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ESTUDO IN SILICO DA EVOLUCAO MOLECULAR DA SUBFAMILIA
MIMOSOIDEAE (FABACEAE) POR MEIO DE MARCADORES 18S E rbcL

SOUZA, T.L.V', SOARES, C.E.A.

'Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), Unidade Académica de Ciéncias
Biologicas, Curso de Ciéncias Bioldgicas (Licenciatura), Rodovia Patos/Texeira, Bairro

Jatoba, CEP. 58704-330, Patos, Paraiba, Brasil (tassialaicya@gmail.com,

ceduardoas(@yahoo.com.br).

RESUMO

Sequéncias parciais da regidio do DNA ribossémico (rDNA) 18S (total 7) e do gene
rbeL (total 19) de diferentes representantes da subfamilia Mimosoideae (Fabaceae)
foram obtidos do GenBank e empregadas neste trabalho com o objetivo de auxiliar no
esclarecimento filogenético dentro desta subfamilia. Alinhamentos maultiplos das
sequéncias foram produzidos com o programa ClustalX. Para construgdo de arvores
filogenéticas o programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis), foi
utilizado com os métodos de Neighbor-Joining (NJ) com 500 replicagdes e Méxima
Parciménia (MP) com 100 replicagdes. A arvore construida através do método NJ para
o marcador 18S, apresentou uma melhor resolugdo filogenética agrupando as espécies
dentro das suas respectivas tribos, de acordo com a classificagdo da ferramenta
Taxonomy do NCBI. No entanto ocorreu irresolugdes a nivel de tribo para as topologias
dadas pelos métodos NJ e MP com o marcador rbcL, em que as tribos Mimoseae e
Acacieae ndo se mostraram monofiléticas. O género Albizia se mostrou parafilético em
todas as topologias dadas pelos métodos NJ e MP baseada tanto em sequéncias de 18S
como em sequéncias de rbcL. A historia evolutiva das tribos de Mimosoideae baseada
em sequéncias do gene rbcL ndo estd de acordo com as topologias disponivel no
Taxonomy do NCBI.

Palavras-chave: Filogenia, Mimosoideae, rRNA, Rubisco.
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IN SILICO STUDY OF THE MOLECULAR EVOLUTION IN MIMOSOIDEAE
(FABACEAE) SUBFAMILY BASED ON 18S AND rbcL MARKERS

SOUZA, T.L.V!, SOARES, C.E.A.!

! Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), Unidade Académica de Ciéncias
Bioldgicas, Curso de Ciéncias Bioldgicas (Licenciatura), Rodovia Patos/Texeira, Bairro
Jatoba, CEP. 58704-330, Patos, Paraiba, Brasil (tassialaicya@gmail.com,

ceduardoas(@yvahoo.com.br).

ABSTRACT

Partial sequences of the region of ribosomal DNA (tDNA) 18S (total 7) and the rbcL
gene (total 19) of different species of the Mimosoideae subfamily were obtained from
GenBank. The goal of this work was to help in the phylogenetic inference inside this
subfamily. Multiple alignments of all sequences were produced with the ClustalX
program. For construction of phylogenetic trees the MEGA package (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis) was used. The methods of Neighbor-Joining (NJ) with
500 replications and Maximum Parsimony (MP) with 100 replications were performed.
The phylogenetic tree constructed by NJ and MP methods using 18S gene showed a
better resolution phylogenetic grouping species within their respective tribes, according
to the classification of the NCBI Taxonomy tool. However, at the level of tribe for the
topologies given by NJ and MP methods with marker rbcL, unresolved clades were
observed. The tribes Mimoseae and Acacieae were polyphyletic. The genus Albizia was
paraphyletic in all topologies constructed by MP and NJ methods. In this case, both
topologies based on 18S and rbcL sequences do not supported the monophyletic
hypostesis. In conclusion, the evolutionary history of the Mimosoideae tribes
hypothesized with rbcL gene sequences do not agree with the topologies available in the
NCBI Taxonomy.

Keywords: Phylogeny, Leguminoseae, rRNA, Rubisco
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1 INTRODUCAO

Com o progresso cientifico e tecnoldgico dos métodos laboratoriais, atividades como o
sequenciamento de acidos nucléicos e proteinas foram aperfeigoadas, consentindo resultados
rapidos e com menos custos (PEREIRA, 2006). Devido a grande produgdo de sequéncias de
acido nucléicos e proteinas, foi necessario a criagdo de um banco de dados para armazenar

tais informagdes. Com esse proposito o GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank) foi

criado. Através dele a comunidade cientifica se aproximou a tal ponto que as distincias
intercontinentais deixaram de ser obstaculos. Considerando apenas as sequéncias biologicas,
as quais s@o um bom exemplo da grande quantidade de informagdes fabricadas em larga
escala. Utilizando-se sequenciadores automaticos, trabalhos que antes necessitavam de meses
ou até mesmo anos para serem finalizados, precisam agora de hora ou de dias para serem
concluidos (SOARES, 2004).

De acordo com Juchum (2007) analises filogenéticas baseadas em dados moleculares
tém fornecido uma grande quantidade de informagdes, auxiliando na solugdo de algumas
questdes ndo resolvidas pelos métodos tradicionais de andlises, além de questionar
reconstrugdes filogenéticas propostas anteriormente. Na genética molecular, técnicas como o

sequenciamento de DNA tém contribuido nos estudos filogenéticos (JUCHUM, 2007).

