unico género (Heliconia), tendo como
espécie tipo Heliconia bihai (L.) L. e pertencendo a ordem Zingiberales. Essa ordem é
formada por oito familias: Musaceae (bananeiras), Strelitziaceae (as aves-do-paraiso),
Lowiaceae (sem nome comum), Heliconiaceae (as heliconias), Zingiberaceae (0s gengibres),
Costaceae (0s costus), Cannaceae (as cannas), e Marantaceae (as plantas do orador) (Berry &
Kress, 1991).

A partir de estudos filogenéticos da ordem Zingiberales, utilizando dados
morfologicos (caracteristicas reprodutivas primarias) e moleculares (sequéncias de genes
nucleares e plastidiais), as oito familias dessa ordem foram confirmadas, sendo todas elas
monofiléticas. As familias Lowiaceae, Strelitziaceae, Musaceae e Heliconiaceae, chamadas
como grupo das bananas, constituem um grupo parafilético basal ancestral, irmao do grupo
das Zingiberaceae, Costaceae, Canaceae e Marantaceae, que formam uma linhagem terminal
monofilética, conhecida como grupo dos gengibres. (APG 11, 2003; Kress et al. 2001).

Com base em uma Analise de Dispersédo e Vicariancia (DIVA), combinada com uma
técnica de reldgio molecular local, foi proposto que as Zingiberales originaram-se por volta de
124 milhdes de anos atras e sua diversificacdo ocorreu ha cerca de 110 milhdes de anos,
durante o periodo Cretaceo (Kress & Specht, 2006). A familia Heliconiaceae divergiu da
linhagem ancestral por volta de 109 milhGes de anos, juntamente com as familias
Strelitziaceae e Lowiaceae, que indica uma rapida diversificacdo da linhagem principal.
Porém, o processo de especiacdo das heliconias é mais recente e vem ocorrendo nos ultimos
32 milhdes de anos (Kress & Specht, 2006).



1.2. O Género Heliconia

Muitos boténicos como Petersen, Kuntze, Baker e Schumann, fizeram revisdes e
sinteses para o género. Porém, Griggs foi o que mais contribuiu para o seu conhecimento,
devido, sobretudo, & observacdo das plantas no campo, introduzindo uma classificacdo mais
completa e natural. Ele classificou o género em dois subgéneros (Platychlamys e
Stenochlamys) e seis taxas, subordinados de acordo com o habito e tamanho da planta, com a
orientacdo da inflorescéncia e com a morfologia das bracteas (Andersson, 1992; Kress et al.,
1999).

Na década de 1980, Andersson (1985) propds uma classificagdo com quatro
subgéneros, 19 seccdes e grupos de espécies mais cuidadosamente definidos e circunscritos.
Sendo os subgéneros: Heliconia (Platychlamys Baker), no qual foram mantidas espécies com
relagcBes incertas; Taeniostrobus (Kuntze) Griggs, constituido por plantas com brécteas
amplas; Stenochlamys Baker, com ervas de bracteas estreitas; e Griggsia L. Anderss.,
composto por inflorescéncias pendentes.

Atualmente, as helicbnias podem ser subdivididas em cinco subgéneros:
Taeniostrobus (Kuntze) Griggs; Heliconia, Stenochlamys Baker; Griggsia L. Anderss.; e
Heliconiopsis (Mig.) Kress, que inclui as espécies das ilhas do Oceano Pacifico. (Kress, 1990;
Andersson, 1992).

Mais de 450 nomes ja foram propostos para espécies, variedades e hibridos de
Heliconia. Além disso, mais de 200 cultivares e nomes comuns sdo utilizados no ramo
comercial e na literatura popular (Berry & Kress, 1991). O nimero de espécies existentes no
género é motivo de controvérsias entre diferentes autores. Andersson (1989) cita 120
espécies, enquanto outros autores citam entre 150 e 250 espécies (Santos, 1977; Abalo &
Morales, 1983; Berry & Kress, 1991) para esse género.

Em uma recente revisdo, Castro et al. (2007) estipularam 182 espécies de helicbnias,
sendo que 176 ocorrem na regido neotropical e seis nas llhas do Pacifico. O maior namero de
espécies descritas é registrado para a Colémbia (94), sequido pelo Equador com 60, Panama
com 56, Costa Rica com 47, Brasil com 37, Peru com 32, Venezuela com 26, Nicaragua com
22, Guatemala com 16, Bolivia com 15, Honduras e México com 14 e Suriname com 13.

De acordo com Kress (1990), das 37 espécies ocorrentes no Brasil, existe controvérsia
em relacdo a classificacdo em pelo menos oito delas. Por exemplo, H. adeliana Emygdio &
Santos é na realidade H. bihai var. adeliana, enquanto H. citrina Melo Filho & Santos, H.

lacletteana Melo Filho & Santos e H. laneana Barreiros sédo formas de H. angusta.



Existem duas &reas principais de distribuicdo dessas espécies no Brasil: a Bacia
Amazbnica, com 21 espécies, e a Mata Atlantica, com 20 espécies. Dentre essas espécies,
pelo menos uma ocorre em cada secc¢do da classificacdo de Andersson. Essa distribuicdo das
espécies sugere que as principais linhas de evolugdo do género tenham irradiado para o Brasil.
Contudo, se forem consideradas as espécies da Mata Atlantica, apenas um quarto das
categorias taxondmicas sdo representadas (Kress, 1990).

O género Heliconia L. é constituido por uma grande diversidade de espécies,
variedades, hibridos e cultivares de interesse ornamental e comercial. Embora o género venha
sendo objeto de revisdes taxondmicas, este ainda é pouco estudado, existindo confusdes e
incertezas sobre o nimero de espécies e a relacdo entre elas. Por isso, seria interessante
realizar estudos moleculares para um melhor entendimento dos limites das espécies e dos

processos de especiacdo dessas plantas.



1.3. Descrigéo Botéanica

A familia Heliconiaceae é composta por plantas herbaceas, eretas, perenes, com
rizoma simpodial (Cronquist, 1981), e pseudocaule formado pela justaposicao dos peciolos ou
pelas laminas das folhas, cujas alturas variam de menos de um metro a sete metros,
dependendo da espécie (Dahlgren et al., 1985).

As folhas sdo disticas, com uma longa bainha basal e peciolo longo e expandido. A
nervacao obedece a um padrédo simples, com uma nervura mediana bem evidente e nervuras
secundarias transversalmente paralelas, formando angulos retos ou agudos com a nervura
mediana (Santos, 1977; Cronquist, 1981).

Trés tipos basicos de arranjos foliares sdo encontrados nas helicnias: quando as
folhas sdo orientadas verticalmente e possuem peciolos longos, as plantas apresentam o habito
de crescimento de uma bananeira, sdo chamadas de musoéides; quando as folhas s&o
posicionadas mais ou menos horizontalmente e as laminas possuem peciolo curto com aspecto
de gengibre, sdo chamadas zingiberoides; plantas com peciolo de comprimento curto ou
médio, que se mantém em posi¢cdo obliqua as hastes e lembram as espécies de Canna, séo
chamadas de candide (Figura 2) (Berry & Kress, 1991).

Musdide Candide Zingiberoide

Figura 2. Tipos de arranjos foliares encontrados nas heliconias: musdide, candide e zingiberdide Fonte: Berry &
Kress, 1991.



A inflorescéncia é terminal, ereta ou pendente, constituida de bracteas com disposi¢cdo
distica ou em espiral. Cada bractea subentende e envolve uma cimera monocasial (Cronquist,
1981). As bracteas sdo folhas modificadas, disticas, aquilhadas ou em forma de canoa, com
coloracdo, tamanho, formato, disposicdo, textura e numero variaveis, sendo estas
caracteristicas utilizadas na classificagdo. As bréacteas se unem por meio das raquis e podem
estar dispostas em um plano ou em mais de um, devido a torcdo das raquis, ficando com
forma espiralada (Berry & Kress, 1991). O pedunculo também pode ter varias cores e texturas
(Criley & Broschat, 1992).

As flores sdo bissexuais epigenas, zigomorfas e homoclamideas (Dahlgren et al.,
1985). Apesar disso, podem-se distinguir os seus dois verticilos: os trés tépalos externos que
seriam as sépalas, e 0s trés tépalos internos que seriam as pétalas. Todos sdo carnosos e
unidos na base. Os verticilos externos, em geral, carenados, com nervuras pouco acentuadas,
livres apenas no apice, ou dorsal livre quase até a base; os internos ndo carenados, livres
apenas no apice e apresentam nervuras fortemente marcadas (Santos, 1977).

Uma das caracteristicas distintas do género Heliconia € a simetria invertida da flor,
quando comparada com o0s demais géneros da ordem Zingiberales. A sépala medial em
Heliconia é adaxial, enquanto nas outras familias € abaxial (Cronquist, 1981).

Todas as espécies possuem cinco estames férteis adnados a base das pétalas (Santos,
1977). O sexto estame é substituido por um estamindide estéril que funciona em algumas
espécies como guia condutor de polinizadores aos nectarios florais, situados no estilete (Berry
& Kress, 1991).

O ovario é infero, trilocular, com estilete fino e captado ou trilobado, e com um unico
owvulo basifixo por l6culo (Cronquist, 1981). O apice do ovario € truncado e marcado por uma
cicatriz deixada pela queda do perianto. Entre os l6culos aparece uma sutura intercalar que
permanece durante o desenvolvimento do ovario até o fruto e por onde se da a separacéo das
sementes (Santos, 1977).

Nos tropicos americanos os beija-flores sdo os polinizadores exclusivos de Heliconia.
Em contraste, 0s morcegos, que se alimentam de néctar, sdo os principais polinizadores das
flores das espécies do velho mundo (Berry & Kress, 1991).

A maioria das espécies do género Heliconia sdo autoincompativeis, assim, para que
sejam formadas sementes € necessaria a transferéncia de pdlen entre especimes. A fertilizacéo

cruzada entre espécies é geralmente mal sucedida, pois o pélen de uma espécie geralmente é



inibido pelo da outra espécie. Entretanto alguns hibridos naturais ja foram descritos (Berry &
Kress, 1991).

O fruto é uma drupa com uma camada interna dura envolvendo cada uma das
sementes, que podem ser de uma a trés por fruto. A camada externa é carnosa, € na
maturidade, sua superficie se torna azul e apresenta menos de 2 cm de comprimento nas
espécies da América. As espécies do Pacifico Sul apresentam uma camada externa que se
torna vermelha ou alaranjada e tém mais de 3 centimetros de comprimento. Os frutos
coloridos sdo muito atrativos aos passaros e aos mamiferos que dispersardo as sementes
(Berry & Kress, 1991; Criley & Broschat, 1992).

As sementes sdo de formas e tamanhos variados nas diferentes espécies. Possuem
endosperma conspicuo e um perisperma rico, porém ndo apresentam arilo (Dahlgren et al.,
1985). O embrido é reto, basal e envolvido por abundante endosperma farinaceo (Santos,
1977). As helicbnias sdo consideradas geofiticas tuberosas, ou seja, que se perpetuam néo
somente por suas sementes, mas também por seu rizoma (Castro & Graziano, 1997).

Andersson (1984) determinou o0 numero cromossdmico (2n=24) de 31 taxons de
Heliconia, representando todos os subgéneros de origem neotropical. Segundo o autor, o

cariotipo nao foi significativo para a classificacdo infragenérica de Heliconia.



1.4. Importancia Econémica

A floricultura inclui desde as cultivares de flores para o corte até a producdo de mudas
arboreas de porte elevado. Atualmente, é uma atividade consolidada com importancia
econbmica em varios estados como S&o Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Rio Grande do
Sul, Santa Catarina, Goias, Pernambuco, Ceara, Alagoas, Bahia e Amazonas (Castro, 1998).
A producdo de flores possui enorme potencial para o agronegécio brasileiro, em vista de
diversos fatores como: a inerente biodiversidade do pais, a amplitude de climas e solos, que
possibilitam o cultivo de vérias espécies, a especificidade e o mercado que apresenta (AKi,
1994).

A éarea de producdo de flores e plantas ornamentais no Brasil é de aproximadamente
4500 hectares, onde cerca de 400 espécies e 2000 variedades sdo cultivadas (Claro et al.,
2001). Segundo dados do lbraflor — Instituto Brasileiro de Floricultura, a floricultura
brasileira movimenta, anualmente, cerca de R$ 2 bilhdes. Os produtores vém investindo em
qualidade, e o setor esta ganhando importancia tanto no mercado interno como no mercado
externo.

A Regido Sudeste lidera a producdo nacional, com aproximadamente 70% da
producdo (Arruda et al, 1996), mas estados de outras regides que ndo tinham tradicdo na
floricultura comercial, como os do Nordeste, estdo implantando polos de producao voltados
para a exportacdo com bons resultados. A Regido Centro-Oeste esta investindo para abastecer
seu proprio mercado consumidor, enquanto no Norte, a exética flora tropical esta comecgando
a ser explorada. A Regido Sul vem se destacando pela eficiéncia comercial.

A demanda de plantas ornamentais € atendida pelas flores de regides tropicais e
temperada (Aki, 2002). Porém, as flores tropicais apresentam algumas vantagens na
comercializacdo, como: aspecto exoético, beleza, maior durabilidade na pds-colheita, 6tima
aceitacdo no mercado externo e menor custo de aquisicdo (Loges et al, 2005).

As espécies de Zingiberales sdo um exemplo dessas flores tropicais e tém sido
cultivadas visando o comércio de flores de corte, folhagens de corte, folhagens e floriferas
envasadas. Dentre essas espécies se encontram as helicbnias, que vém apresentando crescente
comercializacdo no mercado internacional em funcdo do aumento da area de producdo nos
paises da América Central e da América do Sul, proporcionando uma maior oferta do produto
e a sua divulgacao (Castro, 1995 a).

Os principais paises produtores de helicbnias sdo: Jamaica, Costa Rica, Estados

Unidos, Honduras, Porto Rico, Suriname e Venezuela. Existem também cultivos comerciais



na Holanda, Alemanha, Dinamarca e Italia, mas sob condi¢es protegidas que, sem duvida,
encarecem o produto (Berry & Kress, 1991).

As espécies e 0s hibridos mais comercializados como flor de corte sdo: H.
psittacorum, H. bihai, H. chartacea, H. caribea, H. wagneriana, H. angusta, H. hirsuta, H.
orthotricha, H. stricta, H. rostrata, H. x Nickeriensis (H. psittacorum x H. marginata), H.
psittacorum x H. spathocircinata cultivares Golden Torch e Red Torch. No Brasil, é
observada, também, a comercializacdo de inflorescéncias de H. episcopalis, H. farinosa, H.
velloziana e H. rauliniana (Castro, 1995 b).

A identificacdo das espécies e das cultivares é baseada primariamente nas
caracteristicas morfolégicas e na coloracdo das flores e das inflorescéncias. No entanto,
variacdes naturais entre os individuos e as popula¢cfes tém causado muita divergéncia entre 0s
colecionadores, os produtores e os melhoristas (Berry & Kress, 1991).

Diante deste fato, denominacgdo incorreta das espécies que vém sendo cultivadas e o
desconhecimento das sinonimias pode ocasionar problemas tanto em nivel comercial como
em nivel técnico-cientifico. Como as condi¢des de cultivo variam de acordo com a espécie, 0
uso inadequado da nomenclatura pode contribuir para a dispersdo das identificacfes
incorretas, perpetuando assim os erros (Castro et al., 2007).

A introgressdo de genes e producdo de hibridos féerteis entre especies silvestres e
cultivadas podem ser maximizadas através de conhecimentos. Além disso, o0 estudo e a
utilizacdo dos gendtipos silvestres dependem de sua classificacdo e caracterizacdo correta. Por
isso, a ampliacdo da base genética dos programas de melhoramento depende do conhecimento

das espécies e das suas relacdes filogenéticas.



10

1.5. Filogenia Molecular

O conhecimento das relacfes entre as espécies e sua evolucdo é fundamental para a
sistematica, que visa o estudo dos padrbes evolucionarios da diversidade bioldgica. A
sistematica inclui a classificacdo e a identificacdo das espécies, o entendimento das suas
relacbes, o estudo do desenvolvimento das espécies e sua relacdo em um determinado
periodo. A sistematica abrange duas grandes areas da biologia: a taxonomia, que classifica os
organismos com base em similaridades de estruturas ou caracteristicas; e a filogenia, que
relaciona os organismos com base em eventos evolucionarios.

A Sistematica Filogenética, baseada na premissa de que 0s organismos constituem
sistemas em continua modificacdo, foi proposta pelo entomdlogo alemdo Willi Hennig. A
primeira publicacdo com essa proposta foi feita em aleméo no ano de 1950. Em 1966, Hennig
publicou em inglés uma versdo mais lapidada do original em alemdo (Amorim, 2002).

Hennig (1979) considerou que os estados de caracteres derivados (sinapomorfias)
devem ser utilizados para estimar a historia evolutiva de um grupo monofilético. A
sinapomorfia pode ser definida como uma sequéncia linear de estados de caracteres originado
de uma condicdo ancestral (plesiomorfia) até a condicdo mais derivada (apomorfia) na
linhagem de um mesmo grupo (Nei & Kumar, 2000). Para determinar se o estado de carater é
plesiomorfica ou apomorfica, os dados do grupo estudado (grupo interno) sdo comparados aos
de um grupo externo.

