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RESUMO

SANTOS, Simone Gualberto, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril de
2008. Analise da hipodtese da vicariancia entre Dalbergia nigra Allem.
ex Benth. e Dalbergia miscolobium Benth. (Fabaceae) com base em
DNA cloroplastidico. Orientador: Everaldo Goncalves de Barros. Co-
orientadores: Ronan Xavier Corréa, Luiz Orlando de Oliveira e Wagner

Campos Otoni

O género Dalbergia L. f. (Fabaceae: Papilionoideae), possui cerca de
100 espécies de distribuicdo pantropical. No Brasil, ha 40 espécies de
Dalbergia distribuidas em areas representativas dos diferentes ecossistemas
brasileiros. D. nigra e D. miscolobium sdo espécies consideradas vicariantes,
que ocorrem na Mata Atlantica e no Cerrado, respectivamente. Estas espécies
figuram como objetos de estudo sobre vicariancia em trabalhos anteriores de
fitossociologia e quimiossistematica, porém, estes estudos necessitam de
outras abordagens, visto ser a teoria de vicariancia ainda polémica entre
pesquisadores. Neste trabalho, objetivou-se analisar as sequéncias do intron
trnL em D. nigra e D. miscolobium, visando investigar a validade dessa regiao
gendmica para distinguir essas espécies e discutir possivel vicariancia entre
elas. Amostras de DNA de plantas das espécies de Dalbergia foram extraidas e
amplificadas com primers especificos trnL-c e trnL-d (cpDNA). As sequiéncias
de DNA alinhadas produziram uma matriz com 530 caracteres. Excluindo os
autopomorficos e os invariaveis, foram obtidos 75 sitios variaveis dos quais 37
foram informativos para analise de parcimdnia. De modo geral, as andlises de
maxima parcimbnia e neighbor-joining foram consistentes, resultando em
arvores de topologias semelhantes entre si, com a separacdo dos taxa em
clados. As relacfes filogenéticas entre as espécies estudadas, com base nos
dados moleculares, corroboram aquelas baseadas em dados de morfologia
encontrados na literatura, contudo ndo confirmam a hipotese de vicariancia

entre D. nigra e D. miscolobium.
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ABSTRACT
SANTOS, Simone Gualberto, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, April
2008. Analysis of vicariance hypothesis between Dalbergia nigra
Allem. ex Benth. and Dalbergia miscolobium Benth. (Fabaceae) based
on chloroplast DNA sequences. Adviser: Everaldo Goncalves de Barros.
Co-advisers: Ronan Xavier Corréa, Luiz Orlando de Oliveira and Wagner
Campos Otoni

The genus Dalbergia L. f. (Fabaceae: Papilionoideae) includes
approximately 100 pantropical species. In Brazil there are 40 Dalbergia species
distributed in different Brazilian ecossistems. D. nigra and D. miscolobium which
occur in the Mata Atlantica and Cerrado regions, respectively, are considered to
be vicariant. Vicariance between these two species has been investigated by
phytosociological and chymosystematic studies, however, new approaches
need to be used for these studies as this hypothesis has not been confirmed
and is not fully accepted by the scientific community. In this work the chloroplast
trnL intron sequences of D. nigra and D. miscolobium have been analyzed as a
tool to distinguish these two species and possibly aid the discussion of
vicariance between them. Leaf DNA samples was extracted, amplified and
sequenced with specific primers for the trnL-c and trnL-d regions of the trnL
gene present in the chloroplast DNA. The sequences obtained were aligned
generating a matrix with 530 characters. Seventy-five variable sites were
obtained, 37 of them were informative for the parsimony analysis. As a whole
the maximum parsimony nd the neighbor-joining analyses were consistent,
giving rise to trees with similar topologies, separating the different taxa into
clades. The phylogenetic relationships between the species studied based on
molecular data support those based on morphological data presented in the
literature, however, they do not confirm the hypothesis of vicariance between D.

nigra and D. miscolobium.
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1. INTRODUCAO

O género Dalbergia L. f. (Fabaceae: Papilionoideae), possui cerca de 100
espécies de distribuicdo pantropical, sendo considerado o segundo maior da tribo
Dalbergieae Bronn ex. D.C. No Brasil, ocorrem 40 espécies de Dalbergia
distribuidas em areas representativas dos diferentes ecossistemas brasileiros. E
possivel encontrar as espécies de Dalbergia nos mais variados tipos de
vegetacdo, como: Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e Campo Rupestre
(Carvalho, 1997). Dalbergia nigra (jacaranda-da-bahia, tipico da Mata Atlantica)
e Dalbergia miscolobium (jacaranda-do-cerrado) foram espécies consideradas
vicariantes, isto €, afins em substituicAo umas as outras em territorios vizinhos
nos nichos ecolégicos (Rizzini,1963). Essa hipotese foi corroborada pela
técnica de cromatografia em silica, que permitiu avaliar a presenca de
substancias tipicas de Dalbergia de diferentes continentes entre essas duas
espécies (Gottlieb, 1964).

Segundo Carvalho (1997), D. miscolobium apresenta folhas alternas e
compostas por cinco a 10 pares de foliolos rigidos, ovalados, de cor verde-
azulada, com até trés centimetros de comprimento. As inflorescéncias séo
ramificadas e estdo no apice dos ramos ou na axila das folhas, contendo até 60
flores. As flores tém cerca de dois mm de comprimento e cor roxo-escura. Os
frutos séo escuros, secos (tipo legume samaréide), alongados com até oito cm
de comprimento, foliaceos, contendo uma ou duas sementes castanhas,
achatadas e reniformes. D. nigra caracteriza-se pelos foliolos oblongos com
apice obtuso, as vezes retuso, ovario glabro, exceto na margem ventral, onde é
ciliado e sdmaras glabras castanho-escuras. Distingue-se das demais espécies
de Dalbergia por apresentar frutos com duas sementes. Assim, pode-se
salientar que essas duas espécies apresentam diferencas marcantes em
formato de folhas, pilosidade de algumas estruturas e cor da flor.

As duas espécies objeto deste estudo apresentam elevado valor econémico.
Além disso, D. nigra encontra-se em risco de extingao (Varty, 1998). A destruicdo
acelerada das florestas tropicais e 0 intenso processo de exploracdo extrativista
tém inserido muitas espécies de interesse econémico e conservacionista no grupo

de espécies ameacadas de extingdo (Carvalho, 1992; Silva & Mendonga, 1998).



