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M IM O S O ID E A E  (F A B A C E A E ) P O R  M E IO  D E  M A R C A D O R E S  18S  E  rbcL
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RESUMO

Sequências parciais da região do DNA ribossômico (rDNA) 18S (total 7) e do gene 

rbcL  (total 19) de diferentes representantes da subfamília Mimosoideae (Fabaceae) 

foram obtidos do GenBank e empregadas neste trabalho com o objetivo de auxiliar no 

esclarecimento filogenético dentro desta subfamília. Alinhamentos múltiplos das 

sequências foram produzidos com o programa ClustalX. Para construção de árvores 

filogenéticas o programa MEGA (M olecular E volu tionary G enetics A na lysis), foi 

utilizado com os métodos de Neighbor-Joining (NJ) com 500 replicações e Máxima 

Parcimônia (MP) com 100 replicações. A árvore construída através do método NJ para 

o marcador 18S, apresentou uma melhor resolução filogenética agrupando as espécies 

dentro das suas respectivas tribos, de acordo com a classificação da ferramenta 

Taxonomy do NCBI. No entanto ocorreu irresoluções a nível de tribo para as topologias 

dadas pelos métodos NJ e MP com o marcador rbcL, em que as tribos Mimoseae e 

Acacieae não se mostraram monofiléticas. O gênero A lb iz ia  se mostrou parafilético em 

todas as topologias dadas pelos métodos NJ e MP baseada tanto em sequências de 18S 

como em sequências de rbcL. A história evolutiva das tribos de Mimosoideae baseada 

em sequências do gene rbcL  não está de acordo com as topologias disponível no 

Taxonomy do NCBI.

P a la v r a s-ch a v e : Filogenia, Mimosoideae, rRNA, Rubisco.
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(F A B A C E A E ) S U B F A M IL Y  B A S E D  O N  18S  A N D  rb cL  M A R K E R S
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ABSTRACT

Partial sequences o f  the region o f  ribosomal DNA (rDNA) 18S (total 7) and the rbcL  

gene (total 19) o f  different species o f the Mimosoideae subfamily were obtained from 

GenBank. The goal o f  this work was to help in the phylogenetic inference inside this 

subfamily. Multiple alignments o f  all sequences were produced with the ClustalX 

program. For construction o f phylogenetic trees the MEGA package (Molecular 

Evolutionary Genetics Analysis) was used. The methods o f  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 o f  the NCBI Taxonomy tool. However, at the levei o f 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 A lb izia  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 o f the Mimosoideae tribes 

hypothesized with rbcL  gene sequences do not agree with the topologies available in the 

NCBI Taxonomy.

K ey w o rd s:  Phylogeny, Leguminoseae, rRNA, Rubisco
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1 IN T R O D U Ç Ã O

Com o progresso científico e tecnológico dos métodos laboratoriais, atividades como o 

sequenciamento de ácidos nucléicos e proteínas foram aperfeiçoadas, consentindo resultados 

rápidos e com menos custos (PEREIRA, 2006). Devido à grande produção de sequências de 

ácido nucléicos e proteínas, foi necessário a criação de um banco de dados para armazenar 

tais informações. Com esse propósito o GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank) foi 

criado. Através dele a comunidade científica se aproximou a tal ponto que as distâncias 

intercontinentais deixaram de ser obstáculos. Considerando apenas as sequências biológicas, 

as quais são um bom exemplo da grande quantidade de informações fabricadas em larga 

escala. Utilizando-se sequenciadores automáticos, trabalhos que antes necessitavam de meses 

ou até mesmo anos para serem finalizados, precisam agora de hora ou de dias para serem 

concluídos (SOARES, 2004).

De acordo com Juchum (2007) análises filogenéticas baseadas em dados moleculares 

têm fornecido uma grande quantidade de informações, auxiliando na solução de algumas 

questões não resolvidas pelos métodos tradicionais de análises, além de questionar 

reconstruções filogenéticas propostas anteriormente. N a genética molecular, técnicas como o 

sequenciamento de DNA têm contribuído nos estudos filogenéticos (JUCHUM, 2007).

Por meio do uso de Bancos de Dados tais como o GenBank é possível fazer busca das 

sequências nucleotídicas e se inferir o grau de parentesco entre as mesmas. Aguardamos que, 

no futuro, a  atenção dos sistematas se altere da produção das sequências em si para a análise 

intelectualmente mais complexa dessas sequências (JUDD et al., 2009). Vale destacar que o 

sistema de classificação dos seres vivos necessita ser revisto e as técnicas de biologia 

molecular podem ser úteis para auxiliar na resolução dessa questão. Nosso objetivo foi 

contribuir com esclarecimentos sobre as relações filogenéticas na subfamília Mimosoideae 

(Fabaceae), utilizando sequências parciais dos genes 18S e rbcL.