Os grupos externos (tdxons que ndo se encontram nem dentro do grupo analisado, e
nem tdo distante filogeneticamente desse) sdo selecionados com o intuito de polarizar
(enraizar) a arvore filogenética para definir se os estados de caracteres sé@o plesiomorficos ou
apomorficos (Arriel, 2006).

A filogenia considera as relacdes de parentesco e a historia evolutiva das espécies. Sob
a premissa de que as espécies evoluem de um ancestral comum, as espécies mais proximas
tém mais caracteristicas em comum do que as mais distantes. A filogenia representa uma
hipdtese das relacdes de ancestralidade comum entre taxons ou grupos, inferida a partir de
caracteres morfoldgicos, fisiolégicos, moleculares ou outros.

A idéia de usar dados moleculares na inferéncia filogenética surgiu com Zuckerkandl e
Pauling (1965). Eles sugeriram que mudancas moleculares, substituicbes de aminoacidos ou
de nucleotideos ocorrem em uma taxa proporcional ao relégio molecular (velocidade em que
0s aminoacidos ou nucleotideos homdlogos divergem a partir de um ancestral comum), e que

a filogenia pode ser deduzida a partir de um modelo de mudangas moleculares (Soltis et al.,
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1992). Esses modelos podem variar de simples como Jukes e Cantor (JC), em que as
transicbes ocorrem com a mesma probabilidade que as demais substituigdes nucleotidicas; a
complexos como 0 GTR (General Time Reversible), que calcula diferentes probabilidades
para cada substituicdo e considera as taxas simétricas.

Com a disseminacdo da teoria filogenética e os avangos das técnicas moleculares
surgiu a filogenia molecular, que estuda as relagdes evolucionérias entre 0s organismos com
base em dados moleculares, como sequéncias de DNA, RNA e proteinas ou outros
marcadores moleculares. A quantidade de informacdo fornecida pelas proteinas e DNA é
enorme, pois cada par de bases em uma sequéncia de nucleotideo ou cada aminoécido de uma

proteina é considerado um carater separado (Arriel et al., 2006).
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1.6. Marcadores moleculares

Os marcadores moleculares podem ser definidos como caracteristicas de DNA
herdadas geneticamente capazes de diferenciar dois ou mais individuos. Os diferentes tipos de
marcadores moleculares diferenciam-se pela tecnologia utilizada para revelar variabilidade
em nivel de DNA, e assim variam quanto a habilidade de detectar diferencas entre individuos,
custo, facilidade de uso, consisténcia e repetibilidade (Milach, 1998).

O surgimento das técnicas que envolvem o uso de marcadores moleculares propiciou
um grande avanco nos estudos de genética gendmica e em programas de melhoramento
genético. Diversas técnicas estdo hoje disponiveis para deteccdo da variabilidade genética ao
nivel de sequéncias de DNA, ou seja, de polimorfismo genético. Essas técnicas permitem a
obtencdo de um ndmero virtualmente ilimitado de marcadores moleculares com ampla
cobertura gendmica (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Os marcadores tém sido usados para o entendimento da variabilidade genética e do
processo de evolucdo de espécies vegetais, por meio da analise comparativa dos genomas,
bem como por detectar caracteristicas genéticas estruturais peculiares. Diferencas entre
genomas sdo Uteis para estudos de variabilidade genética, melhoramento genético,
conservacdo de germoplasma e reconstrucgdes filogenéticas (Buso, 1998).

Os principais tipos de marcadores moleculares baseados em DNA podem ser
classificados em dois grupos, de acordo com a metodologia utilizada para identifica-los:
marcadores de hibridizacdo (RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism) e
marcadores de amplificacdo de DNA (RAPD - Random Amplified Polymorphic DNA).

O primeiro caso consiste na fragmentacdo do DNA através do uso de enzimas de
restricdo e na hibridizacao (pareamento de fitas complementares de DNA) desses fragmentos
com sequéncias homologas de DNA marcadas com radioatividade ou compostos que
desencadeiam uma reacdo de luminescéncia. Para que o polimorfismo seja detectado, é
necessario que as sequéncias de nucleotideos nas fitas de DNA de dois ou mais individuos
comparados sejam distintas (Milach, 1998b).

No segundo, ocorre a amplificacdo simultanea de varios locos andnimos no genoma
utilizando varios iniciadores de sequéncia arbitraria. A vantagem desse Ultimo esta no fato de
que se dispensa 0 emprego de material radioativo, como também podem ser realizadas
analises a partir de pequenas quantidades de DNA (Ferreira & Grattapaglia, 1998; Milach,
1998b).


http://www.cnpt.embrapa.br/biblio/p_do03_b.htm
http://www.cnpt.embrapa.br/biblio/p_do03_b.htm
http://www.cnpt.embrapa.br/biblio/p_do03_b.htm
http://www.cnpt.embrapa.br/biblio/p_do03_b.htm
http://www.cnpt.embrapa.br/biblio/p_do03_b.htm
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1.6.1. Marcadores RAPD

O advento da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), na década de 1980
(Mullis & Faloona, 1987), possibilitou a producéo in vitro de multiplas cépias de sequéncias
especificas, a partir de uma reacdo enzimatica dirigida por iniciadores, ndo sendo necessaria a
clonagem dessas sequéncias.

Além disso, a PCR permitiu o desenvolvimento de diversas classes de marcadores.
Uma delas foi a técnica de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) (Williams et al.,
1990), também conhecida por AP-PCR (Arbitrarily Primed — Polymerase Chain Reaction)
(Welsh & MacClelland, 1990), ou, ainda, DAF (DNA Amplification Fingerprint) (Caetano-
Anollés et. at., 1991).

A técnica de RAPD utiliza iniciadores curtos arbitrarias de nucleotideos, geralmente
decameros (10 pares de base — pb), que resulta na amplificacdo de varios produtos discretos
de DNA na mesma reacdo de PCR. Cada produto é derivado de uma regido do genoma que
contém dois segmentos curtos homologos aos iniciadores, em fitas opostas de DNA e
suficientemente proximos para que a amplificacdo ocorra. Os polimorfismos resultam de
diferencas na sequéncia do local de ancoramento dos iniciadores e a distancia entre eles
(Williams et al., 1990). Os fragmentos de DNA amplificados via RAPD variam tipicamente
de 200 a 3.000 pares de base (pb).

O enorme atrativo dessa tecnica é a simplicidade, pois é facil de ser executada, a
obtencdo de dados € rapida, o custo é reduzido em relagdo a outras técnicas moleculares e é
aplicavel a qualquer tipo de organismo. Além disso, ndo envolve a utilizacdo de méo-de-obra
altamente especializada e ndo emprega radioatividade. A técnica de RAPD ndo necessita de
sequenciamento de nucleotideos, nem desenho de iniciadores especificos e ndo requer o
desenvolvimento prévio de bibliotecas de sondas especificas, nem mesmo informac6es
prévias sobre o genoma a ser estudado, e requer quantias minimas de DNA (nanogramas)
(Tingey & Del Tufo, 1993; Caixeta et al., 2006).

O perfil das bandas, observado na técnica de RAPD, consiste na amplificacdo de
varios fragmentos de DNA em virtude do anelamento aleat6rio dos iniciadores ao longo do
genoma. Esses fragmentos sdo convertidos em dados binarios (presenca ou auséncia de
bandas) e, posteriormente, a partir de programas estatisticos, usados para a determinacdo das

relacBes genéticas entre populacdes ou espécies.
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Essa técnica pode apresentar desvantagens pelo fato dos gendtipos heterozigotos ndo
serem distinguidos dos homozigotos, ja que este é um marcador dominante. Contudo, os
marcadores RAPD tém sido aplicados em estudos sobre variabilidade genética de varios
géneros, como os realizados por Ciampi & Magalhdes (2001) com trés espécies arbdreas, por
Buso et al. (1998) com Oryza, e Buso et al. (2003) com Capsicum e até mesmo com espécies
e cultivares de Heliconia (Kumar et al., 1998).
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1.6.2. O Genoma do Cloroplasto como Elemento de Reconstrugio

Filogenética

O cloroplasto é uma organela citoplasmatica, constituido por um cromossomo circular
pequeno (120 a 217 Kilobases), abundante nas células vegetais e facilmente isolado (Palmer,
1987). Geralmente, apresenta heranga unipariental, sendo transmitido maternalmente na
maioria das angiospermas (Demesure et al., 1995). Além disso, o cpDNA é altamente
conservado em termos de tamanho, contetdo, estrutura e ordem dos genes (Judd et al., 2002).
Isso permite que iniciadores especificos desse genoma sejam utilizados virtualmente em quase
todo o reino vegetal, facilitando a comparacéo entre diferentes taxons.

A deteccdo de substituicdo nucleotidica através da analise de restricio ou por
comparagdo direta de sequéncias gendmicas tem sido muito utilizada na reconstrugédo
filogenética. Os maiores rearranjos do genoma do cloroplasto incluem inversdes, inser¢es ou
delecbes de genes, introns e regides espacadoras, bem como perda de coOpia da repeticao
invertida. Estes eventos sdo usualmente detectados com sondas ou sequenciamento. Os
rearranjos menores incluem insercGes e delecdes (1-1000pb) e ocorrem principalmente em
regides ndo codificadoras (Buso, 2005).

O genoma do cloroplasto de varias espécies foi sequenciado e iniciadores universais
foram desenhados, a partir de regides conservadas de trés espécies (Oryza sativa, Nicotiana
tabaccum e Marchantia polymorpha), para amplificarem regides polimorficas (Demesure et
al., 1995; Dumolin-Lapegue et al., 1997). Essas sequéncias polimérficas amplificadas sdo
digeridas por vérias endonucleases visando a deteccdo de polimorfismos informativos. Estes
marcadores sdo chamados CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequences).

Esta técnica vem sendo muito utilizada; como nos trabalhos realizados por: Bhat et al.
(1995) com 57 cultivares de Musa, Buso et al. (2003) com 54 acessos de Capsicum, e Duval
et al. (2003) com 115 acessos de Ananas; pois requer apenas o emprego da amplificacdo de
uma regido especifica do genoma pela reacdo em cadeia da DNA polimerase (PCR), e o corte
dos fragmentos amplificados com enzima de restricdo, sendo os polimorfismos detectados

robustos e Uteis em analises de variabilidade genética e filogenia.
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1.6.3. Sequenciamento de DNA na Inferéncia Filognética

Nas plantas, as sequéncias de DNA podem ser obtidas a partir de trés genomas:
cloroplasto (cpDNA), mitocondria (mMtDNA), e nucleo (nDNA). As varia¢cBes que ocorrem
nesses genomas, tais como mutagdes pontuais e rearranjos, incluindo inversdes, delegdes e
insercOes, sdo os caracteres utilizados na filogenia. A combinacgdo das variagdes entre esses
trés genomas é uma das melhores ferramentas para a reconstrucdo filogenética de um taxon
(Qiu et al., 1999). O uso de diferentes genomas permite uma maior confianga nos resultados,
uma vez que ndo sdo susceptiveis de transferéncias laterais a0 mesmo tempo e nao estdo
sujeitos as mesmas limita¢des funcionais (Camara, 2008).

O reduzido tamanho do cpDNA permitiu que o sequenciamento completo do genoma
dessa organela fosse obtido em vérias espécies, possibilitando o conhecimento de regides que
evoluem em diferentes taxas e podem ser utilizadas em diferentes propositos na filogenia
molecular.

Genes como 0 rbcL, que codifica a maior subunidade da ribulose-1,5-bifosfato
carboxilase oxidase (RuBisCO), possuem taxa de evolucdo lenta, apresentando boa resolucao
em niveis taxondmicos mais elevados, como familia (Chase et al., 1993). As regides ndo
codificadoras, como o0 espacador intergénico trnL-trnF, sdo utilizadas para niveis
taxonébmicos mais baixos, como género e espécie, pois tendem a acumular mutacdes mais
rapidamente (Doyle & Luckow, 2003).

A mitocondria, assim como o cloroplasto, é uma organela que possui heranca
unipariental. Contudo, o mtDNA vegetal é pouco conhecido, sabe-se, entretanto, que o seu
tamanho, configuracdo e ordem génica mudam rapidamente, enquanto a sequéncia primaria
do genoma possui taxa de evolucdo lenta. No genoma dessa organela os rearranjos sdo tao
frequentes que um mesmo individuo pode ter diferentes copias. Por isso, essa regido nao é
muito utilizada em estudos evolutivos de fanerégamas (Palmer, 1992).

O genoma nuclear é organizado em cromossomos, possui alta taxa de complexidade e
é mais conservado que o cpDNA e o mtDNA. Entretando, um gene nuclear muito utilizado na
inferéncia filogenética é o 18S, que € um dos constituintes do DNA ribossomal (rDNA)
(Soltis et al., 2000). O DNA ribossomal (rDNA) é a regido do genoma que codifica os
componentes do RNA dos ribossomos (rRNA). O rDNA é constituido por trés exons (18S,
26S e 5,8S), que codificam o rDNA final e dois espacadores (ITS1 e ITS2). Em geral, as

regides codificadoras de rDNA evoluem lentamente e sdo altamente conservadas,
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possibilitando a sua utilizagdo em niveis hierarquicos mais elevados. Ja os introns, conhecidos
como espacadores internos transcritos (ITS — Intenal Transcibed Spacer) evoluem
rapidamente, apresentando alto polimorfismo, 0 que 0s tornam interessantes nos estudos
filogenéticos de géneros e espécies (Baldwin et al., 1995).

As principais vantagens do sequenciamento dos &cidos nucléicos séo: os nucleotideos,
que sdo as unidades basicas das informacGes codificantes nos organismos; a relativa
facilidade de se extrair e de se incorporar informagGes sobre processos moleculares evolutivos
nas analises; a evolugédo sequencial é comparativamente mais facil de modelar, pois os testes
dos modelos sdo relativamente diretos; e os potenciais tamanhos dos conjuntos de dados
informativos s&o imensos (Hillis et al., 1996).

Os marcadores moleculares serdo Uteis para o entendimento da variabilidade genética
e do processo de evolucdo de espécies vegetais, por meio da andlise comparativa dos
genomas. O uso de marcadores de DNA gendmico-nucleares (RAPD), do sequenciamento de
regibes do cloroplasto e do nucleo é uma ferramenta de grande valia nos estudos de
variabilidade genética, no estabelecimento das relacdes filogenéticas entre diferentes espécies
de Heliconia para um melhor entendimento dos limites das espécies e dos processos de

especiacdo dessas plantas.
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1.7. Métodos de Reconstrucao Filogenética

A reconstrucdo filogenética estima as relagBes de ancestralidade existentes em um
determinado nlmero de organismos através da construcdo de uma arvore filogenética, que
representa a histdria evolutiva dos taxons nela presentes. Esses tdxons podem ser: familias,
géneros, espécies, populacdes, ou qualquer grupo taxondmico que se queira inferir sobre a
historia evolutiva (Arriel et al., 2006).

Existem dois tipos de analises utilizadas para o desenvolvimento de &rvores: fenética e
cladistica. As analises fenéticas utilizam medidas de distancia ou de similaridade genética,
que consolidam estatisticamente as diferencas entre os caracteres em um nimero. Uma matriz
de distdncia entre todos os possiveis pares do grupo de estudo é criada, e arvores sao
desenvolvidas agrupando aqueles com menor diferenca em um fenograma. Entre os principios
gue guiam a taxonomia em numeérica, alguns sdo: a melhor classificacdo usualmente resulta
de analises baseadas em um grande nimero de caracteres; todo carater tem 0 mesmo peso; as
classificagdes sdo baseadas em medidas quantitativas de similaridade ou distancia entre
taxons; os padrdes de correlacdo entre caracteres podem ser usados para reconhecimento de
um taxon distinto (Avise, 1994).

Na analise fenética, o algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean) considera que os taxons estdo igualmente distantes da raiz (ultramérica)
(Sneath & Sokal, 1973). O algoritmo agrupa um par de td&xons com a menor distancia e
recalcula a matriz assumindo este par como um tdxon composto. Em seguida, com base na
nova matriz de dados, a célula com menor distancia é incluida na arvore, e, assim,
sucessivamente, até que todos os taxons estejam agrupados na arvore final.

As analises cladisticas calculam arvores para cada carater e entdo indicam a melhor
arvore através da determinacdo daquela que requer menor nimero de mudancas (Maxima
Parcimdnia) ou aquela mais provavel estatisticamente (Maxima Verossimilhanca e Inferéncia
Bayesiana). A idéia basica por tras da cladistica € que membros do mesmo grupo
compartilham uma histéria evolucionaria comum, e sdo relacionados, mais com membros do
mesmo grupo do que com outros organismos. Esses grupos sdo reconhecidos por
compartilharem caracteristicas Unicas que nao estdo presentes em um ancestral distante.

A anélise de maxima parcimdnia seleciona arvores filogenéticas que minimizam o
comprimento total da arvore ou o nimero de passos evolucionarios necessarios para explicar
0s padrdes observados nos dados (Swofford et al., 1996). Como, normalmente, as analises de

parcimbnia geram mais de uma arvore, deve-se optar por uma arvore de consenso, que
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representa uma forma conveniente de sumarizar o grau de concordancia entre as arvores
obtidas em uma analise filogenética. A parciménia avalia as arvores, escolhendo caminhos
que contenham a &rvore com menor escore. Durante a busca, diferentes rearranjos podem ser
feitos para aumentar a chance de cumprir toda distribuicdo parcial das arvores.