Poucos individuos dessa espécie sdo encontrados, ainda que de forma isolada,
nos macicos e nos fragmentos de floresta que restam, devido ao intenso
desmatamento indiscriminado da Mata Atlantica no sul da Bahia (Almeida, 2001).
A madeira do jacaranda-do-cerrado € de boa qualidade, assim como do
jacaranda-da-Bahia, porém € pouco utilizada por causa da tortuosidade de seu
tronco. Também conhecida por sua importancia econdmica, sua madeira é usada
em construcdes de casas e cercas, na fabricagéo de instrumentos e na producéo
de carvao. Os frutos secos sdo usados para compor arranjos artesanais de flores
secas. Possui grande potencial para a ornamentacdo devido a presenca de
algumas caracteristicas, como a folhagem verde-azulada. A casca libera um
corante utilizado para tingir o algoddo empregado em tecelagem (Almeida, 1998).
Sequéncias de DNA cloroplastidico tém sido largamente utilizadas em
estudos de sistematica molecular de Leguminosae em diferentes niveis
taxonémicos (Chase et al.,, 1993; Doyle et al., 2000; Brouat et al., 2001,
Pennington et al., 2001; Doyle & Luckow et al. 2003; Herendeen et al., 2003,
Luckow et al., 2003; Wojciechowski, 2003; Simpson et al., 2003; Mcmahon &
Hufford, 2004; Wojciechowski et al., 2004; Luckow et al., 2005; Haston et al.,
2005). Esta regido do genoma do cloroplasto tem sido utilizada com sucesso
em estudos interespecificos, intragenéricos e em reconstrucdes filogenéticas
(Gielly et al., 1996; Bruneau et al., 2000; Bruneau et al., 2001; Lee & Wen,
2004). Neste trabalho, objetivou-se analisar as sequéncias do intron trnL em D.
nigra e D. miscolobium, visando investigar a validade dessa regido gendémica

para distinguir essas espécies e discutir a possivel vicariancia entre elas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Familia Leguminosae

A familia Leguminosae Juss. ou Fabaceae Lindl. (sensu APG Il) € a terceira
maior familia de angiospermas, compreendendo cerca de 727 géneros e
19.325 espécies (Lewis et al.,, 2005), com menos espécies apenas que
Orchidaceae e Asteraceae (Doyle & Luckow, 2003). Cronquist (1981, 1988),
em seu esquema de classificacdo, considerou as leguminosas como trés
familias independentes. Com base em dados moleculares e ndo-moleculares,
Leguminosae € dividida nas subfamilias Caesalpinioideae, Mimosoideae e
Papilionoideae (Faboideae) (Judd et al., 1999; Lewis & Schrire, 2003; APG I,
2003; Soltis et al., 2005). A subfamilia Faboideae é a maior com 476 géneros e
aproximadamente 14.000 espécies (Lewis et al., 2003); em Mimosoideae,
encontram-se 77 géneros e aproximadamente 3.000 espécies (Doyle &
Luckow, 2003); Caesalpinioideae € formada por 170 géneros e
aproximadamente 3.000 espécies (Doyle, 1995; Doyle et al., 2000; Bruneau et
al.,, 2001), sendo extremamente diversa em morfologia (Tucker, 2003),
compartilhando algumas das caracteristicas de Mimosoideae e Faboideae.

As leguminosas estdo distribuidas através do mundo, em diferentes
habitats, latitudes e altitudes, nos mais diferenciados ecossistemas. Enquanto
que Faboideae, considerada a subfamilia com o maior nimero de caracteres
derivados € cosmopolita, as outras duas subfamilias ocorrem principalmente
nas regides tropicais e subtropicais do globo (Heywood, 1979; Polhill & Raven,
1981).

A riqueza dos leguminosas ndo pode ser resumida somente a sua
importancia ecolégica ou ao grande numero e distribuicdo de suas espécies.
Economicamente, seu potencial é bastante acentuado incluindo variedades
alimenticias, medicinais, madeireiras, ornamentais, produtoras de fibras e
Oleos, além de contribuir com a agricultura fixando nitrogénio aos solos. Por
isso, Fabaceae é a segunda maior familia botanica em importancia econdémica,

sendo menos importante apenas que Poaceae (Wojciechowski et al., 2004).



Uma caracteristica marcante desta familia € a simbiose em suas raizes com

rizobios, que permite a fixacado de nitrogénio atmosférico (Sprent, 2001).

2.2. Aspectos Gerais do género Dalbergia

O género Dalbergia foi proposto pelo filho de Linnaeus em 1781, em memoria
de Carl Gustav Dahlberg, um soldado sueco no Suriname e coletor para Linnaeus.
E considerado o segundo maior género da tribo Dalbergieae Bronn ex. D.C. e
pertence a familia Fabaceae, sub-familia Papilionoideae. Foi descrito para
acomodar duas espécies: D. lanceolaria, originaria de Ceildo, e D. monetaria,
originaria do Suriname (Carvalho, 1989).

Existem cerca de 100 espécies no género Dalbergia, sendo que no Brasil
observa-se a ocorréncia de 40 delas. O género € dividido em cinco secbes
(Pseudoecastaphyllum, Triptolemea, Ecastaphyllum, Selenolobium e Dalbergia),
que podem ser definidas por meio das caracteristicas da inflorescéncia e do fruto.
D. ecasthaphyllum pertence a sec¢do Ecastaphyllum; D. decipulares pertence a
secao Triptolemea; e D. glaucescens, D. nigra (Vell.) Allem. ex Benth e D.
miscolobium pertencem a se¢éo Dalbergia com a inflorescéncia do tipo panicula e
o fruto oblongo, samaroide, membranaceo com venacao reticulata (Carvalho,
1997).

O género Dalbergia surgiu na Africa, de onde dispersou, tanto para o leste,
como para o oeste. As diferentes condicdes climéticas e ecossistemas da Asia e
América do Sul influenciaram os diferentes modos de evolucdo do género
(Almeida, 2001). E possivel encontrar espécies de Dalbergia nos mais variados
tipos de vegetacdo, como: Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e Campo Rupestre
(Carvalho, 1997). D. nigra é arbérea, de grande porte, endémica do litoral sul da
Bahia, sendo um componente tipico da Mata Atlantica. E uma planta decidua, de
carater pioneiro, caracteristica da floresta pluvial da encosta atlantica, sendo
encontrada nas encostas bem drenadas, tanto no interior da mata primaria densa,
como em formagdes secundarias (Lorenzi, 1992). D. miscolobium é caracteristica
da vegetacdo de Cerrado e ocorre do Estado do Piaui ao Estado do Parana.
Ela € encontrada sob a forma de arbustos ou pequenas arvores de campos

limpos que podem alcancar 12 m de altura, quando as condi¢cdes de solo e



disponibilidade de agua permitem a formacdo de um tipo de floresta seca,
chamada cerradao (Carvalho, 1997).