1 5
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2 F U N D A M E N T A Ç Ã O  T E Ó R IC A

2.1 A s  F a b a cea e:  A sp e cto s B o tâ n ic o s  e  F ilo g en ético s .

Fabaceae é uma família com distribuição cosmopolita que compreende cerca de 730 

gêneros 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 três 

grupos: Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae, considerados como subfamílias 

pela maioria dos autores, fundamentada, especialmente, pelo tipo de simetria floral e de 

prefloração da corola, em que as Caesalpinioideae formam a ramificação basal do ciado da 

família, com Mimosoideae e Papilionoideae divergindo independentemente de um ancestral 

comum, como linhagens distintas do ciado. Características morfológicas e moleculares vêm 

apoiando o monofiletismo dessa família (WOJCIECHOWSKI et al., 2004, LEWIS et al., 

2005).

Fabaceae é uma família de grande importância econômica, muitos gêneros desta 

família abrigam espécies de importância alimentícia tais como: A rach is  (amendoim), C ajanus 

(feijão-guandu), C icer  (grão-de-bico), G lycine  (Soja), Lens  (Lentilha), P haseolus (feijão), 

P isum  (ervilha) e Tam arindus (tamarindo). Igualmente existem gêneros que produzem 

substâncias tóxicas, dentre eles A bru s  e A stra ga lu s , são altamente venenosos. Outras espécies 

possuem importância forrageira, tais como o M edicago  (alfafa), M elilo tus  (trevo-doce), 

Trifolium  (trevo) e Vicia  (fava). Podemos citar os seguintes gêneros como ornamentais: 

A ca c ia , A lbizia , B auhin ia  (pata-de-vaca), C alliandra  (topete-de-cardeal), C ássia , C ercis, 

C ytisus, D elonix  (flamboyant), E rythrina  (mulungu), G leditsia , Laburnum , La tyrus , Lupinus 

(lupino), M im osa  (sensitiva), Parkinsonia, R obin ia  e W isteria. Gomas e resinas são 

removidas a partir de espécies de A ca cia  e H ym enaea ; Ind igofera  é usada como fonte de uma 

tintura azul. Gêneros, como D alberg ia  e P terocarpus  possuem uma alta qualidade como 

fontes de madeira (JUDD et al., 2009).

1 6



2 .2  S u b fa m ília  M im o so id e a e

A subfamília Mimosoideae comporta cerca de 78 gêneros e 3270 espécies, 

tradicionalmente distribuídos em 5 tribos: Mimoseae, Acacieae, Ingeae, Parkiae e 

Mimozygantheae (ELIAS, 1981, Tabela 1). Pode ser considerado um grupo monofilético, 

excluindo-se D in iz ia , que aparentemente é mais relacionado às Caesalpinioideae 

(WOJCIECHOWSKI et al., 2004). As análises filogenéticas entre as tribos ainda é alvo de 

estudo, entretanto nenhuma delas é monofilética e tanto Parkieae como Mymozygantheae 

foram inseridas em Mimoseae (LUCKOW et al., 2005).

A maioria dos integrantes desta subfamília é mais comum em florestas tropicais de 

terras baixas, principalmente próximas de rios e lagos, sendo também bem adaptada a savanas 

e regiões desérticas na América Tropical e África, sendo ausente em grandes altitudes 

(ELIAS, 1981, Figura 1). Apresenta-se por sua importância na recomposição de florestas 

ciliares, recuperação de áreas degradadas, sombreamento em cultivos de café e cacau, fonte 

de alimento, como lenha para produção de energia, estabilização de solos ácidos e fítoterapia ( 

PRITCHARD et al., 1995).

Tabela 1- Subfamília Mimosoideae com os representante de suas tribos e gêneros. Fonte:

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

Tribos Gêneros
Acacieae Acacia

Acaciella
Mariosousa 
Senegal ia

Vachellia

Ingeae Abar ema Cathormion Falcataria
Albizia Chloroleucon Havardia
Archidendron Cojoba Hesperalbizia
A rchidendropsis Ebenopsis Hydrochorea
Calliandra Eníerolobium Inga
Par archidendron Faidherbia Lysiloma
Paraserianthes Pithecellobium Samanea
Sphinga
Zygia

Wallaceodendron Zapoteca

Mimoseae Adenanthera Dichrostachys Microlobius
Alantsilodendron Dinizia Mimosa
A mblygonocarpus Elephaníorrhiza 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

M imozygantheae Mimozyganthus
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Acacieae

Mimoseae

Ingeae

Mimozygateae

Figura 1 - Imagens de representantes dos gêneros das tribos: Acacieae, Mimoseae, Ingeae e 

Mimozygateae, respectivamente. A- Arbusto da espécie de A ca cia  cyanophylla , B- Flor e 

Fruto do Gênero Acacia, C- Árvore da espécie de A ca c ia  tortilis, D- Arbusto da espécie de 

M im osa  tenuiflora, E- Flor e fruto da espécie M im osa  pudica;  F- Flor do Gênero P arkia; G- 