A andlise de mé&xima verossimilhanca avalia a hipdtese da historia evolucionaria em
termos da probabilidade de que um modelo proposto e a histéria hipotética originariam um
conjunto de dados. A suposicao é que a histéria com maior probabilidade de alcancar o estado
observado € preferida a histéria com menor probabilidade. O método procura a arvore com
maior probabilidade ou mais verossimil (Felsenstein, 1981).

Outro tipo de analise para estimar a filogenia, que vem sendo utilizado atualmente, é a
Bayesiana, que consiste em um método estatistico altamente relacionado com a maxima
verossimilhancga. A hipdtese 6tima € a que apresenta a maxima probabilidade posterior, que €
estimada a partir de um modelo evolutivo previamente selecionado. A probabilidade posterior
para uma hipdtese é dada pela verossimilhanca multiplicada pela probabilidade a priori desta
hipdtese. Este valor pode ser interpretado como sendo a probabilidade da arvore estar correta
(Rannala & Yang, 1996; Huelsensbeck et al., 2001).

O método numérico mais utilizado para estimar os valores de probabilidades
posteriores € o algoritmo Monte Carlo via Cadeia de Markov (MCMC). O MCMC é um
método estocastico capaz de gerar amostras aleatdrias de uma distribuicao de interesse, que na
inferéncia filogenética é a distribuicdo posterior. E 0 método MCMC mais utilizado na analise
filogenética é o Metropolis-Hastings (Metropolis et al., 1953; Hastings, 1970), cuja
metodologia foi programada para um dos programas mais populares de analise Bayesiana
(Mr. Bayes). Os valores de probabilidade posteriores maiores ou iguais a 0,95 obtidos a partir
desse programa sdo considerados satisfatorios e significativos para a filogenia (Rannala &
Yang, 1996).

A andlise cladistica busca o nimero de ramificacGes existentes entre um grupo de
organismos, a ramificacdo que conecta um ao outro e qual a seqiéncia dessas ramificacdes. O
cladograma se refere a topologia de uma arvore filogenética. Por outro lado, a analise fenética
concentra-se na avaliacdo do relacionamento genético entre grupos de organismos, com base
no grau de similaridade entre eles. Enquanto um fenograma pode indicar uma relacédo
cladistica, os dois métodos ndo sdo necessariamente idénticos. No entanto, se houver uma
relacdo linear entre o tempo de divergéncia e o grau de divergéncia genética, os dois tipos de

arvores serao idénticos (Li & Graur, 1991).
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Existem discussbes em relacdo a qual tipo de anélise seria mais confiavel. Acredita-se
que a cladistica seria mais que a fenética, pois nessa 0s dados sdo utilizados na forma em que
sdo coletados, enquanto na fenética podem-se perder informacGes nas transformacgdes do
estado do caréter, envolvidas em matriz de similaridade. No entanto, enquanto a parcimdnia
usa os dados diretamente (ndo transformados), somente uma pequena fracdo dos mesmos é
empregada na analise. Por outro lado, se o nimero de informagdes for grande, a analise de
parcimdnia é geralmente efetiva (Li e Graur, 1991). A disputa entre defensores das analises
cladistica ou fenética vem de longa data, mas varios conjuntos de dados reproduzem
conclusdes idénticas, com analise baseada em carater ou distancia (Swofford et al., 1996).

Em geral, recomenda-se utilizar mais de um método na analise dos dados,
particularmente aqueles que sdo distintos (Avise, 1994). Por exemplo, para um conjunto de
dados, tanto UPGMA como parcimdnia podem ser aplicados, e os dados comparados. A
maioria das caracteristicas significativas dos dados € revelada independentemente do
algoritmo filogenético utilizado, e diferencas problematicas tendem a envolver mudancas nos

ramos internos mais relacionados.
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2. OBJETIVO GERAL

Analisar a variabilidade genética e a filogenia para os acessos e/ou espécies do género
Heliconia com base em marcadores moleculares, contribuindo desta forma para o

conhecimento da historia evolutiva do género.

2.1. Objetivos Especificos

Analisar a variabilidade genética existente entre espécies, cultivares e hibridos de
Heliconia e a relacdo entre as diferentes espécies, utilizando marcadores nucleares ou
gendmicos (RAPD).

Analisar a variabilidade genética e relacdo genética entre espécies de helicOnias,
utilizando marcadores de DNA cloroplastico e nuclear, por meio de sequenciamento.

Estudar a relacdo entre as espécies de Heliconia, visando esclarecer impasses
taxonémicos acerca de suas limitacoes.

Estudar a relacdo taxonémica existente entre os subgéneros Heliconia, Stenochlamys e
Griggsia.

Identificar os hibridos e seus parentais, a partir das sequéncias do DNA cloroplastico.

Analisar a relacdo de parentesco das Heliconiaceae com o grupo externo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material Vegetal

Foram coletadas folhas de espécies, cultivares e hibridos de Heliconia no Jardim
Botanico do Rio de Janeiro (JBRJ), no Sitio Burle-Marx no Rio de Janeiro (SBM), na
EMBRAPA Hortalicas no Distrito Federal (CNPH), na EMBRAPA AgroindUstria Tropical
no Ceard (CNPAT) e na Chéacara Fiore Mio (CFM) no estado de Goiés, totalizando 119
acessos (Tabela 1) dos subgéneros Heliconia (Figura 3), Stenochlamys (Figura 4) e Griggsia
(Figura 5).

Além disso, foram coletadas no JBRJ folhas de cinco espécies das demais familias
(Costaceae, Marantaceae, Musaceae, Strelitziaceae e Zingiberaceae) da ordem Zingiberales

utilizadas como grupo externo (Tabela 2).

3.2. Extracao e quantificacdo do DNA genémico

A extracdo de DNA foi realizada a partir de folhas frescas de acordo com o protocolo
CTAB (Doyle & Doyle, 1987). O DNA extraido foi quantificado em gel de agarose de 1%
corado com brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta. As amostras foram diluidas a

partir da comparagdo com DNA padrdo (A DNA) para uma concentracdo final de

aproximadamente 3,0 ng/uL.
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Figura 3. Imagens selecionadas de espécies do subgénero Heliconia. A) H. bihai, B) H. bourgaeana, C) H.

caribea, D) H. champneiana, E) H. stricta e F) H. orthotricha. (Fotos Marouelli, L. P.).
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Figura 4. Imagens selecionadas de espécies do subgénero Stenochlamys. A) H. angusta, B) H. hirsuta, C) H

lingulata D) H. longiflora, E) H. metallica, F) H. pseudoaemygdiana, G) H. psittacorum. (Fotos Marouelli, L. P.).
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Figura 5. Imagens selecionadas de espécies do subgénero Stenochlamys. A) H. chartacea, B) H. juruana, C) H.
magnifica, D) H. marginata, E) H. mariae, F) H. pogonantha, G) H. rauliniana e H) H. vellerigera. (Fotos
Marouelli,L.P.).
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Tabela 1. Lista dos acessos do género Heliconia, local de ocorréncia e seus respectivos subgéneros estudados, coletados no CNPH, no JBRJ, na CFM e no SBM. Os acessos

marcados com um asterisco (*) foram utilizados no ensaio CAPS e nas analises via sequenciamento.

Taxons Coleta Material Ocorréncia Natural
Testemunho
Subgénero Heliconia
H. episcopalis Vellozo * JBRJ Bolivia, Brasil, Colémbia, Equador, Peru, Suriname e Venezuela
H. bihai (L.) L. JBRJ Belize, Brasil, Caribe, Colémbia, Guiana, Guiana Francesa, Guatemala, Honduras, México,
Panama, Peru, Suriname e Venezuela
H. bihai (L.) L. JBRJ Belize, Brasil, Caribe, Colémbia, Guiana, Guiana Francesa, Guatemala, Honduras, México,
Panama, Peru, Suriname e Venezuela
H. bihai (L.) L. cv. Banana Split* CFM  Marouelli, L.P. Belize, Brasil, Caribe, Colémbia, Guiana, Guiana Francesa, Guatemala, Honduras, México,
7 (UB) Panama, Peru, Suriname e Venezuela
H. bihai (L.) L. cv. Nappi Yellow SBM Belize, Brasil, Caribe, Coldmbia, Guiana, Guiana Francesa, Guatemala, Honduras, México,
Panam@, Peru, Suriname e Venezuela
H. bihai (L.) L. cv. Nappi Yellow CFM Marouelli, L.P. Belize, Brasil, Caribe, Coldmbia, Guiana, Guiana Francesa, Guatemala, Honduras, México,
26 (UB) Panama@, Peru, Suriname e Venezuela
H. bihai (L.) L. cv. Lobster Claw Two CNPAT Belize, Brasil, Caribe, Coldmbia, Guiana, Guiana Francesa, Guatemala, Honduras, México,
Panamd, Peru, Suriname e Venezuela
H. bihai (L.) L. cv. Lobster Claw Two CFM Marouelli, L.P. Belize, Brasil, Caribe, Coldmbia, Guiana, Guiana Francesa, Guatemala, Honduras, México,
3 (UB) Panama@, Peru, Suriname e Venezuela
H. bihai (L.) L. cv. Orange Peachy CFM Marouelli, L.P. Belize, Brasil, Caribe, Coldmbia, Guiana, Guiana Francesa, Guatemala, Honduras, México,
33 (UB) Panama, Peru, Suriname e Venezuela
H. bihai (L.) L. (Terra do Meio) CFM Belize, Brasil, Caribe, Coldmbia, Guiana, Guiana Francesa, Guatemala, Honduras, México,
Panam@, Peru, Suriname e Venezuela
H. bihai (L.) L. cv. Kamehameha CFM Marouelli, L.P. Belize, Brasil, Caribe, Coldmbia, Guiana, Guiana Francesa, Guatemala, Honduras, México,
47 (UB) Panama, Peru, Suriname e Venezuela
H. bihai (L.) L. cv. Emerald Forest CFM Belize, Brasil, Caribe, Coldmbia, Guiana, Guiana Francesa, Guatemala, Honduras, México,
Panam@, Peru, Suriname e Venezuela
H. bourgaeana Petersen* CFM Marouelli, L.P. Belize, Brasil, Caribe, Guatemala, Honduras, México e Peru
25 (UB)
H. caribea Lamarck JBRJ Caribe
H. caribea Lamarck SBM Caribe



H. caribea Lamarck*

H. champneiana Griggs*
H. champneiana Griggs cv. Splash

H. orthotricha L. Anderss. cv. Eclipse
Total

H. orthotricha L. Anderss. cv. Eclipse
Total*

H.stricta Huber

H. stricta Huber cv. Dwarf Jamaica

H. stricta Huber cv. Dwarf Jamaica

I

. stricta Huber cv. Fire Bird

I

. stricta Huber cv. Tagami

I

. stricta Huber cv. Tagami

I

. stricta Huber cv. Dorado Gold

I

. stricta Huber cv. Dorado Gold*
H.stricta Huber cv. Olivera’s Sharonii
H.stricta Huber cv. Iris Red

H.stricta Huber cv. Las Cruces
H.stricta Huber cv. Bucky

H. wagneriana Petersen*

H. latispatha Bentham cv. Orange Gyro

H. latispatha Bentham cv. Orange Gyro

CFEM

SBM
SBM
CNPH

CFM

SBM
CNPH
CFM

CNPH
CFM

CNPH
CNPH
CEM

CFM

CEM

CFM

CEM

JBRJ

JBRJ
CFM

Marouelli, L.P.

35 (UB)

Marouelli, L.P.

48 (UB)

Marouelli, L.P.

15 (UB)

Marouelli, L.P.

27 (UB)

Marouelli, L.P.

20 (UB)

Marouelli, L.P.

18 (UB)

Marouelli, L.P.

23 (UB)

Marouelli, L.P.

32 (UB)

Marouelli, L.P.

45 (UB)

Marouelli, L.P.

39 (UB)

Caribe
Meéxico, Honduras e Nicaragua
Meéxico, Honduras e Nicaragua
Bolivia, Equador, Colémbia e Peru
Bolivia, Equador, Colémbia e Peru
Bolivia, Brasil, Colémbia, Equador, Guiana Francesa, Guiana, Peru, Suriname e Venezuela
Bolivia, Brasil, Colémbia, Equador, Guiana Francesa, Guiana, Peru, Suriname e VVenezuela
Bolivia, Brasil, Colémbia, Equador, Guiana Francesa, Guiana, Peru, Suriname e Venezuela
Bolivia, Brasil, Colémbia, Equador, Guiana Francesa, Guiana, Peru, Suriname e VVenezuela
Bolivia, Brasil, Colémbia, Equador, Guiana Francesa, Guiana, Peru, Suriname e Venezuela
Bolivia, Brasil, Colémbia, Equador, Guiana Francesa, Guiana, Peru, Suriname e Venezuela
Bolivia, Brasil, Colémbia, Equador, Guiana Francesa, Guiana, Peru, Suriname e Venezuela
Bolivia, Brasil, Colémbia, Equador, Guiana Francesa, Guiana, Peru, Suriname e Venezuela
Bolivia, Brasil, Colémbia, Equador, Guiana Francesa, Guiana, Peru, Suriname e Venezuela
Bolivia, Brasil, Colémbia, Equador, Guiana Francesa, Guiana, Peru, Suriname e Venezuela
Bolivia, Brasil, Colémbia, Equador, Guiana Francesa, Guiana, Peru, Suriname e Venezuela

Bolivia, Brasil, Colémbia, Equador, Guiana Francesa, Guiana, Peru, Suriname e Venezuela

Belize, Colémbia, Costa Rica, Equador, Guatemala, Honduras, Nicaragua, Panama, Peru e
Venezuela
Belize, Colémbia, Costa Rica, Equador, El Salvador, Guatemala, Honduras e Jaméica

Belize, Coldémbia, Costa Rica, Equador, El Salvador, Guatemala, Honduras e Jaméica

27



H. latispatha Bentham

H. latispatha Bentham™*

H. spathocircinata Aristeguieta

H. spathocircinata Aristeguieta *

H. farinosa Raddi*

H. rivularis Emygdio & Santos

H. rivularis Emygdio & Santos*

H. sampaioana L. Emygdio*

H. velloziana L. Emygdio

H. velloziana L. Emygdio*

Subgénero Stenochlamys Baker

H. acuminata L. C. Richard

H. angusta Vellozo

H. angusta Vellozo cv. Holiday*

H. angusta Vellozo cv. Yellow Christmas
H. angusta Vellozo cv. Orange Christmas

. laneana Barreiros
. laneana Barreiros var. flava

. lacletteana L. Em. et. Em. Santos*

I T T I

. lingulata Ruiz & Pav6n

I

. lingulata Ruiz & Pavén

CNPAT
CFM

JBRJ

JBRJ

JBRJ
CNPH
CFM

JBRJ
JBRJ
CFM

CNPH
JBRJ
CFM

CEM

CFM

JBRJ
JBRJ
JBRJ
CFM

CNPH

Marouelli, L.P.

40 (UB)

Marouelli, L.P.

9 (UB)

Marouelli, L.P.

16 (UB)

Marouelli, L.P.

28 (UB)

Marouelli, L.P.

29 (UB)

Marouelli, L.P.

30 (UB)

Marouelli,
L.P.42 (UB)
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Belize, Coldémbia, Costa Rica, Equador, El Salvador, Guatemala, Honduras e Jamaica

Belize, Coldmbia, Costa Rica, Equador, El Salvador, Guatemala, Honduras e Jamaica

Bolivia, Brasil, Caribe, Colémbia, Equador, Guiana, Guiana Francesa, Panam4, Peru, Suriname e

Venezuela

Bolivia, Brasil, Caribe, Colémbia, Equador, Guiana, Guiana Francesa, Panama, Peru, Suriname e

Venezuela
Brasil (Mata Atlantica)

Brasil (Mata Atlantica)
Brasil (Mata Atlantica)
Brasil (Mata Atlantica)
Brasil (Mata Atlantica)

Brasil (Mata Atlantica)

Bolivia, Brasil, Colbmbia, Guiana, Guiana Francesa, Peru, Suriname e Venezuela

Brasil (Mata Atlantica)

Brasil (Mata Atlantica)
Brasil (Mata Atlantica)
Brasil (Mata Atlantica)

Brasil (Mata Atlantica)
Brasil (Mata Atlantica)
Brasil (Bacia Amazonica)

Bolivia, Peru

Bolivia, Peru



H. lingulata Ruiz & Pavon cv. Fan*

H. pseudoaemygdiana L. Emygdio & E.
Santos*

H. psittacorum L. f. cv. Sassy

H. psittacorum L. f. cv. Sassy*

H. psittacorumL. f. cv. Choconiana

I

. psittacorum L. f. cv. St. Vicent Red

I

. psittacorum L. f. cv. St. Vicent Red

I

. psittacorum L. f. cv. St. Vicent Red
H. psittacorum L. f. cv. Flamingo

H. richardiana Miquel*

H.densiflora cv. Fire flash*

H. metallica Planchon & Linden ex
Hooker

H. metallica Planchon & Linden ex
Hooker*

H. subulata Andersson

I

. mathiasiae Daniels & Stiles*

I

. hirsuta L. f.