Espécies de Dalbergia sdo importantes arvores tropicais de madeira de lei,
que apresentam modo de dispersdo de sementes principalmente pelo vento
(Rout et al., 2003). As valiosas madeiras dos jacarandas sédo conhecidas desde o
Brasil colonial e a importancia econémica dessas plantas € citada na literatura ja
no inicio daquele periodo. Entre estas espécies, 0 jacaranda-da-Bahia é a que
possui madeira com maior valor econdémico. Esta apresenta cor escura, de
fragrancia acentuada e bastante resistente e que apesar de seu peso e
densidade, € facilmente trabalhada e resiste ao apodrecimento mesmo nas
quentes e Umidas condi¢des tropicais (Carvalho, 1990). Além disso, € amplamente
utilizada, ndo sé pelo desenho decorativo de seu laminado, mas também pela
multiplicidade de suas aplicacdes, tais como: na confec¢do de mobilias torneadas
de luxo, no preparo de acabamentos internos em construcao civil, em molduras de
portas e rodapés, em caixas de radios e televisbes, em pecas entalhadas, em
cabos de talheres e no artesanato em geral (Almeida, 2001).

D. miscolobium (jacaranda-do-cerrado) € uma madeira de boa qualidade,
assim como o jacaranda-da-Bahia, porém é pouco utilizada devido a tortuosidade
de seu tronco. Também conhecida por sua importancia econémica, sua madeira é
usada em construcdes de casas e cercas, fabricagdo de instrumentos e carvao.
Os frutos secos sdo usados para compor arranjos artesanais de flores secas.
Possui grande potencial para a ornamentacdo devido a presenca de algumas
caracteristicas, como a folhagem verde-azulada. A casca libera um corante

utilizado para tingir o algodao empregado em tecelagem (Almeida, 1998).

2.3. Vicariancia

No estudo da distribuicdo dos seres vivos verifica-se, frequentemente, que
alguns taxa muito similares entre si, origindrios de um mesmo ancestral,
ocupam areas continuas e ecologicamente distintas, como, por exemplo, o
Cerrado e a Mata Atlantica (Rizzini, 1971; Amorim, 2002). Este conceito
ecologico de vicariancia é o mais usual e os taxa envolvidos levam o nome de
vicariantes (o que substitui; do latim vicarius, substituto), ou pares vicariantes,

guando se quer fazer referéncias dois-a-dois (Pereira, 1990).



Entretanto, h& sérias dificuldades que tornam problematica a inferéncia do
tipo de processo que tenha gerado o padrdo de distribuicdo de espécies tidas
como vicariantes. A escassez de dados fosseis faz com que estudos historicos
sobre vicariancia sejam feitos com base em informagcdes contemporaneas.
Talvez este seja o principal motivo pelo qual a vicariancia ainda seja um tema
muito polémico entre os pesquisadores da area.

Rizzini (1963) apresentou uma lista de 35 espécies vicariantes lenhosas de
Mata e Cerrado e sugeriu que as espécies da Mata evoluiram in loco para as
de Cerrado. A existéncia de tantos pares vicariantes sugere uma coexisténcia
antiga entre os dois tipos contrastantes de formacdo, Cerrado e Mata
(Labouriau, 1966). Estas idéias sdo também compartilhadas por Gottlieb.
(1964) que verificaram, por meio de analise da composi¢cdo quimica, a estreita
relacdo entre diversos pares vicariantes, como por exemplo, D. nigra e D.

miscolobium.

2.4. Filogenia Molecular

A nocgéo acerca da evolucdo de que todos os seres vivos partilham um
ancestral comum e que a estrutura dos organismos de hoje traz gravada em si
parte de sua histéria evolutiva, tem estimulado o estudo das relacdes de
parentesco entre os organismos. Desta forma, quando propomos a existéncia
de conexbes entre as espécies, ou seja, a existéncia de uma filogenia,
passamos de um modelo estatico para um modelo onde tanto as espécies
quanto suas caracteristicas sdo conectadas historicamente (Amorim, 2002).
Assim, poderiamos definir filogenia como uma suposta reconstrucao da histéria
evolutiva de um grupo, indicando os varios niveis nas relacbes de
ancestralidade das espécies com suas espécies descendentes (Miyaki et al.,
2001; Amorim, 2002).

A analise filogenética fornece um referencial evolutivo que permite uma
maior eficiéncia no uso do conhecimento sobre as espécies e seus habitats,
facilitando o gerenciamento do conhecimento biologico (Miyaki et al., 2001).
Quando todo o conhecimento biolégico sobre a vida é organizado ao redor de
uma classificacéo filogenética, 0 armazenamento dessas informacdes torna-se

mais eficiente e, consequentemente, facilita a recuperagéo dessas informagdes



pelos cientistas e pela propria sociedade interessada (Amorim, 2002). Enfim,
por meio da analise filogenética, podem-se compreender 0S processos
evolutivos como a especiacdo, extingcdo, adaptacao e, dessa forma, inferir a
histéria da evolucéo.

Estudos recentes confirmam dados anteriores a respeito da filogenia de
Leguminosae, indicando seu monofiletismo, sendo esta familia pertencente a
ordem Fabales juntamente com Polygalaceae, Surianaceae e Quillajaceae
(Doyle et al., 2000; APG II, 2003; Doyle & Luckow, 2003; Wojciechowski et al.,
2004; Soltis et al., 2005). Andlises filogenéticas baseadas em dados
morfolégicos e moleculares indicam que Faboideae e Mimosoideae sao
monofiléticas (Doyle, 1995; Doyle et al., 2000; Kajita et al., 2001; Lavin et al.,
2001; Wojciechowski, 2003).

A tribo Dalbergiaeae, com excecdo de Andira, Hymenolobium, Vatairea e
Vataireopsis, pertence a um grupo monofilético pantropical de leguminosas da
subfamilia Papilionoidea, designado dalbergidides. Esse grupo ainda inclui
todos os géneros previamente referidos para as tribos Aeschynomene e
Adesmieae e a subtribo Bryinae da Desmodieae. Esse grupo foi detectado a
partir de andlises filogenéticas de sequéncias de DNA de cloroplasto e do RNA
ribossomal 5,8 S. Todos os dalbergidides sdo membros de um dos seguintes
subclados: Adesmia, Dalbergia e Pterocarpus. O clado dalbergidide e seus trés
subclados séo cripticos, no sentido de que eles sdo geneticamente distintos,
mas pobremente distinguidos por dados nao-moleculares. Caracteres
taxondmicos tradicionalmente importantes como habitos arboreos, estames
livres e vagens leguminosas, ndo fornecem suporte para o estabelecimento dos
clados, que sdo mais apropriadamente identificados por analises moleculares
(Lavin et al., 2001).