Por meio do uso de Bancos de Dados tais como o GenBank € possivel fazer busca das
sequéncias nucleotidicas e se inferir o grau de parentesco entre as mesmas. Aguardamos que,
no futuro, a aten¢dio dos sistematas se altere da produgdo das sequéncias em si para a analise
intelectualmente mais complexa dessas sequéncias (JUDD et al., 2009). Vale destacar que o
sistema de classificagdo dos seres vivos necessita ser revisto e as técnicas de biologia
molecular podem ser uteis para auxiliar na resolugio dessa questdo. Nosso objetivo foi
contribuir com esclarecimentos sobre as relagdes filogenéticas na subfamilia Mimosoideae

(Fabaceae), utilizando sequéncias parciais dos genes 18S e rbcL.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 As Fabaceae: Aspectos Boténicos ¢ Filogenéticos.

Fabaceae ¢ uma familia com distribui¢do cosmopolita que compreende cerca de 730
géneros e 19.300 espécies, sendo a terceira maior dentre as Angiospermas, depois de
Orchidaceae e Asteraceae (LEWIS et al, 2005). Segundo esse, Fabaceae foi separada em trés
grupos: Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae, considerados como subfamilias
pela maioria dos autores, fundamentada, especialmente, pelo tipo de simetria floral e de
prefloragdo da corola, em que as Caesalpinioideae formam a ramificagdo basal do clado da
familia, com Mimosoideae e Papilionoideae divergindo independentemente de um ancestral
comum, como linhagens distintas do clado. Caracteristicas morfologicas e moleculares vém
apoiando o monofiletismo dessa familia (WOJCIECHOWSKI et al., 2004, LEWIS et al.,
2005).

Fabaceae ¢ uma familia de grande importdncia econdmica, muitos géneros desta
familia abrigam espécies de importincia alimenticia tais como: Arachis (amendoim), Cajanus
(feijdo-guandu), Cicer (grdo-de-bico), Glycine (Soja), Lens (Lentilha), Phaseolus (feijdo),
Pisum (ervilha) e Tamarindus (tamarindo). Igualmente existem géneros que produzem
substéincias toxicas, dentre eles Abrus e Astragalus, sdo altamente venenosos. Outras espécies
possuem importancia forrageira, tais como o Medicago (alfafa), Melilotus (trevo-doce),
Trifolium (trevo) e Vicia (fava). Podemos citar os seguintes géneros como ornamentais:
Acacia, Albizia, Bauhinia (pata-de-vaca), Calliandra (topete-de-cardeal), Cdssia, Cercis,
Cytisus, Delonix (flamboyant), Erythrina (mulungu), Gleditsia, Laburnum, Latyrus, Lupinus
(lupino), Mimosa (sensitiva), Parkinsonia, Robinia e Wisteria. Gomas e resinas sio
removidas a partir de espécies de Acacia e Hymenaea; Indigofera é usada como fonte de uma
tintura azul. Géneros, como Dalbergia e Pterocarpus possuem uma alta qualidade como
fontes de madeira (JUDD et al., 2009).
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2.2 Subfamilia Mimosoideae

A subfamilia Mimosoideae comporta cerca de 78 géneros e 3270 espécies,
tradicionalmente distribuidos em 5 tribos: Mimoseae, Acacieae, Ingeae, Parkiae e
Mimozygantheae (ELIAS, 1981, Tabela 1). Pode ser considerado um grupo monofilético,
excluindo-se Dinizia, que aparentemente ¢ mais relacionado as Caesalpinioideae
(WOJCIECHOWSKI et al., 2004). As andlises filogenéticas entre as tribos ainda ¢é alvo de
estudo, entretanto nenhuma delas ¢ monofilética e tanto Parkieae como Mymozygantheae
foram inseridas em Mimoseae (LUCKOW et al., 2005).

A maioria dos integrantes desta subfamilia ¢ mais comum em florestas tropicais de
terras baixas, principalmente proximas de rios e lagos, sendo também bem adaptada a savanas
e regides desérticas na América Tropical e Africa, sendo ausente em grandes altitudes
(ELIAS, 1981, Figura 1). Apresenta-se por sua importincia na recomposi¢do de florestas
ciliares, recuperagdo de dreas degradadas, sombreamento em cultivos de café e cacau, fonte
de alimento, como lenha para produgdo de energia, estabiliza¢do de solos acidos e fitoterapia (
PRITCHARD et al., 1995).

Tabela 1- Subfamilia Mimosoideae com os representante de suas tribos e géneros. Fonte:

www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez Acesso em 05 de maio de 2011.

Tribos Géneros

Acacieae Acacia Mariosousa Vachellia
Acaciella Senegalia

Ingeae Abarema Cathormion Falcataria
Albizia Chloroleucon Havardia
Archidendron Cojoba Hesperalbizia
Archidendropsis Ebenopsis Hydrochorea
Calliandra Enterolobium Inga
Pararchidendron Faidherbia Lysiloma
Paraserianthes Pithecellobium Samanea
Sphinga Wallaceodendron  Zapoteca
Zygia

Mimoseae Adenanthera Dichrostachys Microlobius
Alantsilodendron Dinizia Mimosa
Amblygonocarpus Elephantorrhiza  Neptunia
Anadenanthera Entada Newtonia
Calliandropsis Fillaeopsis Parapiptadenia
Calpocalyx Gagnebina Parkia
Cylicodiscus Kanaloa Pentaclethra
Desmanthus Leucaena Piptadenia
Piptadeniopsis Pityrocarpa Piptadeniastrum
Plathymenia Prosopis Pseudopiptadenia
Stryphnodendron Schleinitzia Pseudoprosopis
Tetrapleura Xerocladia Xylia

Mimozygantheae = Mimozyganthus
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Acacieae

Mimoseae

Mimozygateae

Figura 1 - Imagens de representantes dos géneros das tribos: Acacieae, Mimoseae, Ingeae ¢
Mimozygateae, respectivamente. A- Arbusto da espécie de Acacia cyanophylla, B- Flor e
Fruto do Género Acacia, C- Arvore da espécie de Acacia tortilis, D- Arbusto da espécie de
Mimosa tenuiflora, E- Flor e fruto da espécie Mimosa pudica; F- Flor do Género Parkia; G-
Arvore da espécie Inga feuillei; H- Albizia julibrissin; 1- Flor e Fruto da espécie Albizia
Jjulibrssin; J- Fruto do género Mimozyganthus. Fonte: http://www.plantsystematics.org Acesso
em 05 de maio de 2011.
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2.3 O NCBI (Nacional Center for Biotechnology Information)