I

. hirsuta L. f.*

I

. hirsuta L. f. cv. Burle Marx

I

. hirsuta L. f. cv. Yellow Panama

I

. hirsuta L. f. cv. Darrell

CNPAT
CFEM

CNPH

CFM

CNPH

CNPH

CNPAT

CFM

CFM

JBRJ
CFM

JBRJ

CFM

CEM

SBM
JBRJ

CFM

JBRJ

SBM

CNPAT

Marouelli, L.P.

36 (UB)

Marouelli, L.P.

12 (UB)

Marouelli, L.P.

14 (UB)

Marouelli, L.P.

46 (UB)

Marouelli, L.P.

13 (UB)

Marouelli, L.P.

19 (UB)

Marouelli, L.P.

24 (UB)

Marouelli, L.P.

41 (UB)
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Bolivia, Peru

Brasil, Equador

Bolivia, Brasil, Caribe, Coldmbia, Guiana, Guiana Francesa, Honduras, México, Peru, Suriname e
Venezuela

Bolivia, Brasil, Caribe, Coldmbia, Guiana, Guiana Francesa, Honduras, México, Peru, Suriname e
Venezuela

Bolivia, Brasil, Caribe, Coldmbia, Guiana, Guiana Francesa, Honduras, México, Peru, Suriname e
Venezuela

Bolivia, Brasil, Caribe, Colombia, Guiana, Guiana Francesa, Honduras, México, Peru, Suriname e
Venezuela

Bolivia, Brasil, Caribe, Coldmbia, Guiana, Guiana Francesa, Honduras, México, Peru, Suriname e
Venezuela

Bolivia, Brasil, Caribe, Coldmbia, Guiana, Guiana Francesa, Honduras, México, Peru, Suriname e
Venezuela

Bolivia, Brasil, Caribe, Coldmbia, Guiana, Guiana Francesa, Honduras, México, Peru, Suriname e
Venezuela

Brasil, Guiana, Guiana Francesa, Suriname e Venezuela

Bolivia, Brasil, Caribe, Coldbmbia, Guiana, Guiana Francesa, Peru, Suriname e VVenezuela

Bolivia, Brasil, Colémbia, Costa Rica, Equador, El Salvador, Honduras, Nicaragua, Panam4, Peru
e Venezuela
Bolivia, Brasil, Colémbia, Costa Rica, Equador, El Salvador, Honduras, Nicaragua, Panama, Peru
e Venezuela
Argentina, Belize, Bolivia, Brasil, Caribe, Equador, Guatemala, Honduras, México, Panama,
Paraguai e Peru
Costa Rica México, Nicaragua e Panama

Argentina, Belize, Bolivia, Brasil, Caribe, Coldmbia, Equador, Guatemala, Guiana, Guiana
Francesa, Nicaragua, Panama, Paraguai, Peru, Suriname e Venezuela
Argentina, Belize, Bolivia, Brasil, Caribe, Coldmbia, Equador, Guatemala, Guiana, Guiana
Francesa, Nicaragua, Panama, Paraguai, Peru, Suriname e Venezuela
Argentina, Belize, Bolivia, Brasil, Caribe, Coldmbia, Equador, Guatemala, Guiana, Guiana
Francesa, Nicardgua, Panam@, Paraguai, Peru, Suriname e Venezuela
Argentina, Belize, Bolivia, Brasil, Caribe, Coldmbia, Equador, Guatemala, Guiana, Guiana
Francesa, Nicardgua, Panam@, Paraguai, Peru, Suriname e Venezuela
Argentina, Belize, Bolivia, Brasil, Caribe, Coldmbia, Equador, Guatemala, Guiana, Guiana
Francesa, Nicardgua, Panam@, Paraguai, Peru, Suriname e Venezuela



H. longiflora R.R. Smith*
Subgénero Griggsia L.Anderss.

H. magnifica Kress*

H. pogonantha Cufodontes

H. pogonantha Cufodontes*

H. vellerigera Poepping

H. vellerigera Poepping*

H. mariae J.D. Hooker*
H. chartacea Lane ex Barreiros

H. chartacea Lane ex Barreiros cv
Pink

H. chartacea Lane ex Barreiros cv
Pink*

H. chartacea Lane ex Barreiros cv
Scarlet

H. chartacea Lane ex Barreiros cv
Scarlet

H. chartacea Lane ex Barreiros cv
Orange

. Sexy
. Sexy
. Sexy
. Sexy

. Sexy

H. chartacea Lane ex Barreiros cv.

Amazonita
H. collinsiana Griggs

H. collinsiana Griggs

H. collinsiana Griggs*

H. pendula Wawra

H. pendula Wawra*

JBRJ

CFM

SBM
CFM

SBM
CFM

SBM
JBRJ
CNPH

CFM

CFM

CNPAT

CEM

CNPAT

CNPH
CNPAT
CEM

JBRJ
CEM

Marouelli, L.P.

4 (UB)

Marouelli, L.P.

21 (UB)

Marouelli, L.P.

5 (UB)

Marouelli, L.P.

17 (UB)

Marouelli, L.P.

6 (UB)

Marouelli, L.P.

11 (UB)

Marouelli, L.P.

8 (UB)
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Coldmbia, Costa Rica, Equador, Nicaragua, Panama,

Panamé

Coldmbia, Costa Rica, Nicaragua e Panama

Coldmbia, Costa Rica, Nicaragua e Panama

Colombia, Equador e Peru

Colombia, Equador e Peru

Belize, Colombia, Costa Rica, Guatemala, Honduras, Nicaragua, Panama e VVenezuela
Brasil, Colémbia, Equador, Guiana, Guiana Francesa, Suriname e Venezuela

Brasil, Colémbia, Equador, Guiana, Guiana Francesa, Suriname e Venezuela
Brasil, Colémbia, Equador, Guiana, Guiana Francesa, Suriname e Venezuela
Brasil, Colémbia, Equador, Guiana, Guiana Francesa, Suriname e Venezuela
Brasil, Colémbia, Equador, Guiana, Guiana Francesa, Suriname e Venezuela
Brasil, Colémbia, Equador, Guiana, Guiana Francesa, Suriname e Venezuela
Brasil, Colémbia, Equador, Guiana, Guiana Francesa, Suriname e Venezuela

Belize, El Salvador, Guatemala, Honduras, México e Nicaragua
Belize, El Salvador, Guatemala, Honduras, México e Nicaragua

Belize, El Salvador, Guatemala, Honduras, México e Nicaragua

Brasil, Guiana, Guiana Francesa e Venezuela

Brasil, Guiana, Guiana Francesa e Venezuela



I

. platystachys Baker*

I

. juruana Loes*
H. marginata (Griggs) Pittier*
H. marginata (Griggs) Pittier cv. Nutea

H. rauliniana Barreiros

I

. rauliniana Barreiros*

. rostrata Ruiz & Pavén
. rostrata Ruiz & Pavon

. rostrata Ruiz & Pavén

Ir T I =T

. rostrata Ruiz & Pavon*

H. standleyi Macbride*
H. nariniensis Abalo & G. L.Morales

Nao incluida em floras regionais,
revisdes do género
H. santaremensis

Hibridos

H. episcopalis Vellozo x H.
spathocircinata Aristeguieta cv.
Mantenensis*

H. caribea Lamarck x H. bihai (L.) L cv.

Jacquinii

H. caribea Lamarck x H. bihai (L.) L cv.

Jacquinii*

H. caribea Lamarck x H. bihai (L.) L cv.

Richmond Red

H. caribea Lamarck x H. bihai (L.) L cv.

Richmond Red*

SBM
JBRJ
JBRJ

SBM

JBRJ
CFM

JBRJ
CNPH
CNPAT
CFM

SBM
CNPH

SBM

JBRJ

CNPH

CEM

SBM

CEM
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Coldémbia, Costa Rica, Honduras, Panama e Venezuela
Brasil (Bacia Amazodnica), Colémbia e Equador

Bolivia, Brasil, Caribe, Costa Rica, Equador, Guiana, Guiana Francesa, Honduras, Panama, Peru,
Suriname e Venezuela
Bolivia, Brasil, Caribe, Costa Rica, Equador, Guiana, Guiana Francesa, Honduras, Panama, Peru,
Suriname e Venezuela
Venezuela e Brasil

Marouelli, L.P. Venezuela e Brasil
38 (UB)
Belize, Bolivia, Brasil, Colombia, Equador, Guatemala, Honduras, Panama, Peru e Venezuela
Belize, Bolivia, Brasil, Colombia, Equador, Guatemala, Honduras, Panama, Peru e Venezuela
Belize, Bolivia, Brasil, Colombia, Equador, Guatemala, Honduras, Panama, Peru e Venezuela
Marouelli, L.P. Belize, Bolivia, Brasil, Coldmbia, Equador, Guatemala, Honduras, Panamd, Peru e Venezuela
43 (UB)
Col6mbia, Equador e Peru

Col6mbia e Equador

Brasil

Brasil (Mata Atlantica)

Caribe
Marouelli, L.P. Caribe
2 (UB)
Costa Rica, Flérida e Venezuela
Marouelli, L.P. Costa Rica, Flérida e Venezuela

34 (UB)



H. psittacorum L. f. x H. spathocircinata
Aristeguieta cv. Red Opal*

H. psittacorum L. f. x H. spathocircinata
Avristeguieta cv. Fire Opal*

H. psittacorum L. f. x H. spathocircinata
Avristeguieta cv. Alan Carle*

H. psittacorum L. f. x H. spathocircinata
Avristeguieta cv. Golden Torch

H. psittacorum L. f. x H. spathocircinata
Aristeguieta cv. Golden Torch*

H. x Nickeriensis Maas & deRooij (H.
psittacorum x H. marginata) *

H. x episcopalis Vellozo

CNPH

CNPH

CNPH

CNPH

CFM

CFM

SBM

Marouelli, L.P.
10 (UB)
Marouelli, L.P.
22 (UB)

32

Incerta
Incerta
Caribe
Guiana
Guiana
Guiana e Suriname

Equador

Tabela 2. Acessos de cinco espécies das demais familias da ordem Zingiberales utilizados como grupo externo e coletados no JBRJ.

Espécie Familia Coleta Ocorréncia Natural
Musa coccinea Andr. Musaceae JBRJ Costa Rica, Honduras e Meéxico
Costus barbatus Susseng. Costaceae JBRJ Costa Rica
Alpinia purpurata (Vieill.) Schum. Zingiberaceae JBRJ Equador, Honduras, México, Nicaragua e Panama
Ischnosipon ovatus Koern. Marantaceae JBRJ Brasil
Phenakospermum guyannense (L. C. Rich.) Endl. Ex Mig. Strelitziaceae JBRJ Bolivia, Equador, Guiana Francesa, Guiana, Suriname e Venezuela
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3.3. Marcadores RAPD

Foram realizadas triagens em 150 iniciadores de 10 pares de base da Operon
Technologies Inc. para verificar a amplificacdo e a maior quantidade de fragmentos
polimdrficos robustos entre 0s acessos estudados. Esses iniciadores foram selecionados com
base no nivel de repetibilidade e qualidade do polimorfismo.

Para cada reacdo foram utilizados: 0,2 pg/mL de BSA; 0,2 mM de cada dNTP; 0,4 uM
de iniciadores; 1U de Taq Polimerase; 7,5 ng de DNA genémico; 3,42ul de &gua ultra pura
estéril; 1X de Tampao para Taq DNA Polimerase (10 mM Tris-HCI, pH 8.3, 50 mM KClI, 1,5
mM MgCl,).

A reacdo foi submetida a um termociclador com as seguintes condi¢Ges de
amplificacdo: um ciclo repetido 40 vezes, onde ocorreu a desnaturacdo do DNA a 92°C por 1
minuto, anelamento dos iniciadores a 35°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 2 minutos e,
por altimo, 72°C por 7 minutos.

Aos produtos das reacdes foram adicionados 3ul de tampéo de carregamento 3X. Os
fragmentos foram visualizados em luz ultravioleta, apos eletroforese, em geis de agarose 1,5%
corados com brometo de etidio e comparados com marcadores 1Kb colocados nos po¢os
adjacentes as amostras carregadas.

O perfil de DNA obtido a partir desta técnica permitiu a construcdo de uma planilha,
utilizando a relacéo entre os acessos e 0s marcadores RAPD, para gerar uma matriz binaria.
Para o marcador presente, foi atribuido o nimero 1 na planilha, para o ausente foi atribuido o

namero 0, e para o duvidoso foi computado o nimero 9.

3.3.1. Analises dos dados obtidos com os marcadores RAPD

As analises dos dados obtidos a partir dos marcadores RAPD foram realizadas por

meio da analise fenética, de maxima parcimdnia e Bayesiana.

3.3.1.1. Andlise Fenética

A construcdo da matriz binaria permitiu a analise da relacdo genética entre as amostras
estudadas pelo polimorfismo de DNA. Essa matriz foi utilizada para a construcdo de uma

matriz de similaridade genética empregando o coeficiente de Jaccard. Com isso, foi possivel
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construir um dendrograma (Figura 9) gerado pelo algoritmo UPGMA (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Averages) do programa NTSYS-PC verséo 2.02 (Rohlf, 1993).
Foi empregado o coeficiente de correlacdo cofenética, o teste de Mantel, que compara as
matrizes de distancia genética a partir do mesmo programa. Além disso, foi realizada uma
analise de bootstrap (medida de confiabilidade dos ramos gerados pelas analises filogenéticas,
que estima o grau de suporte de cada ramo) com 1000 amostragens ao acaso, utilizando o
programa BOOD v. 3.0 (Coelho, 2001). Foram considerados como bootstrap significativo
valores acima de 95%, independentemente da repetibilidade dos dados. Valores entre 94-70%
séo considerados moderados e valores entre 69-51% séo considerados fracos. Contudo, se 0s
valores moderados ou fracos se repetirem em varias analises com diferentes marcadores, esses

podem ser indicativos de suporte para o grupo (Hillis & Bull, 1993; Li, 1997).

3.3.1.2. Analise de Maxima Parcimodnia

A analise de Maxima Parcimbnia foi realizada pelo programa PAUP 4.0b10
(Phylogenetic Analysis Using Parsimony — Swofford, 2002). A andlise consistiu de 100
replicacdes usando a adicdo randémica de sequéncias. A troca de ramos foi realizada pelo
algoritmo (TBR - Tree bisection and reconnection), salvando as primeiras 100 arvores mais
parcimoniosas e usando o carater de transformacdo acelerada (ACCTRAN). O programa
PAUP foi utilizado para computar a arvore de consenso estrito (Figura 10) e para executar
analises de bootstrap (1000 repeticGes), para calcular o grau de consisténcia de cada ramo.
Além disso, calculou-se o numero de caracteres informativos para parcimonia, o indice de
consisténcia (IC), o indice de retencdo (IR) e o indice de homoplasia (IH). O bloco de
comandos para a analise de Maxima Parcimdnia dos dados obtidos com os marcadores RAPD

se encontra no apéndice (Apéndice 8.1).

3.3.1.3. Analise Bayesiana

A analise Bayesiana foi realizada utilizando-se o programa Mr. Bayes 3.1.2 (Ronquist
& Huelsenbeck, 2003). O algoritmo Monte Carlo via Cadeia de Markov foi iniciado a partir
de uma arvore aleatéria e processado por 5.000.000 de geracBes, amostras de cada 100
geracOes foram coletadas, sendo que 25% das amostras iniciais (burn in) coletadas foram
descartadas e as remanescentes foram utilizadas para determinar as distribui¢cdes dos valores

de probabilidade posterior. O modelo utilizado nessa analise foi o de sitios de restricdo
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sugerido pelo programa tanto para os dados de sitios de restricdo como para outros dados

binarios (Figura 11).

3.4. Ensaio CAPS

Foram feitas triagens com quatro acessos em quatorze pares de iniciadores universais
para amplificar regides ndo codantes, separadas por duas sequéncias codantes conservadas de
DNA cloroplastico (Demesure et al., 1995 e Dumolin-Lapegue et al., 1997), e para
determinar a sua temperatura de anelamento. As sequéncias ndo codantes amplificadas foram
digeridas por endonucleases previamente selecionadas, visando a deteccdo de polimorfismo

informativo.

3.4.1. Reacdo de PCR

Para cada reacdo foram utilizados: 15 ng do DNA gendmico; 1x de Tampao para Taq
DNA Polimerase (10 mM Tris-HCI, pH 8.3, 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl,); 1,5 mM de MgCly;
0,2 mM de dNTPs; 0,2 mg/mL de BSA; 0,2 uM de cada iniciador; 1U de Taq polimerase e
agua ultrapura estéril, com volume final de 15 pL.

As reacdes foram submetidas a um termociclador 9700 (Applied Biosystems) sob as
seguintes condi¢ctes de amplificacdo: 94°C por 4 minutos, 30 ciclos de 92°C por 45 segundos,

52° C a 62°C por 45 segundos e 72°C por 3 minutos e, por ultimo, 72°C por 7 minutos.