Andlises moleculares de leguminosas revelam o grupo Papilonoideae como
monofilético e sugerem que ele divergiu de outras leguminosas entre 40 a 50
milhdes de anos atras. Essas mesmas analises ddo suporte a existéncia de
quatro grupos maiores de papiliondides, que contém importantes espécies
domesticadas e/ou espécies modelo, mas as relagbes filogenéticas entre
alguns desses grupos ndo estdo bem esclarecidas. O clado aeschynomendide/

dalbergidide ¢ um grupo diverso que inclui o amendoim e outros géneros



herbaceos, mas também plantas lenhosas como o jacaranda-da-Bahia (Doyle
& Luckow, 2003).

Diversas abordagens para inferir as relacdes filogenéticas foram sendo
desenvolvidas ao longo do século XX, resultando em controveérsias a respeito
de tais relacdes, dos métodos e tipos de dados utilizados para inseri-las
(Amorim, 1997, 2002). Tradicionalmente, a identificacdo de espécies tem sido
feita com base em caracteristicas morfoldgicas, como morfologia floral, cor da
flor, e caracteristicas agronémicas. Porém, dados genéticos tém se mostrado
bastante uUteis na identificacdo e classificacdo de espécies. Atualmente as
analises de macromoléculas, em especial do DNA, vém sendo amplamente
utilizadas para este fim, caracterizando uma linha de pesquisa denominada
sistematica molecular. Além disso, os dados relativos a andlise do DNA s&o
gerados de forma rapida e em grande quantidade devido aos avancos
tecnoldgicos na area de biologia molecular (Judd et al., 1999; Matioli & Passos-
Bueno, 2001).

Muitos estudos sobre sistemética e evolucdo tém revelado a forte
tendéncia do uso de andlises de sequéncias de genes para a reconstrucao de
arvores filogenéticas. Em plantas com flores, genes de cloroplastos tém sido
muito utilizados para este fim (Doyle & Luckow, 2003).

Os dados moleculares associados as novas ferramentas de analise tém
contribuido acentuadamente nas mais diversas pesquisas, envolvendo estudos
sobre irradiacbes adaptativas (Givnish, 2001), histéria da diferenciacéo
geografica entre espécies (Schaal & Olsen, 2001), fluxo génico e variabilidade
genética entre populacbes (Cain et al.,, 2000), impactos da hibridacdo e
poliploidia sobre a especiacdo, adaptacdo, expressdo génica e evolucdo
cromossomica (Rieserberg et al., 1996). Essas informac6es moleculares tém
sido extensivamente utilizadas tanto para esclarecer quanto confirmar ou
questionar relacdes filogenéticas ja propostas.

Adicionalmente, podemos inferir que a constante busca por filogenias
precisas supera o ideal puramente descritivo. Assim, a origem das adaptacées
morfolégicas pode ser inserida em um contexto filogenético na reconstrucéo
segura das mudancas moleculares que originaram novas estruturas Clegg et

al. (1994), ou ainda, dos genes de desenvolvimento, usados como marcadores



filogenéticos para elucidar a diversidade morfologica de algumas estruturas
(Beckert & Theiben, 2003; Kaufmann et al., 2005).

2.4.1. Genomas mitocondrial e cloroplastidico

A célula vegetal possui genomas de origem nuclear, mitocondrial (DNAmt)
e cloroplastidico (DNAcp), cada um com caracteristicas que definem sua
utiidade para resolver questbes evolutivas em diferentes niveis (Stebbins,
1950; Walbot & Cullis, 1985; Nahum, 2001). O DNAmMt e o DNAcp diferem
grandemente em relacdo ao genoma nuclear, no tamanho e namero de genes
e, principalmente, nas taxas e nos padroes de evolugao (Nahum, 2001). Os
genes mitocondriais e cloroplastidicos sdo herdados de uma maneira néo-
Mendeliana em todos os organismos estudados, e a heranca dos genomas
citoplasmaticos é freqientemente materna, mas existem numerosas excecdes
que resultam em diferentes graus de heranca paterna ou biparental do DNAcp
e DNAmt (Birky, 1995, 2001),

A maior parte das informacdes genéticas das células vegetais esta
localizada no nucleo. Contudo, o estudo do genoma nuclear em angiospermas,
traz algumas dificuldades por causa do grande tamanho e complexidade do
genoma, com extensas regides nao-codificantes. Os genomas de plantas com
flores estdo entre os maiores entre 0s organismos vivos (Bennett et al., 2000).
O grande tamanho desses genomas, em parte, deve-se a origem polipldide de
muitas espécies vegetais. Adicionalmente, alguns autores tém proposto que
cerca de 30-80% de todas as espécies de plantas podem ter sido originadas
por eventos de hibridacdo (Grant, 1971; Stace, 1987; Whitham et al., 1999), o
que torna mais complexo o estudo evolutivo de alguns grupos.

O genoma do cloroplasto corresponde a uma molécula de DNA circular,
podendo variar de 120 a 220 kb (Nahum, 2001; Borém & Vieira, 2005). O DNA
cloroplastidico (cpDNA) geralmente apresenta duas regifes simples, uma
grande (LSC, large single copy) e uma pequena (SSC, small single copy), com
aproximadamente 134-160 kb e 80-87 kb, respectivamente. Além disso, séo
encontradas regides repetidas invertidas (IR, inverted repeats), formadas por
dois segmentos idénticos em sentidos opostos, separando a SSC da LSC

(Doyle, 1995; Nahum, 2001). As regides IR podem apresentar um tamanho
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variavel, de 12 a 25 kb cada, porém algumas linhagens, nas leguminosas,
perderam estas regides (Doyle, 1995; Palmer & Delwiche, 1998).

O cpDNA vem sendo bastante empregado em estudos de filogenia por
causa de sua estabilidade estrutural, seu padrédo de heranca e sua elevada
taxa de mutacdo. Nos ultimos anos, ocorreu grande aumento no numero de
publicacdes sobre filogenia molecular, nos diferentes niveis taxonémicos,
construidas a partir do cpDNA ou em associagdo com o mesmo (Chase et al.,
1993; Doyle et al., 2000; Bruneau et al., 2001; Brouat et al., 2001; Doyle &
Luckow, 2003; Herendeen et al., 2003; Luckow et al., 2003; Simpson et al.,
2003; Wojciechowski, 2003; Mcmahon & Hufford, 2004; Wojciechowski et al.,
2004; Haston et al., 2005; Salamin et al., 2005).

Dentre as regides plastidiais ndo codificadoras melhor estudadas no grupo
das angiospermas, nas analises filogenéticas, encontram-se o espacador
intergénico trnL-trnF e o intron trnL (Mes et al., 2000; Holt et al., 2004; Lledé et
al., 2005) (Figura 1). Essas regides tém sido amplamente utilizadas nas
andlises filogenéticas nos mais variados niveis taxondmicos (Mes et al., 2000;
Bruneau et al., 2001; Muschner et al., 2003; Lee & Wen, 2004; Haston et al.,
2005).