Estabelecido em 4 de Novembro de 1988 por iniciativa do senador norte-americano
Claude Pepper. Este apoiou a legislagdo para o reconhecimento de métodos de processamento
da informagdo computadorizada para conduta da pesquisa biomédica no E.U.A. Dessa
maneira, 0 NCBI (Nacional Center for Biotechnology Information) foi criado com uma
divisdo da National Library of Medicine (NLM) no National Institute of Health (NIH). A
NLM foi escolhida para a experiéncia na criagdo e manutengdo de banco de dados biomédicos
e como parte do NIH para estabelecimento de programas em biologia molecular

computacional (www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez).

O GenBank nada mais ¢ que um banco de dados virtual de sequéncias bioldgicas do
NIH. Uma verdadeira colegdo de todas as sequéncias de DNA disponiveis ( Nucleic Acids
Research). Sua atualizagdo ¢ feita a cada 2 meses e vale dizer ainda que o GenBank ¢ parte do
International Nucleotide Sequence Database Collaboration que compreende também o DNA
DataBank of Japan (DDBJ) e o European Molecular Biology Laboratory (EMBL). Essas trés

organizag¢des trocam informagdes diariamente (www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez).

Como parte do NCBI, o NCBI’s Taxonomy Project, tem o objetivo de organizar o
maior banco de dados de sequéncias para taxonomia filogenética. O Taxonomy Database
contém o nome de todos os organismos representados por pelo menos uma Sequéncia
biologica (nucleotideos ou aminoacidos) no banco de dados genético do NCBI. Trata-se de
uma referéncia padrdo no projeto de colaboragdo internacional de bancos de dados de

sequéncias (GenBank, DDBJ, EMBL e Swiss-Prot) (www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez).

2.4 A Sistematica Filogenética

A cerca da evolugdo temos informagdes de que todos os organismos Vivos
compartilham um unico ancestral comum e a composigéio dos seres de hoje traz armazenada
em si parte de sua historia evolutiva, assim surgiu um grande interesse no estudo das relagdes
de parentesco entre os organismos (JUCHUM, 2007). Portanto, poderiamos determinar
filogenia como uma suposta reconstrugdo da historia evolutiva de um grupo, sugerindo os
diversos niveis nas relagdes de ancestralidade das espécies com suas espécies descendentes
(AMORIM, 2002).

Estudos filogenéticos tém sido realizados usando-se tanto dados morfolégicos como
moleculares (JUCHUM, 2007). As informag¢des moleculares, para a sistematica filogenética,

tém sido extensivamente empregadas tanto para esclarecer quanto confirmar ou discutir
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relagdes filogenéticas sugeridas. Proporcionalmente ao avango dos dados moleculares, os
métodos de dedugdo filogenética vém-se tornando cada vez mais comuns, sendo um utensilio
fundamental como fonte de informagéo biologica em diversas areas (RUSSO et al., 2001).

A sistematica filogenética pode ser representada por meio de arvores filogenéticas que
apresentam a historia evolutiva dos organismos presentes nela (MIYAKI et al., 2001). De
acordo com o mesmo autor, as arvores sdo formadas por ramos ¢ OTUs (Operational
Taxonomic Units) - internos e terminais, esses contém os taxons que podem ser familias,

géneros, espécies ou populagdes.

Monofilia e polifilia sdo dois pontos que devem ser compeendidos quando se estiver
falando de filogenia. Monofilético é todo grupo que possui um ancestral comum e ndo o
compartilha com outro membro externo ao grupo. Polifilético é todo grupo cujos
descendentes possuem mais de um ancestral (MIYAKI et al., 2001).

Outro conceito necessario para a compreensdo da filogenia ¢ saber o que seria grupo
externo (Qutgroup), sendo um grupo que contém caracteres primitivos, comparando-o a outro
grupo de membros (SOARES, 2004). Assim, os grupos externos sdo capazes de dar sentido
no tempo para andlise filogenética (MIYAKI et al., 2001).

2.5 Os algoritimos para a reconstrucio filogenética

Considerando sequéncias de DNA, a anélise das taxas de mudangas (substituigdes) nas
sequéncias em questdo permite examinar a conveniéncia filogenética das mesmas. Os tipos de
modificagdes observadas no DNA sdo as substituicdes de um nucleotideo por outro, as
delegdes, as insergdes e as inversdes nucleotidicas (NEI & KUMAR, 2001). As substitui¢des
dividem-se em transigdes e transversdes. As transigdes ocorrem com mais frequéncia e
consistem na alteragfio de um tipo de base para outra do mesmo tipo (SOARES, 2004).

Considerando se um alinhamento maltiplo das sequéncias, em geral através de
programas como o CLUSTAL X (THOMPSON et al., 1997), as analises filogenéticas se
baseiam a partir desse procedimento. Assim as modificagdes observadas na filogenia
resultante subordinam-se muito mais do alinhamento das sequéncias do que dos
procedimentos de construgéo filogenética (PEREIRA, 2006).

Héa muitos métodos de disténcia para se calcular as taxas de substituigdes das bases
nucleotidicas, Tamura — Nei (TAMURA & NEI, 1993) é um desses métodos. Tal modelo

considera 0 maior niimero de pardmetros e requer calculos estatisticos mais complexos. Vale
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advertir a necessidade de corregfio para célculos das taxas mudangas em certos casos. Desse
modo, o parametro gamma (y) € requerido como fator de corregéo para o célculo de distincia.
Tal pardmetro adiciona o valor de corregéio para as taxas de substitui¢gdes (RUSSO et al.,
2001).

