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Resumo — O objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizagao molecular de 11 acessos de Cratylia argentea,
com base no sequenciamento da regido ITS (ITS1/5,8S/ITS2), bem como o estabelecimento de suas relagdes
filogenéticas com outras leguminosas. As relagdes filogenéticas dessa espécie com outras 15 leguminosas
foram estabelecidas com o uso de sequéncia do gene que codifica a subunidade 18S do rRNA (rDNA 18S).
A amplificacdo do DNA da regido ITS/5,8S dos 11 acessos revelou uma Unica banda de aproximadamente
650 pb. Sequéncias ITS/5,8S foram obtidas de todos os acessos analisados e depois alinhadas com a regido
ITS/5,8S da leguminosa Galactia striata. O tamanho das sequéncias ITS/5,8S dos acessos de C. argentea
variou de 565 a 615 pb. Os conteudos médios de G + C nas regides ITS1 e ITS2 variaram entre 46 ¢ 47%.
O alinhamento multiplo das seqiiéncias ITS/5,8S dos acessos de C. argentea com Galactia striata revelou a
presenca de delegdes e inser¢des. Os acessos de C. argentea constituiram um unico clado politdmico. A andlise
filogenética de C. argentea demonstrou que essa espécie esta incluida no clado das Diocleinae verdadeiras e
que os géneros Calopogonium e Pachyrhizus estao fora desse clado.

Termos para indexacdo: distdncia genética, forrageiras, leguminosas arbustivas, variabilidade genética.

Molecular characterization of Cratylia argentea accessions
and its phylogenetic relationship with other legumes

Abstract — The objective of this work was to molecularly characterize 11 Cratylia argentea accessions, based
on the ITS (ITS1/5.8S/ITS2) region sequencing, as well to establish its phylogenetic relationship with other
legume species. The phylogenetic relationship of this species with other 15 legume ones was established using
a gene sequence that codes the subunit 18S of the rRNA (rDNA 18S). DNA amplification of the ITS/5.8S
region of these 11 accessions revealed an amplicon with around 650 bp. ITS/5.8S sequences were obtained
from all accessions analysed, and then aligned with the region ITS/5.8S of Galactia striata legume. The size
of ITS/5.8S region ranged from 565 to 615 bp. Average G + C contents in the ITS1 and ITS2 regions ranged
between 46 and 47%. The multiple sequence alignment between the ITS sequences from C. argentea accessions
and Galactia striata revealed the presence of deletions and insertions. C. argentea accessions formed a unique
politomic clade. Cratylia argentea phylogenetic analysis demonstrated that this species is placed into the true
Diocleinae Clade, and that Calopogonium and Pachyrhizus are not included in subtribe Diocleinae.

Index terms: genetic distance, forage plant, legume shrubs, genetic variability.

Introducao

Cratylia (Fabaceae-Papilionoideae-Phaseoleae
-Diocleinae) ¢ um género neotropical de origem
recente, essencialmente extra-amazonico, que pode ser
encontrado do Peru até a bacia do rio Parana (Queiroz
& Coradin, 1995). A faixa altitudinal de ocorréncia
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desse género estende-se desde o nivel do mar até
950 m. Isso torna possivel, em algumas espécies,
ultrapassar barreiras fluviais através da cabeceira dos
rios (Queiroz & Coradin, 1995).

A taxonomia do género Cratylia ainda estd em
processo de definigdo. Trabalhos baseados no estudo
de grandes colegdes de herbarios (Queiroz, 1991) e
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trabalhos de campo resultaram no reconhecimento
de cinco espécies validas: Cratylia argentea (Desv.)
O. Kuntze; C. bahiensis L.P Queiroz; C. hypargyrea
Mart. ex Benth.; C. intermedia (Hassl.) L.P Queiroz;
e R. Monteiro e C. mollis Marth ex Benth (Queiroz
& Coradin, 1995). Entre essas, C. argentea destaca-
se como espécie de grande potencial forrageiro, pois
possui porte arbustivo, profusamente ramificado, com
elevada resisténcia a seca (Argel & Lascano, 1998).