Entretanto, o uso de regides nao-codificadoras € muito discutido por alguns
autores. Segundo Golenberg et al. (1993), algumas seqUéncias nao-
codificadoras contém mais indels (inser¢des ou delecdes) do que substituicdes,
ndo devendo ser tratados como caracteres informativos. Kelchner (2000), por
outro lado, considera que apesar de os indels dificultarem o alinhamento das
sequéncias e a determinacdo das homologias, esses trechos contém

informacdes filogenéticas importantes e que devem ser incluidas nas analises.

trnT trnL 5’ trnL 3’ trnF
I I (1 -
A —B C— E— — F
trnL 5’-for trnL 3’-for trnF-bac
-—D
trnL 3’-bac
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Figura 1. Representacdo da regido cloroplastidica trnL e trnL-F (Taberlet et al.,
1991). Os quadrados representam regides codificadoras.

A mitocdéndria em células vegetais, semelhantemente ao cloroplasto,
apresenta seu material genético na forma de DNA circular. Contudo, a
amplitude de tamanho do genoma mitocondrial em diferentes espécies é
bastante grande, podendo variar de 6 a 2000 kb (Judd et al., 1999; Nahum,
2001). Pode-se destacar que o genoma mitocondrial (DNAmt) apresenta um
alto dinamismo em algumas espécies com varia¢gées no tamanho, porém, seu
material genético € muito conservado (Eguiarte et al., 2003). Adicionalmente,
Muse (2000) verificou que as taxas de substituicdo sdo acentuadamente baixas
em genes mitocondriais das plantas. Segundo Palmer & Herbon (1988), a
pouca utilizagdo do DNAmt nas andlises filogenéticas de plantas pode estar
relacionada ao alto grau de recombinacdo intra-molecular encontrado na
maioria das espécies estudadas, dificultando o estudo de grandes regides de
seu genoma.

Segundo Palmer (1992), o DNAmt de plantas tem sido pouco aplicado em
estudos filogenéticos por causa das caracteristicas da estrutura e baixa taxa de
mutacdo desse genoma. Entretanto, nos ultimos anos tem crescido o interesse
na inclusdo do genoma mitocondrial nos estudos filogenéticos. Alguns
trabalhos abrangendo regides intronicas e espacadoras tém mostrado o
potencial dessas sequiéncias para uso na sistematica molecular (Freudenstein
& Chase, 2001; Duminil et al., 2002; Dombrovska & Qiu, 2004). Uma das
primeiras regides investigadas para uso no estudo de filogenia foi 0 gene que
codifica a NADH desidrogenase, principalmente os fragmentos
correspondentes as subunidades | (Wissinger et al., 1991) e Il (Demesure et
al., 1995). Chen & Sun (1998), em seus estudos baseados no DNAmt,
encontraram variagcdes compativeis a de algumas regifes cloroplastidicas e
nucleares. Destaca-se ainda que outras regides desse genoma podem conter
informacdes filogenéticas muito Uteis, principalmente aquelas relacionadas com

os eventos de insercao e delecdo (Freudenstein & Chase, 2001).
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2.4.2. Ferramentas de analise de dados moleculares

Assim como a natureza dos dados moleculares é bastante diversa daquela
das caracteristicas morfologicas, os métodos de andlise filogenética utilizando
sequéncias também tiveram de ser adaptados a partir dos métodos
tradicionais, e novas abordagens foram criadas. Na analise de dados
moleculares para a inferéncia filogenética tém sido mais comumente utilizadas
quatro abordagens: métodos baseados em andlise de distancia, maxima
parcimbnia, maxima verossimilhanca e analise bayesiana (Felsenstein, 1988;
Swofford et al., 1996; Huelsenbeck et al., 2001). Na reconstrucdo por esses
métodos estdo associadas a estimativa da topologia e a estimativa do valor do
comprimento de cada ramo, a fim de gerar uma arvore que represente uma
inferéncia estatistica da arvore verdadeira (Nei & Kumar, 2000).

O método de agrupamento de vizinhos ou neighbor-joining (NJ) (Saitou &
Nei, 1987) é uma simplificacdo do método de evolucdo minima (Nei & Kumar,
2000), o qual se baseia no célculo das distancias evolutivas (Graur & Li, 2000)
para todos os pares de individuos e reconstru¢do de uma arvore que leva em
consideracao as relacdes entre todas as distancias (Russo, 2001; Schneider,
2001). No caso de NJ, a metodologia ndo busca examinar todas as possiveis
topologias, mas aquelas que produzem uma arvore refletindo a organizacao
sequencial de vizinhos e minimizem seu comprimento total (Schneider, 2001).
Trata-se de um método rapido, apropriado para grandes conjuntos de dados,
permitindo linhagens com diferentes tamanhos de ramos e substituices
multiplas, no entanto, ele mostra apenas uma topologia possivel (Nei & Kumarr,
2000). O método NJ requer uma menor capacidade computacional podendo
levar a conclus@es similares aquelas obtidas por métodos que requerem maior
tempo de calculo, como Maxima Parciménia e Maxima Verossimilhanca (Nei et
al., 1998).

A Méxima Parcim6nia (MP) (Henning, 1966; Eck & Dayhoff, 1967) € um
método muito simples, baseado na mudanca do estado dos caracteres (Graur
& Li, 2000). Fundamenta-se na hipotese de que a via menos complicada € a
mais provavel, minimizando o ndmero de etapas evolucionarias necessarias
para explicar um determinado evento. Segundo Schneider (2001), o método é

baseado na premissa de que a arvore mais provavel explicaria todas as
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variacfes encontradas requerendo o menor numero de mudancas. Ainda sobre
a MP, Miyaki et al. (2001) descrevem que este método baseia-se em um
modelo evolutivo no qual uma mudanca é mais provavel do que duas, tratando
as substituicbes independentemente. Essa metodologia procura todas as
topologias de arvores possiveis, em busca da arvore minima 6tima. Apesar de
fazer andlises de diferentes topologias, MP é um método que requer grande
tempo de comparacdo, o tamanho dos ramos ndo é informativo e utiliza-se
apenas sitios informativos (Nei & Kumar, 2000).

Ao contrario da MP, o método de Maxima Verossimilhanca (MV) (Cavalli-
Sforza & Edwards, 1967; Felsenstein, 1981) baseia-se em testar hipoteses ou
modelos evolutivos, considerando todos os sitios indistintamente, observando
qual topologia obtida € a mais adequada ao modelo utilizado (Pereira et al.,
2001; Nei & Kumar, 2000; Schneider, 2001). Essa metodologia apresenta
menor variancia em comparag¢do com outros meétodos, tendendo a ser robusta
ao assumir o modelo evolutivo, sendo caracterizada ainda por uma boa base
estatistica. Contudo, devido ao seu grande consumo de memodria
computacional, trata-se de um método moroso quando utilizado na analise com

grandes bancos de dados (Nei & Kumar, 2000).