Um dos algoritimos mais utilizados ¢ o agrupamento de vizinhos ou neighbor-joining
(NJ; SAITOU & NEI, 1987). Esse método agrupa os pares por meio de busca de ramos cujos
valores da soma total sejam menor possivel. Tendo como efeito direto, 0 método sempre
retoma as arvores totalmente resolvidas, mesmo com valores negativos para os nés (RUSSO
et al., 2001). E um método rapido, adequado para grandes conjuntos de dados, consentindo
linhagens com diversos tamanhos de ramos e substituigdes multiplas, porém ele mostra
apenas uma topologia possivel (NEI & KUMAR, 2001). Adicionalmente, NJ solicita uma
menor capacidade computacional sendo capaz de chegar a conclusdes similares aquelas
obtidas por métodos que requerem mais tempo, como Méxima Parcimdnia e Maxima
Verossimilhanga (NEI & KUMAR, 2001).

A Miéxima Parcimbnia (MP) ¢ um método também utilizado para a construgio de
topologias. Segundo Miyaki et al., (2001) este método baseia-se em um modelo evolutivo no
qual uma modificagio ¢é mais provdvel do que duas, tratando as substitui¢des
independentemente. E preciso ressaltar que tal método seleciona os sitios informativos (Pi)
em primeiro lugar. Dai a necessidade de ateng¢fio para tais sitios, pois nem toda variabilidade é
util para o0 método da méaxima parcimdénia (MIYAKI et al., 2001). Apesar de examinar as
diversas topologias, MP ¢ um método que solicita um bom tempo para comparagdo, o
tamanho dos ramos ndo ¢ informativo e utiliza-se apenas dos sitios informativos (NEI &
KUMAR, 2001).

Um teste de confianga muito utilizado em érvores de distdncia e de méxima
parcimoénia € o bootstrap. Representa uma simples remostragem, mantendo o niimero total de
dados constantes. A cada reamostragem uma érvore replica é construida e ao final das
replicagdes a arvore final pode ser estimada (SOARES, 2004). Para o programa MEGA
(Molecular Evolutionary Genetics Analisys) a topologia dessa arvore é a mesma da original,
apresentando os valores percentuais de cada agrupamento quando da aparigdo dos mesmos
nas réplicas ( MIYAKI et al., 2001).
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2.6 Marcadores moleculares 18S e rbeL

O gene rbcL (carboxilase do difosfato 1,5 da ribose — rubisco) codifica a grande
subunidade da enzima Rubisco, sendo o principal receptor de carbono em todos os
eucariontes fotossintéticos e cianobactérias. O gene rbcL ¢ utilizado na sistematica molecular
por ser quase universal entre as plantas, por ndo ser muito longo e nfo mostrar problemas de
alinhamento. Uma restri¢éo da rbcL como marcador filogenético é sua baixa taxa de mutagéo,
contém uma proteina altamente conservada. Por isso, o gene da rbeL ndo ¢ individualmente
util para deduzir relagdes dentro ou entre géneros altamente relacionados (JUDD et al., 2009).

Os ribossomos sdo organelas citoplasmaticas presentes em todos os seres vivos. Sua
estrutura ¢ formada por grandes complexos de proteinas e 4cidos ribonucléicos, formando
subunidades. Nas células eucariontes duas subunidades sfo observadas, a primeira chamada
de pequena (“Small Subunit” — SSU) que ¢ formada pelo rRNA 18S, rRNA 5S e mais um
total de 32 proteinas formando a subunidade 30S. A segunda subunidade, denominada de
grande (“large subunit” — LSU), é formada pelo rRNA 26S, rRNA 5,8S e 50 proteinas
formando a subunidade 50S. A fung¢do dos complexos ribossdmicos esta relacionada a sintese
de proteinas (BROCCHIERI, 2001).

Os genes RNA ribossomais séo os inicos genes nucleares com um grande niimero de
copias o que facilita seu estudo. A sequéncia 18S vem sendo utilizada para analisar o grau de
parentesco entre grandes grupos de plantas. Esses genes contém algumas regides que sdo
altamente conservadas, que auxiliam no alinhamento, e outras que sio bastante varidveis, que
auxilia na distingdo de grupos filogenéticos (JUDD et al., 2009). Analisando sequéncias
moleculares para indugdes, Broccheri (2001), identificou que o gene que codifica para a
subunidade pequena do RNA ribossomico possui lenta taxa de mutagéo, devido a isso possui
fungdo conservada. Os genes codificadores da regido do rRNA sdo essenciais para o
organismo, por isso evoluem de maneira mais lenta. No caso de relagdes filogenéticas entre
espécies distantemente relacionadas deve-se utilizar sequéncias mais conservadas, como as
sequéncias que codificam a subunidade 18S ribossomal (rDNA 18S, BROCCHIERI, 2001).

22




3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AMORIM, D. S. Fundamentos de Sistematica Filogenética. 2° Edig¢do. Holos Editora e Soc.
Bras. de Entomologia, Ribeiréio Preto. 2002, 156p.

BROCCHIERI, L. Phylogenetics Inference from Molecular Sequences: Review and critique.
Theoretical Population Biology, v. 59, p. 27-40. 2001.

ELIAS, T. Mimosoideae. In: R.M. Polhill and P.H. Raven (editors). Advances in legume
systematics, Royal Botanic Gardens, p. 143-151.1981.

JUDD, W. S., CAMPBELL C.S., KELLOGG, E.A., STEVENS, P.F., DONOGHUE, M.,
Sistematica Vegetal Um Enfoque Filogenético. 3" Edi¢do. Artmed Editora. Porto Alegre.
2009, 632p.