Outro fator que merece destaque ¢ a resisténcia
natural dessa espécie a solos acidos com grande
saturacdo de aluminio (Mass, 1995). Embora
C. argentea possua importdncia econdmica e alto
valor nutritivo (Argel & Lascano, 1998), existem
poucos estudos sobre sua biologia ¢ genética (Vargas
et al., 2007). A caracterizagao molecular de acessos de
C. argentea pode auxiliar o desenvolvimento de novas
cultivares, nas quais acessos com maior variabilidade
genética podem ser selecionados.

Um instrumento eficiente para a identificacdo da
variabilidade genética entre individuos de uma mesma
populagao ou entre individuos de populagdes diferentes
¢ o sequenciamento de regides gé€nicas variaveis. Entre
essas regioes, destaca-se o sequenciamento das regides
denominadas ITS ("Internal Transcribed Spacers"),
presentes no genoma nuclear, e que fazem parte do gene
que codifica as subunidades 18S, 5,8S e 28S do RNA
ribossdmico. Devido a sua alta taxa de substituicdo
nucleotidica, esses espacadores tém sido empregados
como ferramentas para estudar tanto a diversidade
genética como para desenvolver estudos filogenéticos
entre plantas (Schmickl et al., 2010) .

A taxonomia do género Cratylia esta em processo
de defini¢do. Queiroz (1991), em analise das
grandes colecdes de herbarios e trabalhos de campo,
reconheceu cinco espécies, entre elas C. argentea.
A diferenciacdo entre as espécies do género Cratylia
era baseada, a principio, apenas em caracteres
morfologicos e vegetativos. Atualmente, as analises
de dados morfolégicos e moleculares tém auxiliado
no entendimento de relagdes filogenéticas entre
plantas. Sequéncias nucleares e extranucleares — DNA
gendmico de cloroplastos — podem ser utilizadas
para tais finalidades, em plantas. A escolha do tipo de
sequéncia depende do objetivo do estudo e do grau de
parentesco entre as espécies. As regides ITS1 e ITS2,
por exemplo, podem ser utilizadas entre espécies
proximas e também no plano intraespecifico (Mayer

& Soltis, 1999). No entanto, para estabelecer relagdes
filogenéticas entre espécies distantemente relacionadas,
sao utilizadas sequéncias mais conservadas, como as
sequéncias que codificam a subunidade 18S ribossomal
(rDNA 18S). Por ser uma regiao bem conservada,
o rDNA 18S tem sido amplamente empregado em
estudos filogenéticos em plantas (Hao et al., 2008;
Tokuoka, 2008).

Este trabalho teve como objetivo de realizar a
caracterizagdo molecular de 11 acessos de C. argentea
com base no sequenciamento da regidao [TS (ITS1/5,8S/
ITS2), bem como o estabelecimento de relagdes
filogenéticas com outras 15 leguminosas, sequenciadas
e depositadas no GenBank, utilizando a sequéncia do
rDNA 18S.

Material e Métodos

Sementes de 11 acessos de C. argentea, coletados
em diferentes municipios do Estado de Goias e em um
municipio do Estado do Mato Grosso, foram cedidas
pelo Banco de Germoplasma da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF (Tabela 1).

Amostras de DNA genomico de cada acesso foram
extraidas de folhas frescas e purificadas, conforme
Foster & Twell (1996). As amplificagdes in vitro foram
realizadas por PCR ("Polimerase Chain Reaction"),
segundo Varela et al. (2004). Foram realizadas reagdes
controle para verificar a ocorréncia de eventuais am-
plificagdes indesejadas. Os primers usados para ampli-
ficagdo da regido I1TS1/5,8S/ITS2 foram chamados de:
ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") ¢
ITS5 (5°-GCAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’)
de acordo com Becerra & Venable (1999). As reacdes
de PCR continham, em um volume final de 25 uL., DNA
genomico (100 ng por reagdo), tampao Tris-HCI 20 mmol
L', KCL 50 mmol L', MgCl, 1,5 mmol L, dNTPs
(100 umol L' de cada um), 1,25 unidades de Tag DNA
polimerase, e primers (5 mmol L'). As condigdes de
amplificacdo consistiram de 30 ciclos de 94°C, por
1 min, anelamento, a 55°C, por 1 min, e extensdo, a
72°C, por 2 min.