3.4.2. Restricao do Produto da Reacdo de PCR

Na reacdo de restricdo, 5uL do produto de PCR de cada amostra foi misturado a 2uL
de tamp&o 10X ReAct, 0,5uL da endonuclease de restricdo selecionada e 2,5uL de agua, com
volume final de 10uL. Digeriu-se o produto da PCR por 6 horas a 37°C em estufa, e, em
seguida, os produtos de amplificacdo e de corte foram submetidos a eletroforese de gel de
agarose 3,0%, corados com brometo de etidio e visualizados sobre luz ultravioleta. Ao final,
foram feitas fotografias em momentos diferentes ao longo da eletroforese, para que todos os

fragmentos resultantes do corte com endonuclease fossem detectados.
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3.5. Sequenciamento

Foram selecionados 52 acessos, 47 do género Heliconia e cinco do grupo externo, a
partir do menor grau de similaridade obtido com o ensaio RAPD, com o intuito de representar
os subgéneros Heliconia, Stenochlamys e Griggsia com o maior nimero de espécies coletadas
(Tabela 1). Os 52 acessos foram utilizados para amplificacdo de cinco regides do cloroplasto
(trnL, trnL-F, psbA-trnH, ycf6-psbM e 16S ribossomal) e duas do nucleo (ITS e Waxy).

A primeira regido plastidial amplificada compreende um intron do gene trnL, a
segunda é a regido espacadora dos genes trnL-F, a terceira é a regido espacadora entre 0s
exons psbA-trnH, a quarta é a regido espacadora entre os exons ycf6-psbM (Figura 6), e a
ultima consiste no segmento que codifica a regido ribossomal 16S.

A primeira regido nuclear compreende o gene ribossomal 5.8S e os espacadores ITS1
e ITS 2, e a segunda regido dois introns entre 0 9° e 11° exon do gene nuclear de baixa copia
GBSSI (granule-bound starch synthase 1) ou Waxy (Figura 7). Para a amplificacdo do
segmento do gene Waxy, foi necessaria a utilizagdo de iniciadores internos capazes de
sobrepor toda esta regido, conferindo assim uma maior confiabilidade dos dados (nested
PCR).

:
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:

B Regido codante
Regido espagadora

B Regiso amplificada

Figura 6. Diagrama ilustrando os iniciadores utilizados para amplificar as regides espacadoras do cloroplasto
trnL, trnL-F (A); psbA-trnH (B) e ycf6-psbM (C).

18SrDNA 26SrDNA

5.8S
rDNA

exon 10 exon 11

-

Waxy9FM WaxyllRM

Waxy9F-n

BRegido codante
Regido espacadora

PBRegido amplificada

Figura 7. Diagrama ilustrativo dos iniciadores utilizados para amplificar as regifes nucleares entre 0 gene

ribossomal 5.8S e os espacgadores ITS1 e ITS 2 (A); e os introns entre 0 9° e 11° exon do gene Waxy (B).
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3.5.1. Reacles de PCR

As reacOes de PCR foram otimizadas e as amplificagGes dos fragmentos realizadas de
acordo com iniciadores especificos para cada uma das regifes (Tabela 3). Para as reacfes
com os iniciadores c-d, e-f e Y1 e Y2 foram utilizados: 2 ng do DNA gendmico; 1x de
Tampéo para Tag DNA Polimerase (10 mM Tris-HCI, pH 8.3, 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl,);
0,3 mM de MgCly; 0,15 mM de dNTPs; 0,2 mg/mL de BSA; 0,06 uM de cada iniciador; 1U
de Taq polimerase e agua ultrapura estéril, com volume final de 15 pL.

Para as reagdes com os iniciadores psbA3-trnH, ycf6-psbM e ITS18D-28CC foram
utilizados 6 ng do DNA genémico; 1x de Tamp&o 10x para Tag DNA polimerase; 1,5 mM de
MgCl,; 0,2 mM de cada dNTP; 0,1 mg/mL de BSA; 0,25 uM de cada iniciador e 1,3 M de
Betaine; 1U de Taq polimerase e 4gua ultrapura estéril, completando para volume final de 15
ML.

Nas reaces com os iniciadores Waxy 9FM-11RM foram utilizados 4,5 ng do DNA
gendmico; 1x de Tampé&o 10x para Taqg DNA polimerase; 1,5 mM de MgCl,; 0,2 mM de cada
dNTP; 0,2 mg/mL de BSA; 0,15 puM de cada iniciador e 1,5 M de Betaine; 1U de Taq
polimerase e gua ultrapura estéril, completando para volume final de 15 pL. J& nas reacGes
com os iniciadores Waxy9F-n-11R-n (nested), foram utilizados 15,0 ng do produto da PCR
realizada com os iniciadores waxy 9FM-11RM purificado com Exo-SAP (0,25 U de
Exonuclease | e 0,25 U de Shrimp Alkaline Phosphatase); 1x de Tampao 10x para Taq DNA
polimerase; 1,5 mM de MgCl;; 0,2 mM de cada dNTP; 0,2 mg/mL de BSA; 0,15 uM de cada
iniciador e 1,5 M de Betaine; 1U de Taq polimerase e agua ultrapura estéril, completando para
volume final de 15 pL.

As reacOes foram submetidas a um termocidador 9700 (Applied Biosystems) sob as
seguintes condicGes de amplificacdo: (1) trnL, trnL-F e Y1-Y2: 94°C por 5 minutos, 25 ciclos
de 94° por 1 minuto, 62°C por 1 minuto e 72°C por 30 segundos, e, para finalizar, 72°C por 2
minutos; (2) psbA-trnH: 97°C por 2 minutos, 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 57°C por 1
minuto e 72°C por 2 minutos, e, para finalizar, 72°C por 7 minutos; (3) ycf6-psbM: 97°C por 2
minutos, 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 62°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos, e, para
finalizar, 72°C por 7 minutos; (4) ITS: 94°C por 3 minutos, 30 ciclos de 94°C por 30
segundos, 62°C por 30 segundos e 68°C por 1 minuto e 30 segundos, €, por ultimo, 68°C por 7
minutos; (5) Waxy e Waxy nested: 94°C por 1 minutos, 35 ciclos de 94°C por 30 segundos,

58°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto, e, por Gltimo, 72°C por 7 minutos.
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Tabela 3. Iniciadores testados neste estudo.

Iniciadores Sequencias (5'—3") Regido Referéncia Bibliografica

c CGAAATCGGTAGACGCTACG intron trn L Taberlet et al .,1991

d ATTTGAACTGGTGACACGAG

e GGTTCAAGTCCCTCTATCCC espagadora trn L-F Taberlet et al .,1991

f ATTTGAACTGGTGACACGAG

psb A GTTATGCATGAACGTAATGCTC espagadora psbA-trn H Sang et al ., 1997

trnH CGCGCATGGTGGATTCACAATCC Tate & Simpson, 2003

ycf 6 ATGGATATAGTAAGTCTYGCTTGGGC espacadora ycf6-psb M Shaw et al ., 2005

psb M ATGGAAGTAAATATTCTYGCATTTATTGCT

Y1 TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC codificadora 16S ribossomal Young et al ., 1991

Y2 CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT

1TS18D CACCGCCCGTCGCTCCTACCGATTG espagadora ITS1, génica 5,8S e Wagstaff & Garnock-Jones, 1998
1TS28CC CCGTTACTAGGGGAATCCTTGTAAG espagadora ITS2

Waxy 9FM AAGATACCCAAGAGTGGAACCC segmento do gene Waxy entreos ~ Miller et al ., 1999; P. W. Inglis, dados
Waxy 11RM AAGTTCCATACGCATAGCATG exons 9 e 11 incluindo dois introns néo publicados

Waxy 9F-n TTCAGCTGACAAGTACATCAATG segmento do gene Waxy entre os  P. W. Inglis, dados ndo publicados
Waxy 11R-n ATGCAGCTGGATGAGACCACAAG exons 9 e 11 incluindo dois introns

3.5.2. Quantificacéo e Purificacdo dos Produtos da PCR

Para a confirmacdo e quantificacdo da amplificacdo, 2uL da reacdo foram aplicados
juntamente com 3ul de tampédo de carregamento 3X em gel de agarose 1,5% corado com
brometo de etidio (Img/mL). Os fragmentos foram visualizados em luz ultravioleta, apos
eletroforese, e comparados com marcadores 1Kb colocados nos pocos adjacentes as amostras
carregadas. Em seguida, 5uL da reacdo de PCR foi purificado utilizando 0,25 U de
Exonuclease | e 0,25 U de SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase) por 30 minutos a 37°C. Ap0s

esse tempo a atividade enzimatica foi neutralizada a 80° C por 20 minutos.

3.5.3. Reacbes de Sequenciamento

Para as reacdes de sequenciamento foram utilizados 15 ng de produto da PCR, 0,16
UM de iniciador, 1uL do mix de sequenciamento Big Dye V3.1 (Applied Biosystems), 2,0 uL
de tampao “save money” (400 mu Tris pH 9,0 e 10mp de MgCly) e &gua ultrapura estéril até
completar 10 pL de reacao.

As reacOes de sequenciamento foram submetidas a um termociclador 9700 (Applied
Biosystems) com as seguintes condicOes de amplificacdo: 94°C por 2 minutos, 30 ciclos a

94°C por 10 segundos, 50°C por 10 segundos e 60°C por 4 minutos.
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3.5.4. Purificacdo da Reacéo de Sequenciamento

O produto da reacdo de sequenciamento foi purificado a partir do protocolo de
precipitacdo por Etanol/EDTA, proposto pela Applied Biosystems (Big Dye Terminator V 3.1
Cycle Sequencing Kit) e a corrida eletroforética das amostras foi realizada em sequénciador
automatico ABI 3700 (Applied Biosystems).

3.5.5. Alinhamento das Sequéncias

As sequéncias obtidas foram examinadas para atestar sua qualidade e, posteriormente,
foram montadas com auxilio do programa ChromasPro™ (Technelysium Pty Ltd). As
sequéncias foram inicialmente alinhadas utilizando-se o programa BioEdit (Hall, 1999), por
meio do algoritmo ClustalW (Thompson et al., 1994). Em seguida, foi feito um alinhamento
maltiplo com o auxilio do programa ClustalX (Thompson et al., 1997). O BioEdit foi

utilizado para fazer ajustes manuais nos alinhamentos, quando necessario.

3.5.6. Codificacéo das insercoes e delecdes

Como as regides amplificadas do cloroplasto apresentaram alta taxa de insercdes e
delecdes (indels), foi utilizado o programa Seqstate 1.40, que adota 0 método de codificacdo
de complexo indel modificado (modified complex indel coding). Esse método visa maximizar
a informacao filogenética de sequéncias alinhadas ou regides onde a posicao principal de gaps
em relacdo a outra pode ser definida com seguranca, assim, com um algoritmo, o método
pode ser aplicado a todos os padrfes de insercdes e delecGes teoricamente viaveis (Miller,
2006).

3.5.7. Analises Filogenéticas

A partir do alinhamento das sequéncias e da codificacdo das insercdes e dele¢des, foi
possivel realizar as inferéncias filogenéticas através da analise de maxima parciménia,
méaxima verossimilhanca e Bayesiana, a fim de inferir a relacdo de ancestralidade do grupo

estudado.

3.5.7.1. Andlise de Maxima Parcimobnia

A analise de Maxima Parcimbénia foi realizada pelo programa PAUP 4.0b10

(Phylogenetic Analysis Using Parsimony — Swofford, 2002). A analise consistiu de 100
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replicacdes usando a adicdo randdmica de sequéncias. A troca de ramos foi realizada pelo
algoritmo (TBR - Tree bisection and reconnection), salvando as primeiras 100 arvores mais
parcimoniosas e usando o carater de transformacdo acelerada (ACCTRAN). O programa
PAUP foi utilizado para computar a arvore de consenso estrito (Figuras 27, 29 e 31) e para
executar analises de bootstrap (1000 repeticdes), para calcular o grau de consisténcia de cada
ramo. Além disso, calculou-se o nimero de caracteres informativos para parciménia, o indice
de consisténcia (IC), o indice de retencdo (IR) e o indice de homoplasia (IH). O bloco de
comandos para a analise de Méaxima Parciménia dos dados de sequenciamento se encontra no

apéndice (Apéndice 8.2).

3.5.7.2. Andlise de Maxima Verossimilhanca

As analises de maxima verossimilhanga foram realizadas com o programa PHYML
2.4.4 (Phylogenetic inferences using Maximum Likelihood) (Guindon & Gascuel, 2003). A
arvore mais verossimil foi calculada através dos modelos selecionados e dos parametros
determinados pelo critério AIC (Akaike Information Criterion) do Findmodel do endereco
eletrénico http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/findmodel/findmodel.html. O programa
também foi utilizado para computar a arvore de consenso estrito e para executar analises de

bootstrap, com 1000 replicac6es (Figuras 27, 29 e 31).

3.5.7.3. Anélise Bayesiana

A analise Bayesiana foi realizada utilizando-se o programa Mr.Bayes 3.1.2 (Ronquist
& Huelsenbeck, 2003). Os parametros iniciais € os modelos foram estimados pelo critério
AIC do Findmodel do endereco eletrénico http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/
findmodel/ findmodel.html da seguinte forma: 1) sequéncias de ITS, 2) sequéncias do
cloroplasto combinados, 3) sequéncias de ITS e cloroplasto combinadas. O algoritmo
(MCMC) foi iniciado a partir de uma arvore aleatoria e processado por 3.000.000 de geracdes,
com amostras coletadas a cada 100 geracOes, sendo descartadas 25% das amostras iniciais
(burn in) e as remanescentes utilizadas para determinar as distribuicdes dos valores de
probabilidade posterior. Desta forma, arvores de consenso de maioria (50%) foram

computadas (Figuras 27, 29 e 31).


http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/findmodel/findmodel.html
http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/%20findmodel/%20findmodel.html
http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/%20findmodel/%20findmodel.html
http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/%20findmodel/%20findmodel.html
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4. RESULTADOS

4.1. Marcadores RAPD

Foram selecionados 14 iniciadores (OPA-13, OPA20, OPB-5, OPB-11, OPC-2, OPD-
7, OPE-9, OPF-5, OPGY9, OPO-14, OPP-3, OPV-16, OPV-18 e OPX-18) a partir da triagem
realizada com 150 iniciadores. Os iniciadores selecionados produziram um total de 374

bandas, sendo 231 bandas polimdrficas (Tabela 4). Em média cada um produziu 16,5 bandas

polimorficas (Figura 8).

Tabela 4. NUumero de produtos de amplificagdo polimérficos (bandas) gerado com os 14 iniciadores

amplificados nos 124 acessos estudados.

NUmero de Bandas

Iniciadores Sequéncia (5'- 3") Polimorficas
OPA-13 CAGCACCCAC 15
OPA-20 GTTGCGATCC 24
OPB-5 TGCGCCCTTC 18
OPB-11 GTAGACCCGT 20
OPC-2 GTGAGGCGTC 20
OPD-7 TTGGCACGGG 13
OPE-9 CTTCACCCGA 20
OPF-5 CCGAATTCCC 12
OPG-9 CTGACGTCAC 15
OPO-14 AGCATGGCTC 13
OPP-3 CTGATACGCC 6
OPV-16 ACACCCCACA 14
OPV-18 TGGTGGCGTT 23
OPX-18 TGGCAAGGCA 18
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Figura 8. Eletroforese em gel de agarose a 1% amplificado pelo iniciador OPA-20. Bandas polimorficas

destacadas pelas setas vermelhas e o Ladder 1Kb pela seta amarela.
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4.1.1. Andlise Fenética

O coeficiente de correlacdo cofenética (teste de Mantel) apresentou um valor de 0,89
(r = 0,89) para o dendrograma. A andlise de similaridade genética dos 231 marcadores
polimorficos indicou inicialmente uma divisdo dos acessos analisados em dois grupos
principais com valor de bootstrap de 100%. Um grupo correspondendo aos 119 acessos do
género Heliconia e outro aos cinco acessos do grupo externo (Figura 9).

As helicbnias dividiram-se em dois grupos, um maior, representado por mais de 90%
dos acessos, subdividido em dois (grupo | e Il), e outro grupo irmédo, constituido por acessos
de Heliconia latispatha (bootstrap 99,89%).

No grupo | foi possivel identificar um agrupamento constituido pela H. episcopalis e
seus dois provaveis hibridos (H. x mantenensis e H. x episcopalis) (bootstrap 68%). Também
foi possivel identificar um subgrupo constituido pelos acessos de H. bihai, H. bourgaeana, H.
caribea, e os hibridos de H. bihai x H. caribea (ex.: H. bihai x H. caribea cv. Richmond
Red), préximo ao subgrupo das cultivares de H. stricta e dos acessos de H. orthotricha
(bootstrap 86%).

Ainda, no grupo |, foi observado um agrupamento composto pelas H. lingulata, H.
acuminata, H. pseudoaemygdiana e H. rivulares com uma subdivisdo bem suportada
constituida pelos acessos de H. angusta (bootstrap 99%), proximo ao subgrupo das H.
laneana, H. lacletteana, H. farinosa, H. sampaioana e H. velloziana. Além disso, observou-se
um agrupamento mais externo, constituido pelos dois acessos de H. spathocircinata
juntamente com seus hibridos H. psittacorum x H. spathocircinata cultivares Red Opal, Fire
Opal e Alan Carle.