JUCHUM, F. S., Anilise filogenética das variantes morfolégicas foliares de Caesalpinia
echinata Lam. (pau-brasil) da regido sul baiana com base em seqiiéncias de

DNA .Dissertacdo ( Mestrado em Genética e biologia Molecular) - Universidade Estadual de
Santa Cruz, Ilhéus, 2007, 103f.

LEWIS, G.P.; SCHRINE, B.D.; MACKINDER, B.A.; LOCK, M. . Legumes of the world.
Royal Botanic Gardens, p.1-12. 2005.

LUCKOW, M.; FORTUNATO, R.H.; SEDE, S.; LIVSHULTZ, T. The phylogenetic affinities
of two mysterious monotypic mimosoids from Southern South America. Systematic Botany,
v. 30, n. 3, p. 585-602. 2005.

MIYAKI, C.Y.; RUSSO, C.A.M.; PEREIRA, S.L. Reconstrugéo filogenética. Introdugéo e o
método da méxima parcimonia. In: MATIOLI, S.R. (ed). Biologia Molecular e Evolugio.
Holos Editora, Ribeirdo Preto. 2001, 97-107 p.

NCBI (Nacional Center for Biotechnology Information) (www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez).
Acesso em: 05 de Maio de 2011.

NEI, M. & KUMAR, S. Molecular Evolution and Phylogenetics. Oxford University Press,
Inc. 2001, 333p.

PEREIRA, Julio Otavio Portela, Diversidade genética da abelha sem ferrio Melipona
quinquefasciata baseada no seqiienciamento das regides I'TS1 parcial e 18S do DNA
ribossdmico nuclear. Tese ( Doutorado em Zootecnia) - Universidade Federal do Ceara,
Fortaleza, Ceara,2006, 142f.

Plants Sistemics Disponivel em : (http://www.plantsystematics.org).
Acesso em 05 de Junho de 2011.

23



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/EntrezL
http://www.plantsvstematics.org

PRITCHARD, HW., HAYE, A.J., WRIGHT, W.J. & STEADMAN, K.J. A comparative
study of seed viability in Inga species: desiccation tolerance in relation to the physical
characteristics and chemical composition of the embryo. Seed Science and Technology,
p.77-89. 1995,

RUSSO, C.A.M., MIYAKI, C.I., & PEREIRA, S.L. Reconstrugdo Filogenética. Métodos
geométricos. In: MATIOLI, S.R. (ed) Biologia molecular e evolugiio. Holos editora.
Ribeirdo Preto, 2001, p.108-116.

SAITOU, N. & NEI, M. The neighbor-joining method: a new for reconstructing phylogenetic
trees. Molecular Biology and Evolution. v.4, p406-425,1987.

SOARES, C.E.A.; Anilise in silico da variabilidade Genética Interespecifica em Glycine
Wild. (Leguminosae) e Intraespecifica em G. tomenteila Hayata Usando sequéncias da
regidio ITS 5,8S do DNA Nuclear. Monografia (Graduagdo em Bacharelado de Ciéncias
Biologicas) — Universidade Estadual do Cear4, Fortaleza-CE, Julho de 2004, 56f.

TAMURA, K. & NEI, M, Estimation of the number of nucleotide substitutions in the control
region of mitocondrial DNA in humans and chimpanzees. Molecular Biology and
Evolution. v.10, p.512-526. 1993.

THOMPSON, J. D.; GIBSON, T. J.; PLEWNIAK, F.; JEANMOUGIN, F. HIGGINS, D. G.
The ClustalX windows interface: flexible strategies for multiple sequence alignment aided by
quality analysis tools. Nucleic Acids Research v. 24, p. 4876 — 4882, 1997.

WOJCIECHOWSKI, M.F.; LAVIN, M. & SANDERSON, M.J. A phylogeny of legumes
(Leguminosae) based on analysis of the plastid matK gene resolves many well-supported
subclades within the family. American Journal of Botany, v. 91, p. 1846-1862, 2004,

24




CAPITULO II

25




L.INTRODUCAO

A familia Fabaceae ¢ dividida em trés subfamilias: Caesalpinioideae, Mimosoideae e
Papilionoideae. A sistematica atual de leguminosas concorda que Mimosoideae ¢ monofilética
e divergiu a partir da Caesalpinoideae, possuindo um grupo irméo relacionado com a tribo
Caesalpinieae (CLARKE et al., 2000).

Mimosoideae é a segunda maior das subfamilias, com aproximadamente 78 géneros e
3270 espécies. Muitos destes géneros sdo pequenos ou monotipicos, mas cerca de dois tergos
das espécies estdo restritos a trés grandes géneros: Acacia s.1. Mill. (1450 espécies), Mimosa
L. (530 espécies) e Inga Mill. (300 espécies) (LEWIS et al., 2005). De acordo com anélises
filogenéticas moleculares, foi sugerido que o sistema tribal de Mimosoideae necessita de uma
revisdo completa, com as tribos atuais que sdo polifiéticas ou parafiléticas (LUCKOW et al.,
2003; MILLER, 2008).

A Sistematica Molecular ¢ um ramo da sistematica que se baseia no uso de técnicas de
Biologia Molecular. Essa vertente permite que a informagdo biolégica contida nas sequéncias
de acidos nucléicos e de proteinas seja utilizada no esclarecimento das relagdes evolutivas.
Essa valiosa fonte de informagdo se encontra disponivel em bancos de dados, tais como o
GenBank, no site da National Center for Biotechnology Information

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Esse repositorio armazena tanto sequéncias de genes

individuais, como de genomas inteiros (JUDD et al.,2009), sendo acessivel gratuitamente.