Para sequenciar a regido do rDNA 18S, trés grupos
de primers foram usados e sdo, a seguir, relacionados:
18SF1 (5’-GTCATATGCTTGTCTCAAAGA-3’),
18SR1 (5°- CGACCCAACCCAAGGTCC-3"),
18SF2 (5’-TAATTCCAGCTCCAATAG-3"),
18SR2 (5’-CCACCCATAGAATCAAGA-3’) ¢
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18SF3 (5’-GGCACCACCAGGAGTGGA-3’),
18SR3 (5’-CAATGATCCTTCCGCAGG-37),
conforme descrito por Cunha (2002). Os produtos da
PCR foram sequenciados com uso do kit de
sequenciamento DYEnamic ET terminators cycle
sequencing kit (Amersham Biosciences, Uppsala,
Suécia), segundo protocolo descrito pelo fabricante.
As sequéncias obtidas de cada acesso foram alinhadas
e a sequéncia consenso de cada um foi determinada a
partir do alinhamento obtido pelo programa ClustalW
(Thompson et al., 1994). A confiabilidade dos
consensos obtidos foi confirmada por meio de inspe¢do
visual dos eletroferogramas de cada sequéncia,
utilizando o programa BioEdit versao 5.09 (Hall,
1999). Posteriormente, uma sequéncia consenso para
cada sequenciamento foi determinada. Cada sequéncia
consenso foi submetida a busca por similaridade no
GenBank (NCBI, National Center for Biotechnology
Information), através do programa Blast (Basic
Local Aligment Search Tool) (Altschul et al., 1990).
A analise de similaridade foi utilizada para escolha
do grupo externo. Em seguida, as sequéncias foram
novamente alinhadas pelo Clustal com a sequéncia do
grupo externo selecionado. Apds o alinhamento das
sequéncias, foi feita uma andlise quanto a saturagao
de bases, pelo programa Dambe (Data Analyses of
Molecular Biology and Evolution) versdo 4.065 (Xia
& Xie, 2001).

Na analise filogenética, foram utilizadas as seguintes
sequéncias do rDNA 18S de leguminosas depositadas
no GenBank: Bauhinia variegata (AF525295),
Calopogonium caeruleum (AF525696), Cleobulia
multiflora (AF525697), Cratylia argentea (GenBank
AF525294), Cymbosema roseum (AF525694),
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Dioclea guianensis (AF525698), Erythrina cristagalli
(AF525296), Mucuna pruriens (AF525695), Mucuna
sloanei (AF525699), Pachyrhizus erosus (AF525693),
Albizzia julibrissin (U42536), Astragalus propinquus
(AF359604), Glycine max (X02623), Medicago
truncatula (AF093506) e Pisum sativum (U43011).
Para essa analise filogenética, foi utilizada a sequéncia
de C. argentea (GenBank AF525294) correspondente a
sequéncia 18S do acesso 591. As sequéncias utilizadas
na analise filogenética tinham aproximadamente 1,7 kb.
Inicialmente, uma andlise prévia com o programa
ModelTest (Posada & Crandall, 1998) foi realizada
para verificar qual modelo de substituicao se aplicaria
as sequéncia utilizadas.

Em seguida, a analise filogenética, que utilizou as
sequéncias do rDNA 18S das leguminosas, foi realizada
pelos programas SeqBoot (valor de "bootstrap" de
100), DNADIST (distancia de Kimura 2-parametros),
Neighbor (método Neighbor-joining) e Consense,
presentes no pacote Phylip versdo 3.5c¢ (Felsenstein,
1993). Na analise filogenética com sequéncias 188,
foi selecionado o modelo de substituicdo nucleotidica
Kimura 2-parametros (Kimura, 1980). Com a matriz
de distancias genéticas obtidas por meio desse modelo,
foi construido o dendrograma “neighbor-joining”.
A arvore filogenética que relacionou as sequéncias foi
visualizada com o programa TreeView (Page, 1996).

Resultados e Discussao

Sequéncias de boa qualidade da regido ITS/5,8S
foram obtidas de todos os acessos analisados de
C. argentea. O tamanho das sequéncias ITS/5,8S variou
de 565, no acesso BRA-000604, a 615 pb, no acesso

Tabela 1. Dados de passaporte dos 11 acessos de Cratylia argentea utilizados no presente trabalho.