O grupo Il subdividiu-se em dois subgrupos. O primeiro apresentou um agrupamento
constituido pelos acessos de H. psittacorum, H. densiflora e H. richardiana; outro por acessos
de H. rostrata, pela H. juruana, H. standley, H. platystachys, H. marginata e H. rauliniana; e
um constituido pelos acessos de H. pogonantha, H. marginata, H. vellerigera e pelas
cultivares de H. chartacea (bootstrap 92%). O segundo subgrupo apresentou as H. metallica,
H. longiflora, H. mathiasiae e as cultivares de H. hirsuta (bootstrap 51%).

Ja o grupo externo, composto pelas demais familias da ordem Zingiberales, apresentou
Musaceae agrupada a Strelitziaceae com alto valor de bootstrap (94%). A Zingiberaceae e a
Costaceae formaram outro subgrupo com valor de bootstrap de 82%, que se agrupou a

Marantaceae com valor de bootstrap de 74%.
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Figura 9. Dendrograma dos 124 acessos estudados obtido pela anélise de similaridade genética a partir do

coeficiente de Jaccard gerado pelo algoritmo UPGMA do programa NTSYS dos 231 marcadores RAPD. Os

valores encontrados nos ramos indicam os valores de bootstrap (>50%). O valor do coeficiente de correlagdo

cofenética (R) é de 0,89.
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4.1.2. Andlise de Maxima Parcimonia

A andlise de maxima parcimbnia da matriz dos dados obtidos resultou em 2357
arvores, das quais foi gerada uma de consenso estrito com 616 passos. Os 231 marcadores
foram considerados informativos para parcimonia. Essa analise apresentou indice de
consisténcia (IC) igual a 0.375, indice de homoplasia (IH) igual a 0.625 e indice de retencdo
(IR) igual a 0.793.

A arvore de consenso estrito determinada apresentou dois grupos principais com valor
de bootstrap de 100%, um composto pelos acessos do género Heliconia e outro pelo grupo
externo (Figura 10).

As helicbnias dividiram-se em dois grupos, um mais representativo que se subdividiu
em dois (grupo | e Il), e outro grupo irmdo constituido pelas H. metallica, H. longiflora, H.
mathiasiae e as cultivares de H. hirsuta. O grupo | constituido pelas H. laneana, H.
lacletteana, H. farinosa, H. sampaioana e H. velloziana apresentou-se em uma posi¢cdo mais
derivada que as demais espécies. O grupo Il dividiu-se em dois subgrupos principais
(subgrupo 1 e 2).

O subgrupo 1 agrupou os acessos de H. angusta com um bom suporte (bootstrap
98%), porém em uma posi¢do mais externa que os demais acessos do grupo Il. Ja o subgrupo
2 subdividiu-se em dois agrupamentos (agrupamentos “a” e “b”).

O agrupamento “a” apresentou um grupo constituido pela H. episcopalis e seus dois
provaveis hibridos (H. x mantenensis e H. x episcopalis), outro constituido pelos acessos de
H. bihai, H. bourgaeana, H. caribea, H. champneiana, os hibridos de H. bihai x H. caribea
(ex.: H. bihai x H. caribea cv. Richmond Red), préximo as cultivares de H. stricta, os acessos
de H. orthotricha, H. spathocircinata, H. latispatha, H. rivularis e H. lingulata.

No agrupamento “b” foi observado um grupo constituido pelos acessos de H.
psittacorum, H. densiflora, e os hibridos de H. psittacorum x H. spathocircinata; outro grupo
constituido pelos acessos de H. pogonantha, H. vellerigera e H. chartacea (bootstrap 87%),
proximo aos acessos de H. pendula, H. marginata, H. rostrata, H. juruana, H. standley, H.
platystachys, H. marginata e H. rauliniana; e um grupo mais derivado composto pelos
acessos da H. collinsiana (bootstrap 99%).

O grupo externo, composto pelas demais familias da ordem Zingiberales, apresentou
Musaceae agrupada a Strelitziaceae com alto valor de bootstrap (86%). A Zingiberaceae e a
Costaceae formaram outro subgrupo com valor de bootstrap de 76%, que se agrupou a

Marantaceae com valor de bootstrap de 59%.
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Figura 10. Arvore de consenso estrito dos 124 acessos obtida a partir da analise de Méxima Parcimdnia

realizada pelo programa PAUP com os 231 marcadores RAPD. Os valores encontrados nos ramos indicam 0s

valores de bootstrap (>50%) gerados pelo mesmo programa.
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4.1.3. Analise Bayesiana

A éarvore Bayesiana de consenso (Figura 11) apresenta dois grupos distintos, o
primeiro, com probabilidade posterior de 100%, formado pelos acessos do género Heliconia,
e 0 segundo, com 50% de probabilidade posterior, formado pelos cinco acessos do grupo
externo (Musaceae, Strelitziaceae, Costaceae, Zingiberaceae e Marantaceae).

Pode-se verificar a partir da arvore de consenso e do filograma de consenso de maioria
sem o0 grupo externo (Figura 12), um grupo dos acessos de helicbnia bem definido
(probabilidade posterior de 57%), no qual foram encontrados quatro subgrupos.

O primeiro composto por agrupamentos de cultivares de H. psittacorum, proximo ao
agrupamento de H. densiflora e H. richardiana, e ao agrupamento dos hibridos de H.
psittacorum x H. spathocircinata (cultivares Red Opal, Fire Opal e Alan Carle), e H.
psittacorum x H. marginata (H. Nickeriensis) (probabilidade posterior de 51%).

O segundo (probabilidade posterior de 86%) formado por dois agrupamentos; um
constituido pelos acessos de H. metallica, H. subulata, H. longifélia, H. mathisiae e pelas
cultivares de H. hirsuta (probabilidade posterior de 93%); e, o outro, pela H. magnifica, H.
pogonantha, H. vellerigera, proximo as cultivares de H. chartacea (probabilidade posterior de
99%).

O terceiro subgrupo composto pelos acessos de H. collinsiana (probabilidade posterior
de 97%). E o quarto composto pelas H. platystachys, H. pendula, H. juruana, H. marginata,
H. rauliniana, H. rostrata, H. nariniensis e H. santaremensis (probabilidade posterior de
81%).

Além disso, foi identificado um grupo constituido pelas cultivares de H. stricta, pelos
acessos de H. orthotricha e H. wagneriana (probabilidade posterior de 58%), outro grupo
composto pelos acessos de H. spathocircinata, H. latispatha e H. rivularis (probabilidade
posterior de 70%), e, ainda, um constituido pelas cultivares de H. angusta (probabilidade

posterior de 97%)
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Figura 11. Arvore Bayesiana de consenso dos 124 acessos gerada pelo programa MrBayes a partir dos 231

marcadores RAPD. Os valores encontrados nos ramos indicam os valores de probabilidade posterior (>50%).
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Figura 12. Filograma de consenso de maioria dos 119 acessos de Heliconia gerada pelo programa MrBayes a
partir dos 231 marcadores RAPD. Os valores encontrados nos ramos indicam os valores de probabilidade
posterior (>50%).
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4.2. CAPS

Das triagens feitas com os quatorze pares de iniciadores universais, foi possivel
amplificar as seguintes regides ndo codantes: cpl, cp2, cp5, cpb e cpl6 (Tabela 5), obtendo-se
0s seguintes resultados: os pares de iniciadores cpl, cp2 e cp5 amplificaram a temperatura de
56°C e geraram fragmentos de aproximadamente 1690, 2580 e 1680 pb, respectivamente
(Figuras 13 e 14); o par de iniciador cp6 amplificou a temperatura de 60°C e gerou
fragmentos de cerca de 1700pb (Figura 15); e o par cp16 amplificou a temperatura de 52°C e
gerou fragmentos de aproximadamente 3850pb (Figura 16).

Tabela 5. Iniciadores universais de cpDNA selecionados, tamanho dos fragmentos gerados e temperatura de
anelamento de cada um dos pares de iniciadores.

Regido Amplificada Iniciadores Tamanho do Fragmento Temperatura de Anelamento
cpl trnH [tRNA - His (GUG)] 5'- ACGGGAATTGAACCCGCGCA - 3' 1690pb 56°C
tmK [tRNA - Lys (UUU) exon 1] 5'- CCGACTAGTTCCGGGTTCGA - 3'
cp2 trnK [tRNA - Lys (UUU) exon 1]to  5'- GGGTTGCCCGGGACTCGAAC - 3' 2580pb 56°C
tmK [tRNA - Lys (UUU) exon 2] 5'- CAACGGTAGAGTACTCGGCTTTA - 3'
cp5 psbC [psll 44Kd protein] to 5'- GGTCGTGACCAAGAAACCAC -3' 1680pb 56°C
tmS [tRNA - Ser (UGA) 5'- GGTTCGAATCCCTCTCTCTC - 3'
cp6 trnS [tRNA - Ser (UGA)] to 5'- GAGAGAGAGGGATTCGAACC - 3' 1700pb 60°C
tmM [tRNA - fMET (CAU) 5'- CATAACCTTGAGGTCACGGG - 3'
cpl6 tmV to 5'- CGAACCGTAGACCTTCTCGG - 3' 3850pb 52°C
rbcL 5 - GCTTTAGTCTCTCTGTTTGTTT - 3'

Figura 13. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% com os fragmentos de 1690 e 1680 pb amplificados pelos
pares de iniciadores cpl e cp5, respectivamente, indicados pelas setas vermelhas. Ladder 1Kb indicado pela seta
amarela.
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Figura 14. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% com os fragmentos de 2580 pb amplificados pelo par de

iniciador cp2 indicados pela seta vermelha. Ladder 1Kb indicado pela seta amarela.

Figura 15. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% com os fragmentos de 1700 pb amplificados pelo par de

iniciador cp6 indicados pela seta vermelha. Ladder 1Kb indicado pela seta amarela.

Figura 16. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% com os fragmentos de 3850 pb amplificados pelo par de

iniciador cp16 indicados pela seta vermelha. Ladder 1Kb indicado pela seta amarela.
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Apoés a triagem, os cinco pares de iniciadores selecionados foram utilizados para
amplificar os fragmentos dos 52 acessos do ensaio de sequenciamento. Porém, ndo foi
possivel amplificar todos os 52 acessos com 0s iniciadores cp 2, cp 6 e cp 16.

Por isso, apenas os fragmentos obtidos pelos iniciadores cple cp5 foram digeridos por
onze enzimas de restricdo (Taq I, Dde I, Dra I, Hinf I, Sau I, Rsa I, Hae Ill, Hind 111, Kpn I,
Cla I e Hha I), das quais apenas duas apresentaram polimorfismo: Hha | nos fragmentos
obtidos pelo iniciador cpl (Figura 17); e Hinf I nos fragmentos do cp5 (Figura 18).

Figura 17. Eletroforese em gel de agarose a 3,0% com os fragmentos obtidos pelo iniciador cpl e digeridos pela

enzima de restricdo Hha I. Bandas polimorficas destacadas pelas setas vermelhas.

Figura 18. Eletroforese em gel de agarose a 3,0% com os fragmentos obtidos pelo iniciador cp5 e digeridos pela

enzima de restricdo Hinf I. Bandas polimdrficas destacadas pelas setas vermelhas.
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4.3. Sequenciamento de Regides do Cloroplasto e do Nucleo

As amplificagdes das regides do cloroplasto que utilizaram os iniciadores c-d, e-f,
psbA-trnH, ycf6-psbM e Y1-Y2 geraram fragmentos de aproximadamente 525 pb, 420 pb,
450-850 pb, 820 pb e 260 pb, respectivamente (Figuras 19, 20, 21, 22 e 23). Foram obtidas a
partir desses iniciadores as sequéncias dos 52 taxons das quatro regides do cloroplasto, com
excec¢do da Heliconia juruana, para a qual ndo foi possivel obter a sequéncia espacadora entre
0s exons ycf6-psbM.

Figura 19. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% com os fragmentos de 525 pb amplificados pelos iniciadores

c-d (intron trnL). Ladder 1Kb (seta amarela).

et
1018 pb

506 pb
396 pb

Figura 20. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% com os fragmentos de 420 pb amplificados pelos iniciadores

e-f (regido espacgadora dos genes trnL-F). Ladder 1Kb (seta amarela).
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1000pb|
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500ph)

Figura 21. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% com os fragmentos entre 850 e 450 pb amplificados pelos
iniciadores psbA-trnH. Ladder 1Kb plus (seta amarela).

1000pb
850ph

650ph
500pb

Figura 22. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% com os fragmentos de 820 pb amplificados pelos iniciadores e
ycf6-psbM. Ladder 1Kb plus (seta amarela).

Figura 23. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% com os fragmentos de 260 pb amplificados pelos iniciadores
Y1- Y2. Ladder 1Kb indicado pela seta amarela.
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As amplificagcbes da regido nuclear, que compreende o gene ribossomal 5.8S e 0s
espacadores ITS1 e ITS2, utilizando os iniciadores ITS18D-1TS28CC, geraram fragmentos de
aproximadamente 850 pb (Figura 24). Para as andlises da regido ITS ndo foram levadas em
consideracdo as sequéncias dos hibridos para se evitar confusées dos mesmos e, além disso,
ndo foi possivel obter a sequéncia do Phenakospermum, utilizado como grupo externo. As
amplificacdes dos introns do gene Waxy ndo geraram fragmentos de qualidade, mesmo ap6s

0 uso de iniciadores internos, razdo pela qual ndo foram sequenciados.

1000pb
85005 oy D Ay o av s> G o

650ph

Figura 24. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% com os fragmentos de 850 pb amplificados pelos iniciadores
ITS18D-ITS28CC. Ladder 1Kb (seta amarela).

Apos o alinhamento das sequéncias, os trechos terminais, com baixa qualidade, foram
eliminados a fim de se evitar erros. Foi possivel observar nas sequéncias do ndcleo uma maior
frequéncia de citosina (29,97%) e guanina (29,96%) em comparacdo com as demais bases,
aléem de uma alta taxa de mutagcdes pontuais. Diferentemente das sequéncias do nucleo, as do
cloroplasto apresentaram uma alta frequéncia de adenina (38,41%) e timina (32,37%), bem
como muitas inserc@es e delecbes de bases.

Além disso, foi observada auséncia de polimorfismo entre as sequéncias da regido
amplificada com o par de iniciadores Y1-Y2, assim, essas sequéncias ndo foram utilizadas nas
andlises filogenéticas de Heliconia. A auséncia de polimorfismo entre as espécies nesta
porc¢do era de certa forma esperada, visto que essa € uma regido codante e a taxa de evolugédo
das regides codantes é inferior a taxa de evolucao das regides espacadoras.

As cinco regides utilizadas para a inferéncia filogenética do grupo estudado (trn L,

trnL-F, psbA-trnH, ycf6-psbM e ITS), foram analisadas separadamente sem a codificagéo das
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insercdes e delecBes feitas pelo programa Segstate 1.40 com o auxilio do programa PAUP
para estimar o numero total de caracteres, 0 nimero de caracteres constantes, 0 nimero de
caracteres ndo informativos para parcimdnia e o nimero de caracteres informativos para

parcimbnia de cada uma dessas regides (Tabela 6).

Tabela 6. Caracteristicas das cinco regides estudadas obtidas com o auxilio do programa PAUP sem a

codificacdo das inser¢des e deleces.

Caracteristica trn L tmL-F  psbAtrnH  ycf6-psbM ITS
Ndmero de Taxons Analisados 52 52 52 51 42
Total de caracteres 565 401 220 381 515
Ndmero de caracteres constantes 494 343 122 214 303
Ndmero de caracteres ndo informativos para parcimdnia 35 33 44 49 98
NUmero de caracteres informativos para parcimonia 36 25 54 58 114

Das cinco regides, a do intron do gene trnL foi a que apresentou o maior nimero de
caracteres (565), seguida pela regido nuclear ITS (515). A regido espacadora entre 0s exons
psbA-trnH foi a que apresentou 0 menor nimero de caracteres (220). Contudo, comparada as
outras regides essa foi a que demonstrou 0 maior percentual de caracteres informativos para
parciménia (24,50%) (Figura 25).

Percentual de caracteres informativos para parcimonia pelo total de caracteres nao codificados

30,00%

25,00%

20,00% [
15,00%
10,00%

- - -

0,00% . I I |

traL trl-F psbA-traH yef6-psbM ims
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Figura 25. Percentual de caracteres informativos para parcimonia pelo total de caracteres ndo codificados de

cada uma das regides estudadas para espécies de Heliconia e grupo externo.
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Em seguida, as cinco regides estudadas com a codificacdo das insercdes e delecdes
realizadas pelo programa Seqstate 1.40 foram analisadas separadamente com o auxilio do
programa PAUP (Tabela 7).

Tabela 7. Caracteristicas das cinco regides estudadas obtidas com o auxilio do programa PAUP com a
codificaclo das inser¢des e deleces.

Caracteristica tn L tnL-F psbAtmH  ycf6-psh M ITS
Numero de Téxons Analisados 52 52 52 51 42
Total de caracteres 580 409 233 397 515
Numero de caracteres constantes 494 343 122 214 303
Numero de caracteres ndo informativos para parciménia 42 39 50 60 98
Numero de caracteres informativos para parciménia 44 2 61 63 114

Das cinco regides, a do intron do gene trnL apresentou 0 maior nimero de caracteres
(580), sequida pela regido nuclear ITS (515). Ja a regido espacadora entre os exons psbA-trnH
foi a que apresentou 0 menor nimero de caracteres (233) e 0 maior percentual de caracteres

informativos para parcimonia (26,18%) em relagdo as demais (Figura 26).