Os genes nucleares representam uma fonte de informagdo impar, pois
frequentemente estdo associadas a caracteristicas que exibem valor adaptativo. Dois
marcadores comumente utilizados em estudos filogenéticos vegetais sdo 18S e rbcL. Nosso
trabalho objetivou realizar busca em banco de dados publicos por sequéncias desses genes

isolados de representantes da subfamilia Mimosoideae, a fim de contribuir para o

esclarecimento filogenético nesse sistema de classificagdo.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar a filogenia molecular da Subfamilia Mimosoideae, utilizando sequéncias dos
marcadores 18S (rRNA 18S), rbcL (Gene da Rubisco) com distintos métodos de construgéo
de topologias.

2.2 Objetivos Especificos

e Realizar buscas em banco de dados publicos de sequéncias de rDNA 18S e rbcL para
espécies da subfamilia Mimosoideae;

e Utilizar programas de alinhamento multiplo com os grupos de sequéncias de rDNA
18S e rbcL encontradas nas buscas em bancos de dados;

e Otimizar o alinhamento multiplo dos dados por meio de inspegéo visual;

e  Construir dendrogramas utilizando o programa MEGA;

e Visualizar as arvores construidas com os métodos de médxima parciménia e Neighbor-

Joining pelo programa MEGA;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtengiio das sequéncias de nucleotideos das espécies da subfamilia Mimosoideae
Sequéncias do gene 18S (parciais) e do gene da rubisco (rbcL) de diferentes espécies

da familia Fabaceae, Subfamilia Mimosoideae foram obtidas do banco publico de sequéncias

GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank) através de busca utilizando-se as palavras chave:

Mimosoideae, 18S e rbcL.

3.2 Alinhamento miltiplos das sequéncias obtidas
Os acessos obtidos por meio da busca foram salvos em formato FASTA num arquivo
de texto e com auxilio do programa CLUSTAL X versdo 1.82 (THOMPSON et al., 1997), os
alinhamento multiplos foram produzidos. As sequéncias alinhadas foram salvas num arquivo
de formato ALN e por meio deste foi feita uma inspeg¢do visual para otimizagdo do

alinhamento das sequéncias.

3.3 Determinac¢iio do modelo de substituigio de nucleotideos e cdlculo das matrizes de
distincia
Com o auxilio do programa do MODELTEST (POSADA & CRANDALL, 1998) que
¢ executado como uma subrotina do multipacote de inferéncia filogenética PAUP
(Phylogenetic Analysis Using Parsimony, SWOFFORD, 1999), o modelo de substituigdo de
nucleotideos foi escolhido. Definido o modelo, foi possivel calcular as matrizes de distdncia e
estimar as topologias dos dendogramas utilizando o programa MEGA (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis; KUMAR et al., 2001).

3.4 Inferéncia filogenética
Andlises envolvendo os métodos de distincia e de méaxima parcimOnia para a
construgdo de dendogramas foram realizadas com o programa MEGA (KUMAR et al., 2001).
A fim de verificar a estabilidade dos clados obtidos, o teste de bootstrap foi realizado para
Neighbor-Joining (NJ) com 500 replicagdes e para o0 método da Maxima Parcimdnia (MP)
100 replicagdes. Os dendogramas gerados pelo programa MEGA foram visualizados através

do mesmo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Regido 18S

4.1.1 Obten¢do dos acessos de Mimosoideae
Através da busca de sequéncias biolégicas no banco de dados do NCBI (GenBank),
foram obtidos 26 acessos da subfamilia Mimosoideae. Desses 7 acessos sdo sequéncias
parciais de 18S (Tabela 2).

Tabela 2 — Sequéncias 18S (parcial) de Mimosoideae foram obtidas no banco de dados de
sequéncias bioldgicas do NCBI (GenBank).

Espécies — 18S Numero de acesso ao Tamanho da
GenBank Sequéncia

Acacia aulacocarpa GU476370 1618 bp
Acacia frigescens GU476371 1618 bp
Parkia timoriana GU476372 1618 bp
Albizia julibrissin 2 GU476373 1610 bp
Albizia procera GU476374 1610 bp
Inga edulis GU476375 1610 bp
Albizia julibrissin 1 U42536 1737 bp

4.1.2 Alinhamentos miltiplos dos acessos obtidos
O alinhamento das sequéncias de 18S com o grupo externo (Populus tremuloides) -
Malpighiales; Salicaceae; Saliceae; Populus. Esse apresentou uma extensio de 1742,
incluidos pares de bases (pb) € gaps — sdo espagos inseridos no alinhamento. Desses sitios
1693 sdo conservados, 41 sdo varidveis e 9 sdo informativos para maxima parcimonia (Tabela
3). Todos os acessos desse marcador molecular sdo sequéncias parcias, exceto o outgroup
sendo uma sequéncia completa. A regido 18S apresentou um comprimento médio de 1610 pb

a 1618 pb, com apenas um acesso com o comprimento de 1737 pb (Tabela 2).




Tabela 3 — Resultado do alinhamento multiplo de sequéncias 18S com seus respectivos

nameros de: sitios conservados, variaveis e sitios Informativos a MP.

18S Sitios
Conservados 1693
Variaveis 41
Sitios Informativos MP (Pi) 9
Total 1742

4.1.3 Modelo de Substitui¢fio para os acessos de Mimosoideae

O melhor modelo relacionado as taxas de substituigdo nucleotidica dos sitios foi o
modelo de Tamura-Nei, TrN, (TAMURA & NEI, 1993) de acordo com a implementagdo do
programa MODELTEST ( POSADA & CRANDALL, 1998, Tabela 4).

Esse modelo leva em consideragio o maior niimero de pardmetros porque admite que
as taxas de transigfio entre pirimidinas e purinas podem diferir e, desse modo, sdo incluidas
em separado na analise (RUSSO et al., 2001). Vale ressaltar ainda a necessidade do pardmetro
de corre¢do gamma (y) no célculo da distancia. Seu valor para os acessos de Mimosoideae
18S foi de 0,9116 (Tabela 4).




Tabela 4 — Resultado da implementagdo do MODELTEST para o alinhamento das sequéncias
da regido 18S de Mimosoideae obtidas no GenBank.