Árvore da espécie Inga  feu ille i;  H- A lb iz ia  ju lib riss in ;  I- Flor e Fruto da espécie A lb iz ia  

ju lib rssin ;  J- Fruto do gênero M im ozyganthus. Fonte: http://www.plantsvstematics.org Acesso 

em 05 de maio de 2011.
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2 .3  O  N C B I (N a c io n a l C e n te r  fo r  B io tec h n o lo g y  In fo rm a tio n )

Estabelecido em 4 de Novembro de 1988 por iniciativa do senador norte-americano 

Claude Pepper. Este apoiou a legislação para o reconhecimento de métodos de processamento 

da informação computadorizada para conduta da pesquisa biomédica no E.U.A. Dessa 

maneira, o NCBI (N a cio nal C enter f o r  B io technology In form a tion ) foi criado com uma 

divisão da N a tional L ibrary o f  M edicine  (NLM) no N a tiona l Institu te  o f  H ealth  (NIH). A 

NLM foi escolhida para a experiência na criação e manutenção 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 é que um banco de dados virtual de sequências biológicas do 

NIH. Uma verdadeira coleção de todas as sequências de DNA disponíveis ( Nucleic Acids 

Research). Sua atualização é feita a cada 2 meses e vale dizer ainda que o GenBank é parte do 

In ternational N ucleo tide Sequence D atabase C ollaboration  que compreende também o DNA 

DataBank o f Japan (DDBJ) e o European Molecular Biology Laboratory (EMBL). Essas três 

organizações trocam informações diariamente (www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez~).

Como parte do NCBI, o NCBEs Taxonomy Project, tem o objetivo de organizar o 

maior banco de dados de sequências para taxonomia filogenética. O Taxonomy Database 

contém o nome de todos os organismos representados por pelo menos uma Sequência 

biológica (nucleotídeos ou aminoácidos) no banco de dados genético do NCBI. Trata-se de 

uma referência padrão no projeto de colaboração internacional de bancos de dados de 

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

2 .4  A  S is te m á tic a  F ilo g en ética

A cerca da evolução temos informações de que todos os organismos vivos 

compartilham um único ancestral comum e a composição dos seres de hoje traz armazenada 

em si parte de sua história evolutiva, assim surgiu um grande interesse no estudo das relações 

de parentesco entre os organismos (JUCHUM, 2007). Portanto, poderiamos determinar 

filogenia como uma suposta reconstrução da história evolutiva de um grupo, sugerindo os 

diversos níveis nas relações de ancestral idade das espécies com suas espécies descendentes 

(AMORIM, 2002).

Estudos filogenéticos têm sido realizados usando-se tanto dados morfológicos como 

moleculares (JUCHUM, 2007). As informações moleculares, para a  sistemática filogenética, 

têm sido extensivamente empregadas tanto para esclarecer quanto confirmar ou discutir
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relações filogenéticas sugeridas. Proporcionalmente ao avanço dos dados moleculares, os 

métodos de dedução filogenética vêm-se tomando cada vez mais comuns, sendo um utensílio 

fundamental como fonte de informação biológica em diversas áreas (RUSSO et al., 2001).

A sistemática filogenética pode ser representada por meio de árvores filogenéticas que 

apresentam a história evolutiva dos organismos presentes nela (MIYAKI et al., 2001). De 

acordo com o mesmo autor, as árvores são formadas por ramos e OTUs (O perational 

Taxonom ic U nits) - internos e terminais, esses contém os táxons que podem ser famílias, 

gêneros, espécies ou populações.

Monofilia e polifilia são dois pontos que devem ser compeendidos quando se estiver 

falando de filogenia. Monofilético é todo grupo que possui um ancestral comum e não 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 necessário para a compreensão da filogenia é saber o que seria grupo 

externo (O utgroup), sendo um grupo que contém caracteres primitivos, comparando-o a outro 

grupo de membros (SOARES, 2004). Assim, os grupos externos são capazes de dar sentido 

no tempo para análise filogenética (MIYAKI et al., 2001).

2 .5  O s a lg o r it im o s p a r a  a  r ec o n str u ç ã o  f ilo g e n é tic a

Considerando sequências de DNA, a análise das taxas de mudanças (substituições) nas 

sequências em questão permite examinar a conveniência filogenética das mesmas. Os tipos de 

modificações observadas no DNA são as substituições de um nucleotídeo por outro, as 

deleções, as inserções e as inversões nucleotídicas (NEI & KUMAR, 2001). As substituições 

dividem-se em transições e transversões. As transições ocorrem com mais frequência e 

consistem na alteração de um tipo de base para outra do mesmo tipo (SOARES, 2004).

Considerando se um alinhamento múltiplo das sequências, em geral através de 

programas como o CLUSTAL X (THOMPSON et al., 1997), as análises filogenéticas se 

baseiam a partir desse procedimento. Assim as modificações observadas na filogenia 

resultante subordinam-se muito mais do alinhamento das sequências do que dos 

procedimentos de construção filogenética (PEREIRA, 2006).