Percentual de caracteres informativos para parcimonia pelo total de caracteres codificados
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Figura 26. Percentual de caracteres informativos para parciménia pelo total de caracteres de cada uma das

regides estudadas para espécies de Heliconia e grupo externo.
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Com a codificagdo das insercbes e delecdes, houve um aumento no nimero de
caracteres informativos em relacéo aos caracteres ndo codificados de 1,22% na regido trnL;
0,37% na regido trnL-F; 1,68% na regido psbA-trnH; e 0,65% na regido psbM-ycf6.
Totalizando um aumento de 3,97% no nimero de caracteres informativos, ou seja, um
aumento de 22 caracteres (Tabela 8). A regido do ITS ndo apresentou aumento no nimero de
caracteres informativos, por ndo ter apresentado indel, razéo pela qual esses caracteres ndo

foram codificados.

Tabela 8. Comparacdo entre os percentuais informativos para parciménia das cinco regifes estudadas obtidas
com o auxilio do programa PAUP.

Comparagd entreospercentuals 0 caracteres informatvos para parcimGiia mL tmbF poAH el TS
Percentual de caraceres nformtivos para parciminia pelo tote de caracteres 1% 660 2018 1587 1%
Percentual de caractees nformetivos para parcmdnia peo tofalde caracteres ndo coafficados 6% 6% U50% 5% 014%

4.3.1. Modelos de Evolucao

O modelo selecionado pelo critério AIC (Akaike Information Criterion), tanto para as
sequéncias do cloroplasto como para as sequéncias de ITS, foi 0o GTR + G - General Time
Reversible plus Gamma (YYang 1994). Esse modelo considera sitios invariaveis e também uma
distribuicdo gama para sitios heterogéneos.

O modelo escolhido para os dados combinados foi HKY + G — Hasegawa-Kishino-
Yano plus Gamma (Hasegawa, Kishino and Yano, 1985), o qual considera as diferencas entre
as taxas de transcricdo e transversdo, assim como as diferencas quanto ao teor de citosina e

guanina.

4.3.2. Analises Filogenéticas

A arvore de consenso estrito, obtida com a maxima parcimdnia das regides plastidiais
a partir de 51 taxons apresentou 600 passos; a da regido nuclear obtida a partir de 42 taxons
apresentou 366 passos; e a das regibes combinadas gerada a partir de 41 taxons apresentou
903 passos. As trés arvores de consenso apresentaram indices de consisténcia (IC) superiores

a 0,70, o que indicou uma boa topologia dessas arvores (Tabela 9).
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Tabela 9. Sumério das sequéncias e das estatisticas das arvores obtidas com as anélises de maxima parciménia

para os caracteres plastidiais, nucleares e combinados.

Caracteristicas Plastidial Nuclear Combinadas
Numero de Téaxons Analisados 51 42 41
Caracteristicas das Sequencias
Tamanho das sequencias 1269-1365 461-503 1770-1866
Tamanho do alinhamento 1520 516 2036
NUmero de caracteres informativos para parcimdnia 199 114 317
Estatistica das Arvores
Numero de passos 600 366 903
indice de Consisténcia (IC) 0.8283 0.7268 0.8173
indice de Homoplasia (IH) 0.1717 0.2732 0.1827
indice de Retencéo (IR) 0.7928 0.5413 0.7438
indice de Retengio Rescalonado (RC) 0.6567 0.3934 0.6079

Neste estudo serdo mostradas as arvores de consenso obtidas com as trés técnicas de
analise filogenética (de parcimdnia, Bayesiana e de verossimilhanca) geradas a partir dos
dados do cloroplasto, dos dados nucleares, e da combinagdo dos dados do cloroplasto e do
nacleo.

Nas trés técnicas realizadas para a regido do cloroplasto foi possivel identificar a
formacdo de um grupo bem sustentado, constituido por espécies e hibridos de heliconia
(Figura 27 — circulos vermelhos). Observou-se que esse grupo foi subdividido em dois
subgrupos nas trés analises, porém foram bem suportados apenas na inferéncia Bayesiana com
probabilidade posterior superior a 80% (Figura 27 - circulos azuis e verdes).

Dos dois subgrupos obtidos, 0 mais representativo apresentou alguns agrupamentos
consistentes para inferéncia Bayesiana, 0s quais foram observados para as outras analises,
porém com baixos valores de suporte (Figura 27 - setas azuis).

Para 0s agrupamentos citados acima, encontrou-se um constituido pela H. latispatha,
H. spathocircinata e seu hibrido H. x mantenensis (H. espiscopalis x H. spathocircinata);
outro constituido pela H. lingulata, H. psittacorum e seus hibridos (H. psittacorum x H.
spathocircinata cv. Red Opal, H. psittacorum x H. spathocircinata cv. Fire Opal, H.
psittacorum x H. spathocircinata cv. Alan Carle e H. psittacorum x H. spathocircinata cv.
Golden Torch); e um terceiro constituido pela H. rauliniana, H. bihai e seu hibrido (H.
caribea x H. bihai cv. Richmond Red), além da H. stricta e H. wagneriana.

Dentro desse subgrupo (Figura 27 - setas alaranjadas), também foi possivel identificar
nas analises de parcimdnia e verossimilnanca um agrupamento bem consistente (suporte

superior a 75%), formado pela H. pogonantha e H. magnifica.
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O subgrupo menos representativo agrupou as espécies H. champneiana, H.
orthotricha, H. richardiana, H. hirsuta, H. angusta, H. longiflora, H.pendula, H. chartacea,
H. platystachys e H. marginata, pertencentes a trés subgéneros distintos. Esse agrupamento
foi observado nas trés analises, porém, apenas na inferéncia Bayesiana foi obtido um suporte
consistente (80%).

Foi possivel verificar que o grupo externo, composto pelas demais familias da ordem
Zingiberales, apresentou o Phenakospermum (Strelitziaceae) como a familia mais préxima
das helicdnias, seguido pelo Ischnosipon (Marantaceae), Alpinia e o Costus (Zingiberaceae e
Costaceae) formaram um agrupamento bem sustentado. Portanto, foi possivel confirmar que
Alpinia e Costus formam um grupo irmao.

Nas andlises realizadas para a regido nuclear também se observou um grupo bem
sustentado e homogéneo, constituido pelas espécies de Heliconia (Figura 29 - circulos
vermelhos). A espécie H. spathocircinata apresentou-se mais divergente que as demais.

Observaram-se nas trés analises trés subgrupos com valores de suporte acima de 50%.
O primeiro subgrupo é composto pelas H. lingulata, H. psittacorum e H. densiflora (Figura 29
- seta verde). O segundo, pelas H. orthotricha e H. stricta (Figura 29 - seta azul). E o terceiro,
pelas H. bourgaeana e H. champneiana (Figura 29 - seta vermelha).

Ja nas analises realizadas com os dados combinados, também foi possivel verificar um
clado bem suportado constituido pelas espécies de Heliconia (Figura 31 - circulos vermelhos).
Nesse clado, foi observado novamente um agrupamento formado pelas H. psittacorum, H.
densiflora e H. lingulata.

Foram identificados, a partir da analise Bayesiana e de verossimilhanca, agrupamentos
com valores de suporte superiores a 50%, sendo um constituido pelas H. pogonantha e H.
magnifica (Figura 31 - seta amarela), outro pelas H. angusta e H. longiflora (Figura 31 - seta
verde), e um terceiro pelas H. stricta e H. wagneriana (Figura 31 - seta vermelha). Esses trés
agrupamentos mostram certo grau de similaridade existente entre essas espécies.

Nos filogramas, foram identificadas as espécies de Heliconia, também formando um
grupo consistente, com valores de suporte superiores a 95%. Esse grupo apresentou ramos
curtos em relagcdo aos ramos do grupo externo (Figuras 28, 30 e 32).

Os demais agrupamentos das arvores apresentaram valores de suporte inferiores a

50%, indicando desta forma uma baixa consisténcia.
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1Musa 1Musa 1Musa
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30Hdensiflora 19Hsampaioana N 37Hpogonan
bg | — 41Hcollinsiana 10 20Hvelloziana — b= 36Hmagnif
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1 19Hsampaioana - == 41Hcollinsiana 47Hrostrat
64 20Hvelloziana 85 100l 3 48Hstandleyi 18Hrivular
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( 25Hpseudoaemigdiarg N 7Hbihai N 24Hlingula
70 48Hstandleyi 9 31Hmettalica <50 39Hmarie
58Hnickeriensis 46Hrauliniana 56HAlanCar
18Hrivularis 53HRichmondRed 55HFireOpa
I: 47Hrostrata 99 12Hstricta 54HRedOpal
N 39Hmarie 13Hwagneriana N 57HGoldenT
£2 54HRedOpal %‘9 14Hlatispatha 28Hpsittac
55HFireOpal 15Hspathocircinata <50 === 31Hmettali
L 56HAlanCark L 51Hrr’1)antenensis 67 46Hraulini
57HGoldenTorch \ o6 gm 18Hrivularis THbihai
I r 24Hlingulata C) N L 47Hrostrata 1 53HRichmon
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99 ) 57  31Hmettalica i 30Hdensiflora 12Hstricta
33Hmathisiae 54HRedOpal 41Hcollins
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43Hplatystachys 42Hpendula 70 29Hrichard
45Hmarginata 52Hjacqunii 10Hchampne
100~ 3Alpinia 1000 3Alpinia 100p= 3Alpinia
L 4costus k= 4costus L= 4Costus

Figura 27. Arvores de consenso dos dados de cloroplasto obtidas com as anélises de méaxima parciménia, inferéncia Bayesiana e maxima verossimilhanca. Os valores de
suporte dos grupos (>50%) sdo mostrados acima ou abaixo dos ramos. Os circulos vermelhos indicam os valore de suporte do género Heliconia, os azuis e os verdes indicam
os valore de suporte das duas subdivisdes do género e as setas indicam os demais agrupamentos das heliconias com suporte superior a 50%.
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Figura 28. Filogramas dos dados de cloroplasto obtidos com as analises de maxima parciménia, inferéncia Bayesiana e méaxima verossimilhanca. Os valores de suporte dos

grupos (>50%) sao mostrados acima ou abaixo dos ramos. Os circulos vermelhos indicam os valores de suporte do género Heliconia.
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Figura 29. Arvores de consenso dos dados nucleares obtidas com as analises de méaxima parciménia, inferéncia Bayesiana e maxima verossimilhanca. Os valores de suporte
dos grupos (>50%) sdo mostrados acima ou abaixo dos ramos. Os circulos vermelhos indicam os valore de suporte do género Heliconia e as setas indicam os demais

agrupamentos das helicdnias com suporte superior a 50%.
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Figura 30. Filogramas dos dados nucleares obtidos com as analises de méxima parciménia, inferéncia Bayesiana e maxima verossimilhanga. Os valores de suporte dos grupos

(>50%) séo mostrados acima ou abaixo dos ramos. Os circulos vermelhos indicam os valores de suporte do género Heliconia.
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Figura 31. Arvores de consenso dos dados combinados obtidas com as analises de méaxima parciménia, inferéncia Bayesiana e méaxima verossimilhanca. Os valores de

suporte dos grupos (>50%) sdo mostrados acima ou abaixo dos ramos. Os circulos vermelhos indicam os valore de suporte do género Heliconia e as setas indicam os demais

agrupamentos das heliconias com suporte superior a 50%.
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5. DISCUSSAO

As heliconias podem ser subdivididas em cinco subgéneros: Heliconia, Taeniostrobus;
Stenochlamys, Griggsia e Heliconiopsis (Andersson, 1992; Kress, 1990). Neste trabalho
foram estudadas representantes dos subgéneros Heliconia, Stenochlamys e Griggsia, devido a
dificuldade em amostrar os demais subgéneros.

O subgénero Heliconia foi revisado por Andersson em 1992, quando o subdividiu em
quatro seccdes: Episcopalis (Griggs) L. Anderss., Heliconia L. Anderss., Tortex L. Anderss.,
e Tenebria L. Anderss. Kress et al. (1993) sugeriram mais duas sec¢des: Farinosae W. J.
Kress e Complanatae W. J. Kress.

A seccdo Farinosae é constituida por espécies anteriormente classificadas na secgéo
Tortex e com ocorréncia no Brasil, como as H. rivulares e H. farinosa. A sec¢édo
Complanatae engloba todas as espécies endémicas do Equador e da Colombia. Assim, as
seccOes Farinosae, Complanatae e Tenebria compreendem espécies com distribuicdo sul-
americana, enquanto as demais sec¢des possuem ampla distribuicéo tropical.

Andersson (1992) dividiu o subgénero Stenochlamys Baker em seis secc¢Oes: Lanea,
Stenochlamy, Proximochlamys, Lasia, Cannastrum e Zingiberastrum.

O subgénero Griggsia foi criado por Andersson (1985) para agrupar todas as espécies
neotropicais de inflorescéncia pendente. Esse autor o subdividiu em oito grupos, a saber: H.
griggsia, H. pogonantha, H. longa, H. platystachys, H. rostrata, H. trichocarpa, H. obscura e
H. nutans. Porém, Kress et al. (1993, 1997) subdividiram o subgénero em onze seccdes:
Griggsia, Barbatae, Arcuatae, Longae, Obscurae, Pendulae, Obscurae, Dromedarius,
Sigmoideae, Rostratae, Retiformes e Contortex.

De acordo com Kress et al. (1999), as espécies com inflorescéncias eretas estdo mais
bem estabelecidas taxonomicamente do que as espécies com inflorescéncias pendentes. Os
agrupamentos existentes para as heliconias pendentes foram propostos mais com a intengédo
de formular hipéteses de trabalho do que como algo definitivo que demonstre as verdadeiras
relacBes existentes nesse grupo.

Com base nos marcadores RAPD, foram analisados 119 acessos de espécies de
Heliconia e cinco acessos do grupo externo com 231 marcadores polimorficos, que
possibilitaram as analises fenética e cladistica (maxima parcimbnia e Bayesiana) e a

construcao dos dendrogramas.
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Na andlise fenética, o coeficiente de correlacdo cofenética (teste de Mantel) revelou
um bom ajuste entre as distancias apresentadas graficamente e a matriz de similaridade, com
valor de 0,89 (r = 0,89) para o dendrograma. Isso porque, segundo Sokal & Rohlf (1962),
somente valores de correlacdo cofenética superiores a 0,80 indicam um bom ajuste entre as
matrizes originais de distancia e as distancias graficas (Figura 9).

J& na analise cladistica (mé&xima parciménia), os marcadores apresentaram um baixo
indice de consisténcia (IC=0.375), um alto indice de homoplasia (IH=0.625), e,
consequentemente, baixos valores de bootstrap dos ramos internos (Figura 10).

Contudo, as andlises fenética, de maxima parciménia e Bayesiana, realizadas a partir
de dados obtidos com marcadores RAPD, permitiram identificar a familia Heliconiaceae
como um grupo monofilético, bem suportado (bootstrap e probabilidade posterior de 100%),
como sugerido em trabalhos anteriores (APG 11, 2003; Kress et al., 2001; Kress & Specht,
2006).

Além disso, o grupo externo, composto pelas demais familias da ordem Zingiberales,
possibilitou o enraizamento das arvores e foi coerente com o esperado nas trés analises, as
quais apresentaram Musaceae agrupada a Strelitziaceae, seguida de Zingiberaceae e
Costaceae, e Marantaceae junto com Heliconiaceae.

Nas analises fenética, de maxima parcimbnia e Bayesiana, realizadas com o0s
marcadores RAPD, foram observados agrupamentos constituidos pelas cultivares de H. bihai,
H. stricta, H. psittacorum, H. chartacea, H. angusta e H. hirsuta, demonstrando que, apesar
dessas espécies apresentarem uma grande variedade de formas (Berry & Kress, 1991), as
cultivares possuem entre elas um alto grau de similaridade genética (Figuras 9, 10 e 11).

O grupo constituido pela H. episcopalis e seus dois provaveis hibridos (H. X
mantenensis e H. x episcopalis), pelos acessos de H. bihai, H. bourgaeana, H. caribea, e 0s
hibridos de H. bihai x H. caribea, pelas cultivares de H. stricta e pelos acessos de H.
orthotricha pode ser comparado a classificacdo de Andersson (1992), que inclui estas espécies
no subgénero Heliconia. Os hibridos de H. episcopalis e H. bihai se agruparam a um de seus
parentais.

O grupo composto pelas H. lingulata, H. acuminata, H. pseudoaemygdiana e H.
rivulares, H. angusta, H. laneana, H. lacletteana, H. farinosa, H. sampaioana e H. velloziana
compartilha espécies de subgéneros distintos. H. rivulares, H. farinosa, H. sampaioana e H.
velloziana sdo plantas endémicas do Brasil, classificadas na seccdo Farinosae do subgénero

Heliconia (Kress, 1993). As H. lingulata, H. acuminata, H. pseudoaemygdiana, H. angusta,
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H. laneana, H. lacletteana partilham do subgénero Stenochlamys, mas em secgdes distintas.
H. lingulata e H. pseudoaemygdiana pertencem a seccdo Lanea; e H. acuminata, H. angusta,
H. laneana, H. lacletteana pertencem a seccdo Stenochlamys.