13



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal

Amostras de folhas de 35 plantas de diferentes espécies de Dalbergia L.F.
foram coletadas nas regides de Mata Atlantica, Cerrado e Caatinga, nos
Estados da Bahia e de Minas Gerais (Tabela 1 e Figura 2). As espécies D.
nigra e D. miscolobium foram escolhidas com base na hipétese de vicariancia
entre elas (Rizzini, 1963) e, principalmente, porque D. nigra encontra-se na lista
de espécies ameacadas de extingdo da flora da Mata Atlantica (IBAMA, 1992;
Varty, 1998). Essas localidades foram escolhidas porque figuram nos herbarios
do Centro de Pesquisa do Cacau (CEPEC) e da Universidade Estadual de
Santa Cruz (UESC) como locais de ocorréncia dessas espécies. Os materiais
testemunhas dessas espécies encontram-se depositados nos Herbarios da
UESC (HUESC) e da UFV (VIC), sob os seguintes numeros: HUESC 11042 (D.
nigra); HUESC 11713 (D. miscolobium); HUESC 11043 (D. decipulares);
HUESC 11391 (D. ecastaphyllum); VIC 4441 (D. glaucescens).

Tabela 1. Individuos de Dalbergia utilizados neste trabalho.

Planta Espécie Local de coleta Vegetacgao
lab D. nigra Vicosa (MG) Mata Atlantica
6all D. nigra llhéus (BA) Mata Atlantica
12 a 16 D. miscolobium Paraopeba (MG) Cerrado
17 a?22 D. miscolobium Caetité (BA) Cerrado
23 a 28 D. decipulares Jacobina (BA) Caatinga
29a34 D. ecastaphyllum lIhéus (BA) Restinga
35 D. glaucescens Abaira (BA) Caatinga
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Figura 2. Areas de coleta de espécies de Dalbergia nos estados da Bahia e
Minas Gerais. Numeros representam: 1, Ilhéus; 2, Jacobina; 3,
Abaira; 4, Caetité; 5, Paraopeba; 6, Vicosa.

As amostras de folhas foram acondicionadas em silica-gel entre o periodo
de coleta e extracdo de DNA. Foram incluidas, nas andlises, sequéncias
obtidas no Genbank referentes as espécies Andira inermis e Macherium sp.,
utilizadas na polarizacao das arvores. A espécie Andira inermis foi selecionada
como grupo externo e Macherium sp. como grupo irmdo com base na literatura
(Lavin et al., 2001).

3.2. Extracao do DNA

O DNA gendmico total foi extraido do tecido foliar, das amostras de folhas
acondicionadas em silica-gel, pelo método do CTAB de acordo com a
metodologia descrita por Doyle & Doyle (1990), modificada por Grattapaglia &
Sederoff (1994), Corréa et al. (1999) e Almeida et al. (2001).
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As folhas foram pulverizadas em tubos do tipo Eppendorf (2 mL) na
presenca de nitrogénio liquido e com auxilio de uma “chave estrela” adaptada
para esse fim. Posteriormente a pulverizacdo, foram adicionados 700 uL de
tampéao de extracdo CTAB 2% as amostras, as quais foram agitadas no vortex
e incubadas em banho-maria a 65 °C por 30 a 40 minutos, sendo vertidas
suavemente a cada 10 minutos.

A purificacdo dos acidos nucléicos iniciou-se com a eliminacdo das
proteinas, adicionando-se 700 pL de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) em
cada amostra, sendo por 5 minutos agitadas suavemente por inversdées. Em
seguida foram centrifugadas por 10 minutos a 14.000 g, sendo a fase superior,
contendo o DNA, transferida para um novo tubo.

Posteriormente, foi feita a precipitacdo dos acidos nucléicos pela adicao de
isopropanol gelado (4°C) ao novo tubo na propor¢cdo de 1:1
(sobrenadante:isopropanol), o qual, apds suave agitacdo foi incubado por 30
min a -20 °C. Em seguida, os materiais foram centrifugados a 14.000g por 10
min a 4 °C, formando-se ao final um precipitado esbranqui¢cado. A fase aquosa
foi descartada e o precipitado foi lavado duas vezes com etanol 70% e uma vez
com etanol 95%, sendo seco a temperatura ambiente. Por fim, o precipitado foi
ressuspenso em 70 pL de TE-RNAase (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0/ EDTA 1 mM +
RNAase A 10 pg/mL) e incubado em banho-maria por 30 min a 37 °C.

Apés a extracdo, a avaliacdo da qualidade e a estimativa da concentracéo
do DNA foram realizadas por meio de eletroforese em gel de agarose 1%. Apos
quantificacdo, o DNA obtido foi diluido para a concentragcdo de 10 ng/uL,
sendo, entdo, armazenado a -20 °C.

3.3. Amplificagcdo do DNA

Amostras de DNA de cada uma das cinco espécies (Tabela 1) foram
amplificadas pela técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) em
termociclador GeneAmp PCR System 9700 da PerkinElmer. Os primers trnL
(Tabela 2) e o programa de amplificacdo dos fragmentos foram aqueles
recomendados por Taberlet et al. (1991) e Gielly & Taberlet (1994), alterando-
se a temperatura de “anelamento” para 52,3°C. Os produtos de amplificacéo

foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%.
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Tabela 2- Sequéncias dos primers utilizados no estudo das espécies de

Dalbergia
Primer Sequéncia Sentido
trnL-c 5" CGAAATCGGTAGACGCTACG 3 Forward
trnL-d 5' GGGGATAGAGGGACTTGAAC 3’ Reverse

3.4. Purificagdo dos produtos de PCR

A purificacdo dos produtos de PCR foi realizada pela adicdo das enzimas
exonuclease (EXO1) e fosfatase alcalina (SAP — Shrimp Alkaline phosphatase).
A primeira degrada o excesso de primer fita simples e a segunda, 0s
nucleotideos ndo incorporados. Para purificacdo de produtos de PCR em 12 uL
de mistura de reacédo, de foram utilizados 0,66 puL de exonuclease, 0,66 uL de
fosfatase alcalina e 0,68 pL de H,O ultrapura autoclavada. As amostras foram
incubadas no termociclador por 30 min a 37 °C e 15 min a 80 °C, essa Ultima

etapa visa a inativacao das enzimas.