Modelo Selecionado: TrN+I
(Logaritmo da Verossimilhanga) — InL. 2683,3086
Frequéncia de bases:
A 0,2482
e 0,2269
G 0,2762
T 0,2487
Modelo de substituigiio:
Matriz de freqiiéncias:
R(a) [A-C] = 1,0000
R(b) [A-G] = 2,9796
R(c) [A-T] = 1,0000
R(@d) [C-G] = 1,0000
R(e) [C-T] = 19,0632
R(f) [G-C] = 1,0000
Variaciio entre os sitios
Proporgéo de sitios invariaveis (I) = 0,9116
Sitios variaveis (G)
Parametro Gamma =




4.1.4 Anailise dos cladogramas

4.1.4.1 Método Neighbor-Joining

Com base na matriz de distdncia, foi obtido um cladograma pelo método de
agrupamento de vizinhos proximos (NJ, Figura 2). Esse método faz uma busca pela arvore
com a menor soma total dos ramos e sempre totalmente resolvida mesmo com valores
negativos para os ramos (RUSSO et al., 2001).

Para os diferentes acessos de Mimosoideae 18S uma arvore filogenética foi obtida. Os
dois acessos de Acacia constituiram um clado externo com alto valor de bootstrap que foi de
96 ¢ o clado que agrupou as espécies da tribo Ingeae com um valor de boostrap igual a 77. E
por fim Parkia foi agrupada com Acacia com um bootstrap igual a 96 (Figura 2).

13— Albizzia julibrissin17)

66 L Albizia julibrissin2 Ingeae

Inga edulis

94 Albizia procera

Acacia aulacocarpa

96 L——— Acacia figescens _

Parkia timoriana ] Mimoseae
Populus tremuloides

Acacieae

Figura 2 — Arvore construida através programa MEGA utilizando o método NJ representando

as sequéncias de 18S de Mimosoideae.

A tribo Ingeae se mostrou monofilética de acordo com as espécies analisadas. Ocorreu
uma irresolugdo no momento de agrupar os géneros Albizia e Inga dessa tribo, o género
Albizia ndo se mostrou monofilético de acordo com a topologia dada. O que corrobora com a

literatura, segundo Grimes (1999) e Luckow (2003), sendo o género Albizia polifilético.

Ocorreu uma resolugéo adequada para a tribo Acacieae a qual pertence as espécies
Acacia frigescens e Acacia aulacocarpa, estando essas relacionadas com a espécie Parkia
timoriana. Por meio desse método também é possivel inferir o tempo de divergéncia das
espécies, assim podemos inferir que, Albizzia julibrissin ¢ mais derivada, enquanto que

Parkia timoriana é mais primitiva (Figura 2).




4.1.4.2 Método Maxima Parcimonia
O cladograma obtido pelo método da méaxima parcimonia com 100 replicagdes exibiu
um padrdo quase idéntico ao cladograma obtido pelo NJ (Figura 3). O método de maxima
parcimdnia fundamenta-se no principio de que uma substituigdo ¢ mais provavel que duas
(MIYAKI et al., 2001). Sob esse ponto de vista, a construgdo de um cladograma por meio
desse método da-se considerando o minimo de mudangas possiveis para explicar a variagéo
no conjunto de dados (SCHNEIDER, 2003).
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Populus tremuloides
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Acacieae

Figura 3 - Arvore construida através programa MEGA utilizando o método MP

representando as sequéncias de 18S de Mimosoideae.

As Acacias mantiveram-se em um ramo externo com um no6 de confiabilidade 91, com
Parkia timoriana relacionada a Acacia. O clado que agrupou as espécies da tribo Ingeae
permaneceu com a mesma irresolugdo entre os géneros Albizia e Inga, porém esse método
agrupou Inga edulis com Albizia juibrissin 1 em um clado externo, porém com um né de

confiabilidade igual a 28. Sabendo que esse método leva em consideragéio a quantidade de

sitios informativos para MP (Pi) e esse foi de 9 para o alinhamento multiplo com a regido
18S, sendo esse valor baixo pois a regido 18S é bem conservada (BROCCHERI, 2001; JUDD
et al.,2009). Devido a isso a topologia dada foi semelhante ao método NJ.




4.2 Regido do gene rbcL

4.2.1 Obtencdo dos acessos de Mimosoideae
Através da busca de sequéncias bioldgicas no banco de dados do NCBI (GenBank),
foram obtidos 26 acessos da subfamilia Mimosoideae. Desses 19 acessos sdo sequéncias

parciais do gene rbcL (Tabela 5).

Tabela 5 — Sequéncias de Mimosoideae do tipo rbcL (parcial) obtidos no banco de dados de
sequéncias biologicas do NCBI (GenBank).

Espécies — rbcL Numero de acesso ao Tamanho das
GenBank Sequéncias

Calliandra sp. AB586309 1359 bp
Parkia sp. AB586325 1298 bp
Pentaclethra macrophylla AM234250 1421 bp
Parkia multijuga AM234251 1408 bp
Calliandra trinervia AM234252 1421 bp
Archidendron hirsutum AM234253 1421 bp
Inga sp. AM234254 1421 bp
Cedrelinga cateniformis AM234256 1405 bp
Calpocalyx dinklagei AM234257 1406 bp
Acacia karroo AM235003 1389 bp
Parkia roxburghi U74209 1461 bp
Acacia cavenia 770145 1368 bp
Acacia farnesiana 770146 1368 bp
Albizia julibrissin 770147 1368 bp
Paraserianthes lophantha 770148 1368 bp
Albizia saman 770149 1368 bp
Pithecellobium mexicanum Z70150 1368 bp
Mimosa spegazzinii Z70151 1368 bp

Parkia roxburghii Z70152 1368 bp




4.2.2 Alinhamentos multiplos dos acessos obtidos
Os acessos da regido rbcL apresentaram comprimentos bem variados, esses variando
de 1298 pb a 1461 pb (Tabela 5). O alinhamento miltiplo para essa regido obteve um total de
1488 sitios alinhados, incluindo gaps, desses 1246 sdo conservados, 175 sdo varidveis e 78

sdo sitios informativos para maxima parcimonia (Tabela 6).