As H. psittacorum, H. densiflora e H. richardiana, plantas com inflorescéncia ereta do
subgénero Stenochlamys, formaram um grupo irméo das H. rostrata, H. juruana, H. standley,
H. marginata e H. rauliniana, plantas com inflorescéncia pendente do subgénero Griggsia
(Andersson, 1985, 1992).

Além disso, H. pogonantha, H. marginata, H. vellerigera e H. chartacea formaram
outro grupo bem suportado, composto por espécies do subgénero Griggsia (constituido pelas
helicbnias com inflorescéncia pendente). Mas, H. pogonantha, H. marginata, H. vellerigera
fazem parte do grupo H. pogonantha (seccdo Barbatae Kress, 1997), enquanto H. chartacea
faz parte do grupo H. platystachys (seccdo Pendulae Kress, 1997).

Esses grupos observados para as heliconias com inflorescéncia pendente (Figuras 9, 10
e 11) sugerem que o subgénero Griggsia provavelmente ndo € um grupo monofilético, o que
confirmaria a hipotese de Kress (Kress, 1984 apud Castro et al., 2007) e se oporia a de
Andersson (1992).

O subgrupo das H. metallica, H. longiflora, H. mathiasiae e H. hirsuta confirma a
classificagdo de Andersson (1985, 1992), a qual incluiu essas espécies no subgénero
Stenochlamys, porém em seccdes distintas. H. metallica e H. mathiasiae pertencem a sec¢éo
Cannastrum, enquanto H. longiflora e H. hirsuta a seccao Zingiberastrum (Andersson, 1985).

Em geral, as trés analises apresentaram arvores com topologias similares. Contudo,
foram observados alguns rearranjos nos ramos internos, como o grupo das cultivares de H.
latispatha, que se apresentou como basal na analise fenética, e agrupou-se aos acessos de H.
spathocircinata na analise de maxima parcimdnia e na inferéncia Bayesiana, provavelmente
por compartilharem caracteristicas advindas de ancestral comum. Além disso, as divergéncias
entre as analises podem ter ocorrido devido ao grau de suporte dos ramos e/ou ao fato da
andlise fenética se basear em matrizes de distancia (a matriz de caracteres € transformada em
uma matriz de distancias), ao passo que a parcimdnia e a Bayesiana (cladistica) se baseiam
em estados de carater (0s caracteres sao analisados diretamente) (Schneider, 2003).

Os dados obtidos com os marcadores RAPD, 0s quais proporcionam uma ampla
cobertura do genoma (Ferreira & Grattapaglia, 1998), permitiram identificar agrupamentos
correspondentes as espécies analisadas, bem como cultivares e hibridos correspondentes aos

seus parentais. No entanto, o grau de suporte dos ramos internos e a incongruéncia nas
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relagdes entre os agrupamentos ndo permitiram a divisdo do género, de acordo com os
subgéneros e secgdes propostos por Andersson (1985, 1992) e Kress (1993, 1997).

Apds a triagem com quatorze pares de iniciadores universais para amplificar regides
ndo codantes separadas por duas sequéncias codantes conservadas do DNA cloroplastico
(Demesure et al., 1995 e Dumolin-Lapegue et al., 1997), foi possivel amplificar todos os
fragmentos dos 52 acessos apenas com os iniciadores cp 1 e cp 5. Além disso, somente duas
enzimas de restricdo apresentaram polimorfismo, Hha I nos fragmentos obtidos pelo iniciador
cpl (Figura 17), e Hinf I nos fragmentos do cp5 (Figura 18).

Devido ao baixo nimero de regiGes amplificadas e ao baixo grau de polimorfismo
obtidos com base em regides especificas do cpDNA pela técnica de CAPS, optou-se por
realizar o sequenciamento direto de regides do cloroplasto e do nucleo.

Com isso, foi realizada uma analise filogenética utilizando trés técnicas (Maxima
Parcimdnia, Inferéncia Bayesiana e Maxima Verossimilhanca) a partir das sequéncias de
quatro regides do cloroplasto (trnL, trnL-F, psbA-trnH, psbM-ycf6) e uma do nucleo (ITS) de
52 acessos, 47 do género Heliconia e cinco do grupo externo.

Nas analises de Maxima Parcimdnia, Bayesiana e Maximas Verossimilhancas
realizadas com os dados do cloroplasto, do nucleo e dos dados combinados foi possivel
identificar a formacdo de um grupo bem sustentado pelas heliconias, o que indicou o
monofiletismo do género, concordando com os dados de RAPD e com os estudos anteriores
realizados para as familias da ordem Zingiberales (APG 11, 2003; Kress et al., 2001; Kress &
Specht, 2006).

A relacdo com o grupo externo foi constante para os diferentes tipos de analises
realizadas, e corrobora a atual classificacdo das familias da ordem Zingiberales, baseada em
dados morfolégicos e moleculares. Foi verificado um agrupamento bem sustentado, no qual
Musaceae apresentou-se como a familia basal, Strelitziaceae como a mais proxima das
helicbnias, seguida de Marantaceae, Zingiberaceae e Costaceae (Kress et al. 2001; Kress &
Specht, 2006). As Heliconiaceae diferem morfologicamente das demais familias da ordem por
apresentarem flores invertidas na inflorescéncia, estigma captado, um ovulo por l6culo, frutos
drupéaceos e sementes sem arilo (Berry & Kress, 1991; Santos, 1977).

Nas analises de parcimbnia, Bayesiana e verossimilhancas com os dados do
cloroplasto, o grupo das heliconias foi subdividido em dois subgrupos bem suportados,

indicando uma possivel divergéncia na origem do cloroplasto desse género (Figura 27). Essa
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divergéncia na origem do cloroplasto pode indicar a origem hibrida das espécies de Heliconia
sugerida por Andersson (1992).

Dos dois subgrupos obtidos, o mais representativo apresentou um agrupamento
constituido pela H. latispatha, H. spathocircinata e seu hibrido H. x mantenensis (H.
espiscopalis x H. spathocircinata), que é corroborado pela classificacdo de Andersson (1992),
a qual incluiu H. latispatha e H. spathocircinata na seccdo Tortex. Pode-se confirmar H.
spathocircinata como um dos parentais de H. x mantenensis, assim como proposto por Silva
et. al. (2003), além disso, pode-se sugerir que este seja seu parental feminino, visto que a
heranca do cloroplasto € transmitida maternalmente na maioria das angiospermas (Demesure
et. al., 1995).

O agrupamento de H. lingulata e H. psittacorum pode ser comparado a classificacdo
de Andersson (1985, 1992), que o incluiu no subgénero Stenochlamys, porém em secOes
distintas. H. lingulata é incluida na sec¢do Lanea, engquanto H. psittacorum, na seccao
Stenochlamys.

Os hibridos H. psittacorum x H. spathocircinata cv. Red Opal, H. psittacorum x H.
spathocircinata cv. Fire Opal, H. psittacorum x H. spathocircinata cv. Alan Carle e H.
psittacorum x H. spathocircinata cv. Golden Torch se agruparam ao seu parental H.
psittacorum como esperado, ja que o cpDNA possui heranga unipariental.

O outro agrupamento, constituido por H. rauliniana, H. bihai e seu hibrido (H. caribea
x H. bihai cv. Richmond Red), juntamente com H. stricta e H. wagneriana, sustenta a
classificagdo de Andersson (1992), o qual incluiu estas espécies na seccao Heliconia.

Barreiros (1974) descreveu H. rauliniana na categoria de espécie, contudo Berry e
Kress (1991) a considerou como um hibrido de H. marginata x H. bihai. De acordo com o
agrupamento encontrado, pode-se inferir que H. bihai seja o parental feminino de H. X
rauliniana corroborando desta forma a hipdtese de Berry e Kress (1991). H. bihai também
deve ser o provavel parental feminino do cultivar Richmond Red.

Dentro desse subgrupo, ainda foi possivel identificar nas analises de parciménia e
verossimilhanca um agrupamento bem consistente, formado pela H. pogonantha e H.
magnifica, 0 que corrobora a classificacdo de Andersson (1985), que o incluiu no subgénero
Griggsia, no grupo da H. pogonantha (seccdo Barbatae Kress, 1997).

O subgrupo menos representativo, o qual pode indicar uma possivel divergéncia na
origem do cloroplasto, incluiu inesperadamente acessos de trés subgéneros (Figura 27).

Dentre esses, o subgénero Heliconia, representado por H. champneiana e H. orthotricha, com
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inflorescéncias eretas e bracteas cimbiformes; o subgénero Stenochlamys, representado por H.
richardiana, H. hirsuta, H. angusta e H. longiflora com inflorescéncias eretas e bracteas
lanceoladas; e o subgénero Griggsia que incluiu H. pendula, H. chartacea, H. platystachys e
H. marginata com inflorescéncias pendentes.

Nas analises de parcimbnia, Bayesiana e verossimilhancas realizadas para a regiao
nuclear, a H. spathocircinata apresentou-se mais divergente do que as demais espécies, ou
seja, apresentou uma maior taxa de recombinacdo génica, sendo dessa maneira um potencial
parental para a obtencdo de hibridos (Figura 29). De fato, existe uma grande variedade de
hibridos de H. spathocircinata descrita na literatura, como H. bihai x H. spathocircinata cv.
Cinnamon Twist; H. psittacorum x H. spathocircinata cv. Alan Carle; H. psittacorum x H.
spathocircinata cv. Golden Torch; H. psittacorum x H. spathocircinata cv. Parrot; H.
psittacorum x H. spathocircinata cv. Tropics (Berry e Kress, 1991), confirmando dessa
maneira o potencial desta espécie para a geracdo de hibridos.

As espécies H. lingulata, H. psittacorum e H. densiflora sdo agrupadas no subgénero
Stenochlamys, porém em secc¢des distintas. H. lingulata na sec¢do Lanea, H. psittacorum na
seccdo Stenochlamys e H. densiflora na seccdo Proximochlamys. Em todas as analises do
nicleo essas espécies formaram um grupo irméo, assim como na analise Bayesiana do
cloroplasto, isso mostra uma proximidade genetica entre elas e sugere uma possivel revisao
dessas seccdes.

H. orthotricha e H. stricta formaram um grupo irmdo em todas as analises nucleares,
esse grupo confirmando a classificacdo de Andersson (1992), o qual incluiu essas espécies na
seccao Heliconia do subgénero Heliconia.

As espécies H. bourgaeana e H. champneiana também formaram um grupo irméo,
demostrando um alto garu de similaridade entre essas espécies. Entretanto, H. bourgaeana e
H. champneiana apareceram distantes nas analises com os dados do cloroplasto. Andersson
(1981) considerou H. champneiana sindnimo de H. bourgaeana, contudo, Berry & Kress
(1991) as consideraram como espécies distintas. Com os dados moleculares obtidos foi
possivel concordar com Berry & Kress e considerar tais espécies como sendo distintas.

Nos dados combinados também foi possivel verificar um grupo bem suportado
constituido pelas espécies de Heliconia. Porém, mesmo com os dados combinados de
cloroplasto e nicleo ndo foi possivel obter uma boa resolucdo do género. Foram encontrados
ramos internos curtos, poucos agrupamentos com suporte aceitavel e um alto grau de

politomia nas arvores de consenso (Figura 31).
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Além disso, foram observadas a partir das andlises de parcimdnia, Bayesiana e
verossimilhancas divergéncias entre as arvores geradas devido a presenca desses ramos curtos
e ao suporte dos ramos. Caso os dados fossem consistentes, seriam esperadas topologias
semelhantes para as arvores, mesmo que a analise de parciménia busque uma arvore com o
menor nimero de passos, e 0s métodos probabilisticos (Maxima Verossimilhanca e Inferéncia
Bayesiana) busquem a melhor topologia de arvore.

Os ramos curtos comparados com 0s ramos externos podem indicar uma irradiacéo
rapida e uma diversificacdo relativamente recente do género, ocorrida no Oligoceno
(McKenna & Farrel 2006), ha cerca de 32 milhGes de anos, ap0s sua origem de
aproximadamente 109 milhdes de anos (Kress & Specht, 2006), ou podem refletir nas
propriedades evolutivas intrinsecas das regides genémicas utilizadas neste estudo.

Essas propriedades evolutivas das regides gendmicas foram observadas nas cinco
regibes sequenciadas (trnL, trnL-F, psbA-trnH, ycf6-psbM e ITS), as quais demonstraram
tamanhos e taxas evolutivas heterogéneas. A regido do intron do gene trnL foi a que
apresentou 0 maior numero de caracteres (565), seguida pela regido nuclear ITS (515).
Contudo, a regido com o menor numero de caracteres (220) foi a mais informativa para o
estudo realizado (psbA-trnH).

Uma solucdo para remediar a resolucdo do género e 0s ramos internos curtos seria
utilizar um nimero maior de tdxons e/ou de caracteres, com o intuito de melhorar o sinal
filogenético (Alvarez et al., 2005). Esse aumento de caracteres podera ser obtido com um
maior nimero de marcadores de cloroplasto e/ou de marcadores nucleares de baixa copia, 0S
quais fornecerdo maior resolucdo e visao relativamente as analises baseadas em dados de
cpDNA isolados, ou em cpDNA e rDNA (Bailey & Doyle, 1999; Shaw et al., 2003).

Shaw et al. (2005) mostraram algumas regifes nao codificadoras do cpDNA que
podem ser mais informativas para a filogenia e podem melhorar a resolucdo do género
Heliconia, como 0s espacadores intergénicos entre os genes do RNA transportador de
asparagina e de treonina (trnD-trnT) e entre o gene da subunidade B da enzima RNA-
polimerase (rpoB) e o gene do RNA transportador de cisteina (trnC).

De acordo com Sang (2002), os marcadores nucleares de baixa cépia em plantas sdo
uma fonte rica de informacdes filogenéticas. Eles detém um grande potencial para melhorar a
robustez da reconstrucdo filogenética em todos os niveis taxonémicos. No entanto, esses

marcadores ainda sdo pouco utilizados em monocotileddneas devido a falta de iniciadores
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universais e a complexidade envolvida no seu uso. Assim, acreditamos que futuramente o

emprego desses marcadores podera ser Util para o estudo filogenético do género Heliconia.

6. CONCLUSAO

— Pode-se verificar a partir dos marcadores RAPD e do sequenciamento de DNA
cloroplastico e nuclear que o género Heliconia é monofilético, o que confirma as
sugestOes de Kress et al. (2001) e Kress & Specht (2006).

—  As Heliconiaceae provavelmente sofreram irradiacdo rapida e diversificacdo recente
(h& cerca de 32 milhdes de anos - Kress & Specht, 2006), o que pode ser uma das
justificativas para a baixa resolucao obtida para o género.

— A relagdo com o grupo externo foi constante para os diferentes tipos de anlises
realizadas.

— Os marcadores RAPD foram uteis para a identificacdo de espécies e hibridos de
Heliconia.

— As analises do cloroplasto indicaram uma possivel divergéncia na origem do
cloroplasto do género Heliconia.

—  Os marcadores de cloroplasto confirmaram os hibridos e os provaveis parentais.

— A inferéncia filogenética para o género nao foi satisfatoria, portanto sugere-se um
aumento no nimero de taxons, marcadores de cloroplasto e nucleares de baixa copia

para trabalhos posteriores.
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8. APENDICES

8.1. Apéndice 1

Bloco de comandos para analise de Mé&xima Parcimdnia de dados binarios no

programa PAUP.
#NEXUS

Begin data;

Dimensions ntax=124 nchar=231;

Format datatype=standard interleave=no gap=- missing=?;
Matrix;

End;

Begin paup;

log file=trabalho.log replaces=yes;

set autoclose=yes maxtrees=100 increase=auto;

hsearch addseg=random nreps=100 swap=tbr;

contree all/strict=yes treefile=arvorerapd.tre replace=yes;
describetrees 1/plot=phylogram brlens=yes;

set autoclose=yes maxtrees=100 increase=no;

bootstrap nreps=1000;

savetrees format=altnexus savebootp=nodelabels from=1 to=1
maxdecimals=0 file=suarvoreboot.tre replace=yes;

log stop;

end;
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8.2. Apéndice 2

Bloco de comandos para analise de Mé&xima Parcim6nia com dados mistos no

programa PAUP.

#NEXUS

Begin data;

Dimensions ntax=41 nchar=2152;

Format datatype=standard interleave symbols=
"0123456789A#CSEFG.NIJ&L%>0PQ/ TU:*X<Z" gap=-;
Matrix;

End;

Begin paup;

log file=trabalho.log replaces=yes;

set autoclose=yes maxtrees=100 increase=auto;

hsearch addseg=random nreps=100 swap=tbr;

contree all/strict=yes treefile=arvorerapd.tre replace=yes;
describetrees 1/plot=phylogram brlens=yes;

set autoclose=yes maxtrees=100 increase=no;

bootstrap nreps=1000;

savetrees format=altnexus savebootp=nodelabels from=1 to=1
maxdecimals=0 file=suarvoreboot.tre replace=yes;

log stop;

end;
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