3.5. Sequenciamento dos produtos de PCR

Os produtos de PCR purificados foram sequenciados utilizando o kit de
seqlienciamento  “DYEnamic™ ET Terminator Sequencing Premix”
(MegaBace™) (Amersham Pharmacia Biotech. Inc). Para os seis individuos
analisados de cada espécie foram feitas seis repeticbes de cada amostra,
sendo trés oriundas do primer foward e trés do reverse. Nas reacdes, cada
primer (sentido R e F) foi colocado separadamente. As reacdes seguiram as
recomendacdes do fabricante com as seguintes modificacées: 1,5 L de DNA
purificado, 0,5 pL de primer, 1 yL de H,O ultrapura autoclavada e 2 puL de Mix
(integrante do kit).

No termociclador, a reacdo passou por 40 ciclos de amplificacéo,
apresentando trés etapas, a primeira a uma temperatura de 95 °C por 10 s, a
segunda a 53 °C ou 52,3 °C (dependendo do primer) por 15 s e a terceira a 60
°C por 100 s. As temperaturas utilizadas para os primers nessa reacao sao as
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mesmas da reacdo de amplificacdo. Posteriormente, os produtos provenientes
dessa amplificacdo foram sequenciados no sequenciador MegaBace DNA
Analysis System 1000 (Amersham & Life Science).

3.6. Andlises filogenéticas

As sequéncias foram alinhadas com auxilio do programa ClustalW,
implementado no programa BioEdit (Hall, 1999), seguido de ajustes manuais
guando necessarios. Ressalta-se que a sequéncia final de cada individuo foi
resultado da analise de seis sequéncias, sendo trés oriundas do primer forward
e trés do reverse.

De posse da matriz, construiu-se uma arvore utilizando o agrupamento de
vizinhos (NJ — neighbor-joining) (Saitou & Nei, 1987), baseado no modelo de
Jukes & Cantor (1969), no programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis), versdo 1.02 (Kumar et al., 1993). Adicionalmente, procedeu-se a
andlise filogenética, feita pelo método da maxima parciménia implementado no
programa MEGA (Hall, 1999).
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4. RESULTADOS

Foram obtidos produtos de amplificacdo e seqiéncias do intron trnL para
todos os individuos de Dalbergia analisados. A partir do alinhamento multiplo
das sequéncias provenientes dessa regido, foi produzida uma matriz com 530
caracteres. Os comprimentos dos fragmentos sequenciados entre as espécies
de Dalbergia estudadas variaram de 506 a 513 pb.

O conteudo A-T teve pequena variacado entre as espécies estudadas tendo
encontrado 65,8% em D. decipularis, 66,7% em D. ecastaphyllum, 67,3% em
D. glaucescens, 66,6% em D. miscolobium (Bahia) e 66,4% em D. miscolobium
(Minas Gerais), 66,7% em D. nigra. Os diferentes tratamentos para os indels
nas analises demonstraram que eles ndo influenciaram na topologia dos
dendrogramas nem nos resultados do estudo.

Apbs a exclusdo dos caracteres invariaveis, foram obtidos 75 sitios
variaveis dos quais 37 foram informativos para a analise de parcimbnia. O
indice de divergéncia entre as sequéncias oriundas das espécies de Dalbergia
variou de 1,2% a 6,9%. Entretanto, entre D. nigra e D. miscolobium, espécies
consideradas vicariantes, esse indice de divergéncia foi de 3%, sendo igual ou
superior ao de outras espécies bem definidas dentre as Dalbergia analisadas
neste trabalho. As anadlises indicam a existéncia de variacfes intra e inter-
populacionais em D. miscolobium, no entanto, ha a necessidade de um estudo
mais especifico para uma inferéncia mais segura a esse respeito.

As analises filogenéticas utilizando os métodos de neighbor-joining e
maxima parcimoénia produziram resultados similares entre si (Figuras 3 e 4). A
divergéncia genética estimada por neighbor-joining reproduz claramente a
distancia genética entre D. nigra e D. miscolobium (Figura 3). O cladograma,
consenso estrito (Figura 4), construido com base na maxima parcimonia,
apresenta uma topologia com clados bem definidos, agrupando os individuos
de mesma espécie. Os clados que representam D. nigra e D. miscolobium
estdo separados, indicando que essas espécies ndo Sao vicariantes.
Adicionalmente, novas hipéteses podem ser inferidas, como a relacédo entre D.
nigra e D. ecastaphyllum, as quais formaram um clado bem suportado

caracterizando uma estreita relacdo entre estas duas espécies. Um clado
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exclusivo de D. miscolobium foi obtido, indicando a separacdo dos individuos

oriundos dos estados da Bahia e de Minas Gerais.
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Figura 3. Arvore representativa da dissimilaridade genética entre individuos de
Dalbergia, obtida pelo método de agrupamento de vizinhos. Os
nameros ao longo dos ramos representam os valores de bootstrap
calculados em 10,000 replicagbes. (Dalbergia decipulares (DD);
Dalbergia nigra Bahia e Minas Gerais (DN BA e DN MG); Dalbergia
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5. DISCUSSAO

Os comprimentos dos fragmentos de DNA obtidos com os primers
selecionados para a regido do intron trnL, para as espécies de Dalbergia
apresentaram similaridade aos observados em outras Leguminosae (Taberlet
et al., 1991). A riqueza do conteudo A-T observado nas sequéncias analisadas
neste trabalho é reflexo da regido do cloroplasto selecionada, uma vez que
sequéncias nao-codificantes tendem a ser mais ricas em A-T. Os dados obtidos
foram similares a estudos anteriores que abordaram regiées de intron, onde o
conteudo A-T foi superior ao G-C (Palmer, 1991; Small et al., 1998). A
presenca de indels nos dados oriundos do trnL em Dalbergia também era
esperada pois, segundo Golenberg et al. (1993); Gielly & Taberlet (1994) e
Small et al. (1998) sequéncias nao-codificantes geralmente acumulam indels e
substituicdes nucleotidicas em taxas mais elevadas que regides codificantes.

Rizzini (1963) estudou 45 pares de espécies vicariantes na flora do
cerrado, incluindo D. nigra e D. miscolobium. Segundo esse autor, tal vicariancia
indicaria que a flora arbérea do Cerrado evoluiu in loco a partir de outras floras
silvestres, porém, mais umidas. Apesar da hipétese de vicariancia entre essas
duas espécies ter sido corroborada por Gottlieb (1964), persistem lacunas
acerca da sistematica dessas espécies. Carvalho (1997) redefiniu o género
Dalbergia em cinco secdes que podem ser sistematizadas por meio das
caracteristicas da inflorescéncia e do fruto. A secdo Dalbergia (D. nigra, D.
miscolobium, D. foliolosa, D. glaucescens e D. acuta) é caracterizada por sua
inflorescéncia do tipo panicula, fruto oblongo e nervura reticulada. Apesar da clara
relacédo taxonébmica entre D. nigra e D. miscolobium, sendo posicionadas em uma
mesma sec¢do, Carvalho (1997) ndo tratou estas duas espécies como vicariantes.
Assim, pode-se inferir que as informagbes fornecidas pelos trabalhos de
quimiotaxonomia e morfologia nem sempre séo satisfatorias para a reconstrucéo
das relac@es filogenéticas uma vez que persistem discordancias na sistematica
das espécies.