Acesso Municipio de coleta”  Ambiente especifico de coleta Tipo de solo Latitude e longitude  Altitude Sigla
BRA-000591 Posse Mata seca em afloramento calcario Argiloso 14°51'S 46°23'W 780m 591 Pos
BRA-000604 Sao Domingos Mata seca em afloramento calcario Argiloso 13°30'S 46°24'W 650m 604 SaD
BRA-000621 Campos Belos Mata seca de beira de estrada Argiloso 13°10'S 46°00'W 540m 621 CaB
BRA-000639 Campos Belos Cerrado mesofitico Calcario de boa qualidade 13°15'S 46°28'W 700m 639 CaB
BRA-000663 Mara Rosa Cerrado antropizado® Areno-argiloso 13°54'S 49°03'W 510m 663 MaR
BRA-000671 Santa Tereza de Goias Cerrado antropizado Areno-argiloso 13°48'S 49°23'W S510m 671 STG
BRA-000680 Porangatu Cerrado antropizado Calcario de boa qualidade 13°12'S 49°07'W 380m 680 Por
BRA-000698 Novo Planalto Cerrado Mata de Galeria Areno-argiloso 13°14'S 49°28' W 340m 698 NoP
BRA-000701 Sao Miguel do Araguaia Cerrado Mata de Galeria Areno-argiloso 13°14'S 50°40'W 360m 701 SMA
BRA-000728 Sao Miguel do Araguaia Area degradada Argilo-arenoso 13°51'S 50°20'W 300m 728 SMA
BRA-000752 Guiratinga Cerrado ralo Arenoso 16°23'S 54° 01'W 330m 752 GUL

(OMunicipios de coleta em Goias, exceto Guiratinga, no Mato Grosso. @?Os ambientes de cerrado antropizado encontram-se proximos a rodovias.
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BRA-000728 (Figura 1). Ha relatos sobre regides
ITS/5,8S com tamanho menor do que 700 pb em plantas
das seguintes familias das angiospermas: Adoxaceae,
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Vicia faba e Daucus carota, determinaram que o
tamanho da regido ITS/5,8S foi de 603 pb em ambas
as espécies. Os resultados encontrados neste trabalho

Apiaceae, Asteraceae, Betulaceae, Brassicaceae, estdo de acordo com os de Yokota et al. (1989), o que

Canellaceae, Curcubitaceae, Fabaceae, Onagraceae,
Malvaceae, Poaceae, Polemiaceae, Ranunculaceae e
Rosaceae (Baldwin, 1992; Baldwin et al., 1995).

Yokota et al.

sequenciamento de duas espécies de dicotiledoneas,
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Figura 1. Alinhamento multiplo parcial entre as seqiiéncias da regido I1TS/5,8S dos acessos de
Cratylia argentea com a sequéncia correspondente de Galactia striata. Os numeros de cada acesso
sdo mostrados a esquerda de cada sequéncia, enquanto que as posi¢des dos nucleotideos sdo mostradas
a direita. As posi¢des contendo dele¢des de nucleotideos sdo mostradas por uma seta, enquanto que
as insergdes sdo mostradas em cinza. Os residuos conservados nas sequéncias estdo indicados com

¢ compreensivel, uma vez que Vicia faba também
pertence a familia Fabaceae. De acordo com esses
resultados, ambas as espécies estdo relacionadas.