Há muitos métodos de distância para se calcular as taxas de substituições das bases 

nucleotídicas, Tamura -  Nei (TAMURA & NEI, 1993) é um desses métodos. Tal modelo 

considera o maior número de parâmetros e requer cálculos estatísticos mais complexos. Vale
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advertir a necessidade de correção para cálculos das taxas mudanças em certos casos. Desse 

modo, o parâmetro gamma (y) é requerido como fator de correção para o cálculo de distância. 

Tal parâmetro adiciona o valor de correção para as taxas de substituições (RUSSO et al., 

2001).

Um dos algoritimos mais utilizados é 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 possível. Tendo como efeito direto, o método sempre 

retoma as árvores totalmente resolvidas, mesmo com valores negativos para os nós (RUSSO 

et al., 2001). É um método rápido, adequado para grandes conjuntos de dados, consentindo 

linhagens com diversos tamanhos de ramos e substituições múltiplas, porém ele mostra 

apenas uma topologia possível (NEI & KUMAR, 2001). Adicionalmente, NJ solicita uma 

menor capacidade computacional sendo capaz de chegar a  conclusões similares àquelas 

obtidas por métodos que requerem mais tempo, como Máxima Parcimônia e Máxima 

Verossimilhança (NEI & KUMAR, 2001).

A Máxima Parcimônia (MP) é um método também utilizado para a construção de 

topologias. Segundo Miyaki et al., (2001) este método baseia-se em um modelo evolutivo no 

qual uma modificação é mais provável do que duas, tratando as substituições 

independentemente. É preciso ressaltar que tal método seleciona os sítios informativos (Pi) 

em primeiro lugar. Daí a necessidade de atenção para tais sítios, pois nem toda variabilidade é 

útil para o método da máxima parcimônia (MIYAKI et al., 2001). Apesar de examinar as 

diversas topologias, MP é um método que solicita um bom tempo para comparação, o 

tamanho dos ramos não é informativo e utiliza-se apenas dos sítios informativos (NEI & 

KUMAR, 2001).

Um teste de confiança muito utilizado em árvores de distância e de máxima 

parcimônia é o bootstrap. Representa uma simples remostragem, mantendo o número total de 

dados constantes. A cada reamostragem uma árvore replica é construída e ao final das 

replicações a árvore final pode ser estimada (SOARES, 2004). Para o programa MEGA 

(M olecular E volu tionary  G enetics A n a lisys) a  topologia dessa árvore é a mesma da original, 

apresentando os valores percentuais de cada agrupamento quando da aparição dos mesmos 

nas réplicas ( MIYAKI et al., 2001).
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2 .6  M a r c a d o r e s  m o lec u la r e s  18S  e  rb cL

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  é utilizado na sistemática molecular 

por ser quase universal entre as plantas, por não ser muito longo e não mostrar problemas de 

alinhamento. Uma restrição da rbcL  como marcador filogenético é sua baixa taxa de mutação, 

contém uma proteína altamente conservada. Por isso, o gene da rbcL  não é individualmente 

útil para deduzir relações dentro ou entre gêneros altamente relacionados (JUDD et al., 2009).

Os ribossomos são organelas citoplasmáticas presentes em todos os seres vivos. Sua 

estrutura é formada por grandes complexos de proteínas e ácidos ribonucléicos, formando 

subunidades. Nas células eucariontes duas subunidades são observadas, a  primeira chamada 

de pequena (“S m a ll Subu nit” -  SSU) que é formada pelo rRNA 18S, rRNA 5S e mais um 

total de 32 proteínas formando a subunidade 3OS. A segunda subunidade, denominada de 

grande (“large subunit” -  LSU), é formada pelo rRNA 26S, rRNA 5,8S e 50 proteínas 

formando a subunidade 5OS. A função dos complexos ribossômicos está relacionada à síntese 

de proteínas (BROCCHIERI, 2001).

Os genes RNA ribossomais são os únicos genes nucleares com um grande número de 

cópias o que facilita seu estudo. A sequência 18S vem sendo utilizada para analisar o grau de 

parentesco entre grandes grupos de plantas. Esses genes contêm algumas regiões que são 

altamente conservadas, que auxiliam no alinhamento, e outras que são bastante variáveis, que 

auxilia na distinção de grupos filogenéticos (JUDD et al., 2009). Analisando sequências 

moleculares para induções, Broccheri (2001), identificou que o gene que codifica para a 

subunidade pequena do RNA ribossômico possui lenta taxa de mutação, devido a isso possui 

função conservada. Os genes codificadores da região do rRNA são essenciais para o 

organismo, por isso evoluem de maneira mais lenta. No caso de relações filogenéticas entre 

espécies distantemente relacionadas deve-se utilizar sequências mais conservadas, como as 

sequências que codificam a subunidade 18S ribossomal (rDNA 18S, BROCCHIERI, 2001).
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C A P I T U L O  II



l .IN T R O D U Ç Ã O

A família Fabaceae é dividida em três subfamílias: Caesalpinioideae, Mimosoideae e 

Papilionoideae. A sistemática atual de leguminosas concorda que Mimosoideae é monofilética 

e divergiu a partir da Caesalpinoideae, possuindo um grupo irmão relacionado com a tribo 

Caesalpinieae (CLARKE et al., 2000).