Os processos e 0 tempo evolutivo necessarios para o surgimento de novas
espécies ndo sao facilmente definidos. No entanto, a aplicacdo de técnicas

moleculares tem ajudado na identificacdo das taxas de especiacdo e no modo
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pelo qual os fatores ecoldgicos, geogréaficos, e temporais influenciaram nessas
taxas de especiacao no tempo (Wojciechowsk et al., 2004).

Uma possivel explicacdo para a existéncia de especies de dificil distingdo
morfologica, como D. nigra e D. miscolobium, poderia incluir processos de
radiacdo recente. Essas espécies ocorrem na Bahia, regido que sofreu grande
influéncia na formacédo de sua flora pelos ciclos de glaciacdo do quaternario,
periodo em que as Leguminosae ja eram proeminentes na flora da Bahia (Lima et
al. 2002).

Segundo a hipétese do "modelo glacial ciclico”, instabilidades recentes
no clima conduziram a expansfes e retracfes das florestas tropicais e
especiacdo alopatrica por diferenciacdo das populacbes em reflgios
separados. Ainda, os mesmos autores, no estudo das relacdes filogenéticas
entre espécies de Inga, sugeriram que houve recente diversificacdo do género
associada aos ciclos glaciais quaternarios.

Na presente analise, baseada na sequéncia da regido do intron trnL, foi
encontrada acentuada divergéncia genética entre D. nigra e D. miscolobium.
Distancias similares ou inferiores foram observadas entre as outras espécies bem
definidas de Dalbergia inclusas no estudo. Assim, essa divergéncia em niveis
moleculares sugere a presenga de taxons distintos (Figura 3).

Corroborando e proporcionando uma maior confiabilidade, a filogenia
baseada no intron trnL acerca das relagdes entre D. nigra e D. miscolobium foi
consistente com as evidéncias morfolégicas descritas por Carvalho (1997). Nesse
sentido, o cladograma de consenso estrito (Figura 4) ratifica que tratam-se de
espécies distintas, uma vez que foram agrupados os individuos de mesma
espécie em clados, assim como, os clados foram formados com alto suporte para
as respectivas espécies. Em nenhuma das andlises realizadas nesse estudo foi
verificado algum posicionamento dos individuos inclusos na andlise que indicasse
vicariancia.

A inclusdo dos indels em andlises de parcimdnia, em outros estudos,
caracterizou essa regido como uma ferramenta interessante e eficiente,
contribuindo na melhor resolugéo dos cladogramas (Lee & Wen, 2004) no estudo
do género Panax, bem como Haston et al. (2005) no estudo do grupo
Peltophorum - Caesalpinioideae. No entanto, no presente estudo, a incluséo dos

indels na andlise de parcimbnia ndo alterou os resultados, nem ofereceu uma
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melhor resolucéo, indicando, serem desnecessarias mudancas na atribuicdo de
peso dessas regioes.

Adicionalmente, o0s taxons restantes incluidos na presente andlise
possibilitaram testar as relacdes entre espécies de pelo menos trés das cinco
secOes de Dalbergia. Uma discussdo mais detalhada das secdes pode ser
encontrada em Carvalho (1997). Nao obstante, € interessante notar a hipétese
alternativa da relacdo entre D. nigra e D. ecastaphyllum, uma vez que em
trabalhos baseados em morfologia essas espécies pertencem a distintas secbes
(Carvalho, 1997). Anteriormente havia sido proposta a existéncia de um padréao
evolutivo em Dalbergia como base em morfologia comparativa (Carvalho, 1989).
Contudo, um clado bem fundamentado, com base nas sequéncias do intron trnL,
incluiu essas duas espécies (Figura 4). Talvez, essa informagdo obtida no
presente estudo seja reflexo do baixo nimero de taxons envolvidos na analise. No
entanto, isso indica a necessidade de mais estudos a cerca do género Dalbergia,
e talvez, uma reviséo das secoes existentes.

Os resultados do presente trabalho, indicaram a existéncia de acentuadas
variacbes genéticas nas populacdes de D. miscolobium da Bahia e de Minas
Gerais. Essas variacdes encontradas entre as populacdes podem estar ligadas a
fragmentacdo do bioma o que provoca a diminuigcdo do nimero de individuos de
uma populacdo, favorecendo a perda de variacdo genética. A populacdo
remanescente passa a ter um tamanho menor que o minimo adequado para que
ela possa ter sua continuidade normal e evolucdo. Nessa pequena populacéo
pode ocorrer, em curto prazo, deriva genética, o que significa que as freqiéncias
de seus genes irdo diferir daquelas da populacdo original, inclusive chegando a
perda de alelos. A longo prazo, pode ainda haver um aumento da endogamia,
decorrente da maior probabilidade de autofecundacdo e cruzamentos entre
individuos aparentados (Kageyama,1998). Esses dados podem estar indicando a
formacdo de subespécies ou espécies dentro de D. miscolobium, sugerindo um
estudo mais detalhado a cerca da evolucdo desse grupo.

No presente estudo, utilizando ferramentas moleculares, foi possivel
confirmar as observagodes feitas por Carvalho (1997), com base em caracteres
morfolégicos. Ambos os estudos negam a hipétese de vicariancia entre D. nigra
e D. miscolobium. Nossos dados confirmam a utilidade do intron trnL no estudo

inter-especifico de Dalbergia. Estudos moleculares com outra regido genémica
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estdo em desenvolvimento em nosso laboratério. Caso os resultados dessas
analises reafirmem os resultados aqui obtidos, teremos demonstrado de modo

mais contundente que D. nigra e D. miscolobium sdo espécies distintas e ndo
vicariantes.
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6. CONCLUSAO

A regido do intron trnL de cloroplasto pode ser utilizada para auxiliar nas
solugdes ligadas as questdes filogenéticas espécies vegetais proximas

como D. nigra e D. miscolobium.
A andlise da sequéncia da regido trnL nega a hipétese inicial que as
espécies D. nigra e D. miscolobium sao vicariantes, indicando o tratamento

destas como espécies distintas.

Os dendrogramas obtidos com base na andlise das seqiéncias da regiao

trnL apresentam topologias consistentes.

Estudos adicionais envolvendo outras regibes do genoma devem ser

conduzidos para confirmar os resultados aqui obtidos.
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