Tabela 6 - Resultado do alinhamento multiplo de sequéncias rbcL com seus respectivos

numeros de: sitios conservados. variaveis e sitios Informativos a MP.

rbcL Sitios
Conservados 1246
Variaveis 175
Sitios Informativos MP (Pi) 78
Total 1488

4.2.3. Modelo de Substituicdo para os acessos de Mimosoideae
O melhor modelo relacionado as taxas de substituigdo nucleotidica dos sitios foi o
modelo de distincia de Kimura 2 — pardmetros (KIMURA, 1980). Esse modelo leva em
consideragdo o desvio na diregdo das transi¢des, ou seja, se o nucleotideo original for A entio
a probabilidade de ele ser substituido por G ¢ maior do que por C e T (RUSSO et al., 2001).
Isso pode ser estimado de acordo com a implementagdo do programa MODELTEST (
POSADA & CRANDALL, 1998, Tabela 7).




Tabela 7 — Resultado da implementag¢do do MODELTEST para o alinhamento das sequéncias
da regido rbcL de Mimosoideae obtidas no GenBank.

Modelo Selecionado: K81luf+l
(Logaritmo da Verossimilhanga) — InL 3540,3901
Frequéncia de bases:
A 0,2746
C 0,1958
G 0,2370
j § 0,2927
Modelo de substituigio:
Matriz de freqiiéncias:
R(a) [A-C] = 1,0000
R(b) [A-G] = 3,3276
R(c) [A-T] = 0,6528
R(d) [C-G] = 0,7773
R(e) [C-T]= 3,3276
R(f) [G-C]= 1,0000

Variaciio entre os sitios
Proporgdo de sitios invariaveis (I) = 0,7773
Sitios variaveis (G)

Pardmetro Gamma =




4.2.4 Anilise dos cladogramas

4.2.4.1 Método Neighbor-Joining

Com base na Mariz de distdncia, foi obtido um cladograma pelo método de
agrupamento de vizinhos proximos (Neighbor-Joining, NJ), (SAITOU & NEI, 1987, Figura
4). Todas as espécies da tribo Ingeae foram agrupadas dentro de um grande clado, porém as
espécies do género Albizia ndo foram agrupadas adequadamente, em que Albizia julibrissin
deveria ter sido agrupada com Albizia saman, porém aquela foi agrupada com Paraserianthes
lophantha, esse clado externo obteve um né de confiabilidade igual a 92 (Figura 4), o que
confirma mais uma vez a polifilia do género Albizia. O clado de Calliandra foi agrupado com
um bootstrap de 99.

Ocorreu uma irresolugdo no momento de agrupar as espécies da tribo Acacieae e
Mimoseae (Figura 4). A topologia obtida mostra que essas tribos ndo sdo monofiléticas, pois
Parkia deveria ter sido agrupada dentro de um mesmo clado com Mimosa, porém este género
foi agrupado com a tribo Acacieae. As tribos Mimoseae e Acacieae de acordo com o resultado
obtido se mostraram parafiléticas, apoiando o resultado de estudos anteriores (LUCKOW et
al., 2003).

Os acessos Pentaclethra macrophylla e Calpocalyx dinklagei foram agrupados na raiz
da filogenia com um valor de bootstrap igual a 50, sendo esse clado mais relacionado com a
tribo da Acacieae do que com sua propria tribo Mimoseae (Figura 4). Parece que Mimoseae
possui linhagens as quais evoluiram independentemente umas das outras ¢ ndo compartilham
um ancestral comum (LEWIS & ELIAS, 1981).

Pentaclethra por meio desse método ¢ apresentada como sendo um dos géneros mais
primitivos de Mimosoideae, juntamente com Calpocalyx (Figura 4). Sendo Pentaclethra
encontrado aninhados no outgroup de outros trabalhos (LUCKOW et al., 2003), mostrando
que este género é um dos mais primitivos dentro da tribo Mimosea. Segundo Lavin et al.,

(2005) Pentaclethra pode ser um dos géneros mais primitivos da subfamilia Mimosoideae,

devido a isso esse tende a se aninhar no grupo externo das arvores.
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Figura 4 - Arvore construida através programa MEGA utilizando o método NJ representando

as sequéncias de rbcL de Mimosoideae.
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4.2.4.2 Método da Méixima Parciménia
A topologia dada por esse método se assemelha com a topologia dada pelo NJ (Figura
5). Isso deve esta relacionado com a quantidade de sitios informativos para MP que deu igual

a 78, sendo esse valor baixo devido esse marcador ser bem conservado (JUDD et al., 2009).

72 Cedrelinga cateniformis
17 _: Archidendron hirsutum
7 L P mexicanum
A saman Ingeae
¥ = _: Calliandra sp.

99 Calliandra trinervia

Inga sp.
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g7l A julibrissin J
% 94— Parkia roxburghii
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0 L Parkia multijuga
Parkia sp.
60 20 M. speggazzinii
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a1 A_famesiana Acacieae
100 |: A_ cavenia

Pentaclethra macrophyil
Calpocalyx dinklagei
Populus euphratica

Mimoseae

a:] Mimoseae

Figura 5 - Arvore construida através programa MEGA utilizando o método MP

representando as sequéncias de rbcL de Mimosoideae.
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5 CONCLUSOES

e Os marcadores 18S e rbcL ndo foram adequados para se inferir relagdo filogenética
utilizando o método da MP, por serem conservados e devido a isso o total de sitios

informativos para MP ¢ baixo.
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