(1989), em trabalhos com o Em relag@o a analise de busca por similaridade em

vy

GCCTTCCAGCAAA--CACAA-CCCCGACGCAACATGCGTCAAGGAACTTGARATTGTTTG
GCCTTCCAGCAAAA-CACAAACCCCGACGCAACATGCGTCAAGGAACTTGAAATTGTTTG
GCCTTCCAGCAAAA-CACAAACCCCGACGCAACATGCGTCAAGGAACTTGAAATTGTTTG
GCCTTCCAGCAAAA-CACAAACCCCGACGCAACATGCGTCAAGGAACTTGAAATTGTTTG
GCCTTCCAGCAAAA-CACAA-CCCCGACGCAACATGCGTCAAGGAACTTGAAATTGTTTG
GCCTTCCAGCAAAA-CACAAACCCCGACGCAACATGCGTCAAGGAACTTGARATTGTTTG
GCCTTCCAGCAAAA-CACAAACCCCGACGCAACATGCGTCAAGGAACTTGARATTGTTTG
GCCTTCCAGCAAAA-CACAAACCCCGACGCAACATGCGTCAAGGAACTTGAAATTGTTTG
GCCTTCCAGCAAAA-CACAAACCCCGACGCAACATGCGTCAAGGAACTTGAAATTGTTTG
GCCTTCCAGCAAAAACACAAACCCCGACGCAACATGCGTCAAGGAACTTGAAATTGTTTG
GCCTTCCAGCAAAA-CACAAACCCCGACGCAACATGCGTCAAGGAACTTGARATTGTTTG

TCCTTC-AACAAAA-CACAAACCCCGGCGCAACATGCGTCAAGGAACCTGGAATTGTTTG
kkkkk, k kkkk  Kkkkkk KrAKkKk* Kkkkkkkkhhkkhhkhkhkkk k% dkkkkhkkk

T

AAATGACTCTCGGCAACGGATATCTCGG-CTCTTGCATCGATGAAGAACGTAGCAAA-TG
AAATGACTCTCGGCAACGGATATCTCGG-CTCTTGCATCGATGAAGAACGTAGCAARAATG
AAATGACTCTCGGCAACGGATATCTCGG-CTCTTGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATG
AAATGACTCTCGGCAACGGATATCTCGG-CTCTTGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATG
AAATGACTCTCGGCAACGGATATCTCGG-CTCTTGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATG
AAATGACTCTCGGCAACGGATATCTCGG-CTCTTGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATG
AAATGACTCTCGGCAACGGATATCTCGG-CTCTTGCATCGATGAAGAACGTAGCAARAATG
AAATGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGGCTCTTGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATG
AAATGACTCTCGGCAACGGATATCTCGG-CTCTTGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATG
AAATGACTCTCGGCAACGGATATCTCGG-CTCTTGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATG
AAATGACTCTCGGCAACGGATATCTCGG-CTCTTGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATG

AAATGACTCTCGGCAACGGATATCTCGG-CTCTTGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATG
hhkkkkkkkhkhkhkhkkhkhhkkhhkhkhkhkkhkkk dhkkdkhkkhhkkhhkhkkhhkkhkkkhkkhkkkkkx **

CGATACTTGG-TGTGAATTGCA-GAATCCCGTGAACCA-TCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
CGATACTTGGGTGTGAATTGCA-GAATCCCGTGAACCA-TCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
CGATACTTGG-TGTGAATTGCA-GAATCCCGTGAACCA-TCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
CGATACTTGG-TGTGAATTGCA-GAATCCCGTGAACCA-TCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
CGATACTTGG-TGTGAATTGCA-GAATCCCGTGAACCA-TCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
CGATACTTGG-TGTGAATTGCA-GAATCCCGTGAACCA-TCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
CGATACTTGG-TGTGAATTGCA-GAATCCCGTGAACCA-TCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
CGATACTTGG-TGTGAATTGCACGAATCCCGTGAACCA-TCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
CGATACTTGG-TGTGAATTGCA-GAATCCCGTGAACCAGTCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
CGATACTTGG-TGTGAATTGCA-GAATCCCGTGAACCA-TCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
CGATACTTGG-TGTGAATTGCA-GAATCCCGTGAACCA-TCGAGTCTTTGAACGCAAGTT