Mimosoideae é a  segunda maior das subfamílias, com aproximadamente 78 gêneros e 

3270 espécies. Muitos destes gêneros são pequenos ou monotípicos, mas cerca de dois terços 

das espécies estão restritos a  três grandes gêneros: A ca cia  s.l. Mill. (1450 espécies), M im osa  

L. (530 espécies) e Inga  Mill. (300 espécies) (LEWIS et al., 2005). De acordo com análises 

filogenéticas moleculares, foi sugerido que o sistema tribal de Mimosoideae necessita de uma 

revisão completa, com as tribos atuais que são polifiéticas ou parafiléticas (LUCKOW et al., 

2003; MILLER, 2008).

A Sistemática Molecular é um ramo da sistemática que se baseia no uso de técnicas de 

Biologia Molecular. Essa vertente permite que a informação biológica contida nas sequências 

de ácidos nucléicos e de proteínas seja utilizada no esclarecimento das relações evolutivas. 

Essa valiosa fonte de informação se encontra disponível em bancos de dados, tais como o 

GenBank, no site da National Center for Biotechnology Information 

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

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

Os genes nucleares representam uma fonte de informação ímpar, pois 

frequentemente estão associadas a características que exibem valor adaptativo. Dois 

marcadores comumente utilizados em estudos filogenéticos vegetais são 18S e rbcL. Nosso 

trabalho objetivou realizar busca em banco de dados públicos por sequências desses genes 

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

esclarecimento filogenético nesse sistema de classificação.
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2 O B J E T IV O S

2.1 O b je tiv o  G er a l

Analisar a filogenia molecular da Subfamília Mimosoideae, utilizando sequências dos 

marcadores 18S (rRNA 18S), rbcL  (Gene da Rubisco) com distintos métodos de construção 

de topologias.

2 .2  O b je tiv o s  E sp ec íf ic o s

• Realizar buscas em banco de dados públicos de sequências de rDNA 18S e rbcL  para 

espécies da subfamília Mimosoideae;

• Utilizar programas de alinhamento múltiplo com os grupos de sequências de rDNA 

18S e rbcL  encontradas nas buscas em bancos de dados;

•  Otimizar o alinhamento múltiplo dos dados por meio de inspeção visual;

•  Construir dendrogramas utilizando o programa MEGA;

• Visualizar as árvores construídas com os métodos de máxima parcimônia e N eighbor- 

Jo in in g  pelo programa MEGA;
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3 M A T E R IA IS  E  M É T O D O S

3.1  O b te n ç ã o  d a s  se q u ên c ia s  d e  n u c le o tíd eo s  d a s e sp é c ie s  d a  su b fa m ília  M im o so id ea e

Sequências do gene 18S (parciais) e do gene da rubisco {rbcL) de diferentes espécies 

da família Fabaceae, Subfamília Mimosoideae foram obtidas do banco público de sequências 

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

Mimosoideae, 18S e rbcL.

3 .2  A lin h a m e n to  m ú ltip lo s  d a s se q u ên c ia s  o b tid a s

Os acessos obtidos por meio da busca foram salvos em formato FASTA num arquivo 

de texto e com auxílio do programa CLUSTAL X versão 1.82 (THOMPSON et al., 1997), os 

alinhamento múltiplos foram produzidos. As sequências alinhadas foram salvas num arquivo 

de formato ALN e por meio deste foi feita uma inspeção visual para otimização do 

alinhamento das sequências.

3 .3  D e ter m in a çã o  d o  m o d e lo  d e  su b stitu iç ã o  d e  n u c le o tíd eo s  e  c á lc u lo  d a s  m a tr izes  d e  

d is tâ n c ia

Com o auxílio do programa do MODELTEST (POSADA & CRANDALL, 1998) que 

é executado como uma subrotina do multipacote de inferência filogenética PAUP 

(P hylogenetic  A na lysis U sing P arsim on y ; SWOFFORD, 1999), o modelo de substituição de 

nucleotídeos foi escolhido. Definido o modelo, foi possível calcular as matrizes de distância e 

estimar as topologias dos dendogramas utilizando o programa MEGA {M olecular 

E volu tionary  G enetics A n a ly sis ; KUMAR et al., 2001).

3 .4  In fer ên c ia  f ilo g e n é tic a

Análises envolvendo os métodos de distância e de máxima parcimônia para a 

construção de dendogramas foram realizadas com o programa MEGA (KUMAR et al., 2001). 