CGATACTTGG-TGTGAATTGCA-GAATCCCGTGAACCA-TCGAGTCTTTGAACGCAAGTT
hkkhkkhhkhkhkhk hkkkhhkhkhkhkhkk *hkkhkhkhkhhkhkhkhkhkk khkkhkhkhkkkkkkkkhhxkkkk

asteriscos (*).
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bancos publicos de sequéncias de DNA, o resultado
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mostrou que, em todas as sequéncias ITS de C. argentea,
a similaridade foi maior na sequéncia ITS de G. striata,
cujo numero de acesso no GenBank é AF467049, o que
determinou a escolha dessa leguminosa como grupo
externo. Apos a identificagdo e edigdo das regides
ITS para cada um dos 11 acessos de C. argentea, com
base na similaridade com a sequéncia homologa de
G. striata, o conteudo de G + C bem como o tamanho
dasregides ITS1 e ITS2 foram determinados (Tabela 2).
Quanto ao contetido de G + C das regiodes ITS1 e ITS2
dos acessos de C. argentea, a Tabela 2 mostra que, em
ambas as regioes, ele foi, em média, de 46 a 47%.
Esses resultados estdo de acordo com os obtidos
na analise desse conteido em varias familias de
angiospermas (Moller et al., 1997), em que os
contetidos de G + C de ambas as regides ITS1 e
ITS2 foram equivalentes, mas variaram de 47 a 69%
(ITS1) e de 40 a 60% (ITS2). Na familia Fabaceae,
representada por uma espécie do género Vicia e outra
do género Vigna, o conteudo de G + C da regido ITS1
variou de 52 a 60%, ao passo que, na regidao ITS2, a
variagdo foi de 50 a 60% (Baldwin et al., 1995). O fato
de o conteudo de G + C das sequéncias de diversas
espécies ser igual, provavelmente, reflete o grau de
importancia desses espacadores na maturagdo das
subunidades do ribossomo (Sande, 1992). Quanto
ao tamanho das regides ITS1 e ITS2, existe certa
conservagdo no seu comprimento, em angiospermas.
Baldwin (1992) verificou que, na maioria das plantas
com flores, as regides ITS1 e ITS2 sdo menores que

Tabela 2. Tamanho das regides ITS1 e ITS2 e percentagem
G + C dos acessos de Cratylia argentea.

Acesso ITS1 1TS2
Tamanho  Contetido de  Tamanho Conteudo de
(pb) G+C(%) (pb) G+C(%)

BRA-000591 198 46,5 206 46,6
BRA-000621 196 46,9 206 46,6
BRA-000604 198 46,5 206 46,6
BRA-000639 197 46,7 206 46,6
BRA-000663 198 46,5 206 46,6
BRA-000671 198 46,5 205 46,8
BRA-000680 197 46,7 205 46,8
BRA-000698 197 46,7 207 46,9
BRA-000701 198 46,5 206 46,6
BRA-000728 198 46,5 206 46,6
BRA-000752 198 46,5 206 46,6
Galactia striata™ 196 52,0 206 56,3

(A sequéncia completa da regido ITS/5,8S de Galactia striata foi obtida
do GenBank sob o numero de acesso AF467049.
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300 pb, com ITS1 variando de 187 a 298 pb e ITS2 de
187 a 252 pb.

Nos acessos de C. argentea estudados, o tamanho
do espagador ITS1 variou de 196 a 198 pb e o
tamanho do espacador ITS2 variou de 205 a 207 pb.
Dessa forma, o espacador ITS1 de todos os acessos
de C. argentea é menor do que o espagador ITS2.
Em contrapartida, nas sequéncias ITS disponiveis
de espécies das familias Adoxaceae, Asteraceae,
Brassicaceae, Canellaceae, Malvaceae, Onagraceae,
Polemoniaceae, Ranunculaceae, Salicaceae,
Saxifragaceae, Styracaceae ¢ Winteraceae, o espagador
ITS1 é bem maior que o ITS2. Nas familias Betulaceae,
Cucurbitaceae, Scrophulariaceae e Viscaceae, o
ITS2 é maior que o ITS1 (Baldwin, 1992; Baldwin
et al., 1995). O alinhamento multiplo das sequéncias
ITS/5,8S dos acessos de C. argentea com a sequéncia
correspondente de G. striata revelou a presenca de
delegdes e inser¢des, porém nenhuma mutagao do tipo
substitui¢do de base — transi¢do ou transversdo — foi
observada (Figura 1).