A fim de verificar a estabilidade dos ciados obtidos, o teste de bootstrap  foi realizado para 

Neighbor-Joining (NJ) com 500 replicações e para o método da Máxima Parcimônia (MP) 

100 replicações. Os dendogramas gerados pelo programa MEGA foram visualizados através 

do mesmo.
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4  R E S U L T A D O S  E  D IS C U S S Ã O

4.1 R e g iã o  18S

4 .1 .1  O b te n ç ã o  d o s  a cesso s  d e  M im o so id ea e

Através da busca de sequências biológicas no banco de dados do NCBI (GenBank), 

foram obtidos 26 acessos da subfamília Mimosoideae. Desses 7 acessos são sequências 

parciais de 18S (Tabela 2).

T a b ela  2 -  Sequências 18S (parcial) de Mimosoideae foram obtidas no banco de dados de 
______ sequências biológicas do NCBI (GenBank)._________________________

Espécies - 1 8S Número de acesso ao 

GenBank

Tamanho da 

Sequência

A ca c ia  aulacocarpa GU476370 1618 bp

A ca cia  fr ig e s  cens GU476371 1618 bp

P arkia  tim oriana GU476372 1618 bp

A lb iz ia  ju lib r iss in  2 GU476373 1610 bp

A lb iz ia  pro cera GU476374 1610 bp

Inga  edulis GU476375 1610 bp

A lb iz ia  ju lib r is s in  1 U42536 1737 bp

4 .1 .2  A lin h a m e n to s  m ú ltip lo s  d o s a cesso s  o b tid o s

O alinhamento das sequências de 18S com o grupo externo (P opulus trem ulo ides) - 

Malpighiales; Salicaceae; Saliceae; P opulus. Esse apresentou uma extensão de 1742, 

incluídos pares de bases (pb) e gaps -  são espaços inseridos no alinhamento. Desses sítios 

1693 são conservados, 41 são variáveis e 9 são informativos para máxima parcimônia (Tabela

3). Todos os acessos desse marcador molecular são sequências parcias, exceto o outgroup 

sendo uma sequência completa. A região 18S apresentou um comprimento médio de 1610 pb 

a 1618 pb, com apenas um acesso com o comprimento de 1737 pb (Tabela 2).
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T a b ela  3 -  Resultado do alinhamento múltiplo de sequências 18S com seus respectivos 

números de: sítios conservados, variáveis e sítios Informativos a MP.

18S Sítios

Conservados 1693

Variáveis 41

Sítios Informativos MP (Pi) 9

Total 1742

4 .1 .3  M o d e lo  d e  S u b stitu içã o  p a ra  os a cesso s  d e  M im o so id ea e

O melhor modelo relacionado as taxas de substituição nucleotídica dos sítios foi o 

modelo de Tamura-Nei, TrN, (TAMURA & NEI, 1993) de acordo com a implementação do 

programa MODELTEST ( POSADA & CRANDALL, 1998, Tabela 4).

Esse modelo leva em consideração o maior número de parâmetros porque admite que 

as taxas de transição entre pirimidinas e purinas podem diferir e, desse modo, são incluídas 

em separado na análise (RUSSO et al., 2001). Vale ressaltar ainda a necessidade do parâmetro 

de correção gamma (y) no cálculo da distância. Seu valor para os acessos de Mimosoideae 

18S foi de 0,9116 (Tabela 4).
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T a b e la  4  -  Resultado da implementação do MODELTEST para o alinhamento das sequências 

da região 18S de Mimosoideae obtidas no GenBank.

M o d e lo  S e lec io n a d o :

(Logaritmo da Verossimilhança) -  InL

TrN+I

2683,3086

F r e q u ên c ia  d e  bases:

A 0,2482

C 0,2269

G 0,2762

T 0,2487

M o d e lo  d e  su b stitu içã o :

Matriz de freqüências:

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

V a r ia çã o  e n tr e  o s  s ít io s

Proporção de sítios invariáveis (I) = 0,9116

Sítios variáveis (G) 

Parâmetro Gamma =
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4 .1 .4  A n á lise  d o s c la d o g ra m a s

4 .1 .4 .1  M é t o d o  Neighbor-Joining

Com base na matriz de distância, foi obtido um cladograma pelo método de 

agrupamento de vizinhos próximos (NJ, Figura 2). Esse método faz uma busca pela árvore 

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 árvore filogenética foi obtida. Os 

dois acessos de A ca c ia  constituíram um ciado externo com alto valor de bootstrap  que foi de 

96 e o ciado que agrupou as espécies da tribo Ingeae com um valor de boostrap  igual a 77. E 

por fim P ark ia  foi agrupada com A ca cia  com um bootstrap  igual a  96 (Figura 2).

A tribo Ingeae se mostrou monofilética de acordo com as espécies analisadas. Ocorreu 

uma irresolução no momento de agrupar os gêneros A lb iz ia  e Inga  dessa tribo, o gênero 

A lb iz ia  não se mostrou monofilético de acordo com a topologia dada. O que corrobora com a 

literatura, segundo Grimes (1999) e Luckow (2003), sendo o gênero A lb izia  polifilético.

Ocorreu uma resolução adequada para a tribo Acacieae a qual pertence as espécies 

A ca cia  fr ig esce n s  e A ca c ia  aulacocarpa, estando essas relacionadas com a espécie Parkia  

tim oriana. Por meio desse método também é possível inferir o tempo de divergência das 

espécies, assim podemos inferir que, A lb izz ia  ju lib r iss in  é mais derivada, enquanto que 

P arkia  tim oriana  é mais primitiva (Figura 2).

33 Albizzia julibrissinl''

86 Albizia julibrissin2 Ingeae 

Inga edulis77

94 Albizia procera

Acacieae
96

Parkia timonana Mimoseae 

Populus tremuloides

F ig u ra  2 -  Árvore construída através programa MEGA utilizando o método NJ representando 

as sequências de 18S de Mimosoideae.
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4 .1 .4 .2  M é to d o  M á x im a  P a rc im ô n ia

O cladograma obtido pelo método da máxima parcimônia com 100 replicações exibiu 

um padrão quase idêntico ao cladograma obtido pelo NJ (Figura 3). O método de máxima 

parcimônia fundamenta-se no princípio de que uma substituição é mais provável que duas 

(MIYAKI et al., 2001). Sob esse ponto de vista, a construção de um cladograma por meio 

desse método dá-se considerando o mínimo de mudanças possíveis para explicar a variação 

no conjunto de dados (SCHNEIDER, 2003).

91

28

91

Inga edulis 

Albizzia julibrissinl 

Albizia julibrissin2 

Albizia procera 

Acacia aulacocarpa 

Acacia frigescens 

Parkia timoriana Mimoseae 

Populus tremuloides

]

Ingeae

Acacieae

F ig u ra  3  - Árvore construída através programa MEGA utilizando o método MP 

representando as sequências de 18S de Mimosoideae.

As Acacias mantiveram-se em um ramo externo com um nó de confiabilidade 91, com 

P arkia tim oriana  relacionada a A cacia . O ciado que agrupou as espécies da tribo Ingeae 

permaneceu com a mesma irresolução entre os gêneros A lb izia  e Inga , porém esse método 

agrupou Inga  edulis  com A lb izia  ju ib r is s in  1 em um ciado externo, porém com um nó de 

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

sítios informativos para MP (Pi) e esse foi de 9 para o alinhamento múltiplo com a região 

18S, sendo esse valor baixo pois a região 18S é bem conservada (BROCCHERI, 2001; JUDD 

et al.,2009). Devido a isso a topologia dada foi semelhante ao método NJ.
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4.2  R e g ião  d o  g e n e  rbcL

4.2 .1  O b te n ç ã o  d o s  a c esso s  d e  M im o so id ea e

Através da busca de sequências biológicas no banco de dados do NCBI (GenBank), 

foram obtidos 26 acessos da subfamília Mimosoideae. Desses 19 acessos são sequências 

parciais do gene rbcL  (Tabela 5).

T a b e la  5 -  Sequências de Mimosoideae do tipo rbcL  (parcial) obtidos no banco de dados de 

sequências biológicas do NCBI (GenBank).

Espécies -  rbcL Número de acesso ao 

GenBank

Tamanho das 

Sequências

C alliandra  sp. AB586309 1359 bp

P arkia  sp. AB586325 1298 bp

P entacle thra  m acrophylla AM234250 1421 bp

P arkia m ultijuga AM234251 1408 bp

C alliandra  trinervia AM234252 1421 bp

A rchidendron  hirsutum AM234253 1421 bp

Inga  sp. AM234254 1421 bp

C edrelinga  ca teniform is AM234256 1405 bp

C alpocalyx d inklagei AM234257 1406 bp

A ca c ia  karroo AM235003 1389 bp

P arkia  roxburghi U74209 1461 bp

A ca cia  cavenia Z70145 1368 bp

A ca cia  fa rn es ia n a Z70146 1368 bp

A lb iz ia  ju lib riss in Z70147 1368 bp

P araserian thes lophaníha Z70148 1368 bp

A lb izia  sam an Z70149 1368 bp

P iíhecellob ium  m exicanum Z70150 1368 bp

M im osa  spegazzin ii Z70151 1368 bp

P arkia  roxburghii Z70152 1368 bp
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4 .2 .2  A lin h a m en to s  m ú ltip lo s  d o s a cesso s  o b tid o s

Os acessos da região rbcL  apresentaram comprimentos bem variados, esses variando 

de 1298 pb a 1461 pb (Tabela 5). O alinhamento múltiplo para essa região obteve um total de 

1488 sítios alinhados, incluindo gaps, desses 1246 são conservados, 175 são variáveis e 78 

são sítios informativos para máxima parcimônia (Tabela 6).

T a b e la  6  - Resultado do alinhamento múltiplo de sequências rbcL  com seus respectivos 

números de: sítios conservados, variáveis e sítios Informativos a MP.

rbcL Sítios

Conservados 1246

Variáveis 175

Sítios Informativos MP (Pi) 78

Total 1488

4 .2 .3 . M o d e lo  d e  S u b stitu içã o  p ara  o s  a c esso s  d e  M im o so id e a e

O melhor modelo relacionado as taxas de substituição nucleotídica dos sítios foi o 

modelo de distância de Kimura 2 -  parâmetros (KIMURA, 1980). Esse modelo leva em 

consideração o desvio na direção das transições, ou seja, se o nucleotídeo original for A então 

a probabilidade de ele ser substituído por G é maior do que por C e T (RUSSO et al., 2001). 

Isso pode ser estimado de acordo com a implementação do programa MODELTEST ( 

POSADA & CRANDALL, 1998, Tabela 7).
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T a b ela  7 -  Resultado da implementação do MODELTEST para o alinhamento das sequências 

da região rbcL  de Mimosoideae obtidas no GenBank.

M o d e lo  S e lec io n a d o : K 81uf+I

(Logaritmo da Verossimilhança) -  InL 3 540 ,3901

F r e q u ê n c ia  d e  b ases:

A 0 ,2 7 4 6

C

G

0 ,1 9 5 8

0 ,2 3 7 0

T 0 ,2 9 2 7

M o d e lo  d e  su b stitu içã o :

M atriz de freqüências:

R(a) [A-C] = 1,0000

R(b) [A-G] = 

R(c) [A-T] = 

R(d) [C-G] =

3 ,3 2 7 6

0 ,6 5 2 8

0 ,7773

R(e) [C-T] = 3 ,3 2 7 6

R(f) [G-C] = 1 ,0000

V a r ia çã o  e n tr e  o s  s ítios

Proporção de sítios invariáveis (I) = 

Sítios variáveis (G)

Parâmetro Gamma =

0 ,7773
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4 .2 .4  A n á lise  d o s c la d o g r a m a s

4 .2 .4 .1  M é t o d o  Neighbor-Joining

Com base na Mariz de distância, foi obtido um cladograma pelo método de 

agrupamento de vizinhos próximos {N eighbor-Joining, NJ), (SAITOU & NEI, 1987, Figura

4). Todas as espécies da tribo Ingeae foram agrupadas dentro de um grande ciado, porém as 

espécies do gênero A lb izia  não foram agrupadas adequadamente, em que A lb iz ia  ju lib riss in  

deveria ter sido agrupada com A lb iz ia  sam an, porém aquela foi agrupada com P araserian thes 

lophantha, esse ciado externo obteve um nó de confiabilidade igual a 92 (Figura 4), o que 

confirma mais uma vez a polifília do gênero A lbizia . O ciado de C alliandra  foi agrupado com 

um bootstrap  de 99.

Ocorreu uma irresolução no momento de agrupar as espécies da tribo Acacieae e 

Mimoseae (Figura 4). A topologia obtida mostra que essas tribos não são monofiléticas, pois 

P arkia  deveria ter sido agrupada dentro de um mesmo ciado com M im osa , porém este gênero 

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 P entacle thra  m acrophylla  e C alpocalyx d inkla gei foram agrupados na raiz 

da filogenia com um valor de bootstrap  igual a 50, sendo esse ciado mais relacionado com a 

tribo da Acacieae do que com sua própria tribo Mimoseae (Figura 4). Parece que Mimoseae 

possui linhagens as quais evoluíram independentemente umas das outras e não compartilham 

um ancestral comum (LEWIS & ELIAS, 1981).

P entacle thra  por meio desse método é apresentada como sendo um dos gêneros mais 

primitivos de Mimosoideae, juntamente com C alpocalyx  (Figura 4). Sendo P entaclethra  

encontrado aninhados no outgroup de outros trabalhos (LUCKOW et al., 2003), mostrando 

que este gênero é um dos mais primitivos dentro da tribo Mimosea. Segundo Lavin et al., 

(2005) P entaclethra  pode ser um dos gêneros mais primitivos da subfamília Mimosoideae, 

devido a isso esse tende a se aninhar no grupo externo das árvores.
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A. cavenia 
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Calpocalyx dinklagei 
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M im oseae

F ig u ra  4  - Árvore construída através programa MEGA utilizando o método NJ representando 

as sequências de rbcL  de Mimosoideae.
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4 .2 .4 .2  M é to d o  d a  M á x im a  P a r c im ô n ia

A topologia dada por esse método se assemelha com a topologia dada pelo NJ (Figura

5). Isso deve está relacionado com a quantidade de sítios informativos para MP que deu igual 

a  78, sendo esse valor baixo devido esse marcador ser bem conservado (JUDD et al., 2009).
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F ig u ra  5 Árvore construída através programa MEGA utilizando o método MP 

representando as sequências de rbcL  de Mimosoideae.
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5 CO N CLU SÕ ES

• Os marcadores 18S e rbcL  não foram adequados para se inferir relação filogenética 

utilizando o método da MP, por serem conservados e devido a isso o total de sítios 

informativos para MP é baixo.
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