Os acessos de C. argentea coletados em diferentes
municipios dos Estados de Mato Grosso e Goias foram
agrupados em um unico clado politdmico, separado do
grupo externo com um valor de "boostrap" igual a 100
(Figura 2). Esses resultados podem ser explicados pela
tese da pouca antiguidade do género Cratylia, sugerida
pela incipiente divergéncia morfolégica entre suas
espécies (Pizarro & Coradin, 1995). Como os acessos de
C. argentea foram coletados em diferentes municipios
dos Estados de Mato Grosso e Goias, onde o ambiente
especifico da coleta muitas vezes variou (Tabela 1),
ndo foi possivel identificar qualquer relacao entre os
parametros ambientais e o padrao de divergéncia entre
as sequéncias.

Com isso, existe uma grande probabilidade de que
as populagdes desses acessos de C. argentea nao sejam
racas locais, nem ecotipos climaticos ou edéaficos.
Segundo Grant (1981), ragas sdo sistemas populacionais
de espécies que diferem, estatisticamente, de outras
populagdes na sua composicao nucleotidica e nas suas
caracteristicas fenotipicas. Os acessos de C. argentea
avaliados ndo diferiram na sua composi¢ao nucleotidica
da regido ITS. Ja ecdtipos sdo tipos ou variedades de
espécies, localizadas em um ambiente especifico,
que apresentam variedade molecular ou morfologica
(Grant, 1981).

Os fatores climaticos e edaficos podem contribuir
para essa variagdo. O clima da maioria dos municipios
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nos quais os acessos de C. argentea foram coletados
¢ semelhante (Tabela 1), mesmo levando-se em
consideracdo a possibilidade de variacao dos fatores
climaticos ao longo de transectos macrogeograficos.
Dessa forma a variagdo climatica ndo seria,
aparentemente, suficiente para produzir diferenciagao
racial bem definida (Grant, 1981). Nao se pode fazer
qualquer alusdo aos acessos de C. argentea como
ecotipos edaficos, pois os acessos foram coletados em
condigdes edaficas bastante similares (Tabela 1).

O grau de polimorfismo encontrado em populagdes
pode variar de acordo com a técnica empregada.
Anderson et al. (2007), utilizando marcadores
moleculares RAPD, encontraram variabilidade
genética entre 47 acessos de C. argentea. No entanto,
a diversidade encontrada foi baixa e homogeneamente
distribuida, o que indica extensivo cruzamento.
Nos 11 acessos de C. argentea analisados, nenhum
polimorfismo do tipo substituicdo de bases foi
observado na regido ITS/5,8S, apesar de essa ser uma
regido com alta taxa de substitui¢do nucleotidica e
indicada para estudos intraespecificos.

Em relagdo a analise da regido do rDNA 18S, as
sequéncias das espécies Albizia julibrissin ¢ Bauhinia
variegata foram as mais divergentes de todas as outras
espécies estudadas, e podem ser tomadas como grupo
externo (Figura 3). Dois clados s3o conspicuos e
separados com sustentagdo de 100% de bootstrap. Com
excecdo de trés bifurcagdes de ramos terminais, os

BRA-000621
BRA-000701
BRA-000752
BRA-000591
BRA-000728
BRA-000604
BRA-000663
BRA-000698
BRA-00039

BRA-000680
BRA-000671

100

Galactia striata
Figura 2. Andlise de agrupamento (“neighbor-joining”)
relacionando as sequéncias da regido ITS/5,8S dos acessos
de Cratylia argentea com a sequéncia homdloga de Galactia
striata, construida a partir da matriz de distancia (Kimura
2-pardmetros), obtida pelo alinhamento multiplo entre as
sequéncias. O valor 100, de "bootstrap" (500 replicatas),
¢ mostrado acima do n6 que separa o grupo externo das
demais sequéncias.

outros valores de "bootstrap" ficaram abaixo de 50%,
o que evidencia que a sequéncia rDNA 18S pode nao
proporcionar resolucdo suficiente para a reconstrugao
filogenética dentro de grupos muito relacionados,
como as espécies de Phaseoleae. Seria esperado que
Trifolium repens, Astragalus propinquus, Medicago
truncatula e Pisum sativum, por ndo serem Phaseoleae,
ocupassem posi¢cdo mais basal na arvore. No entanto,
ficaram agrupadas dentro de um clado com espécies de
Phaseoleae.

E pouco provavel que essa ambiguidade tenha
origem em inconsisténcias da taxonomia tradicional
e esteja mais relacionada a pouca sensibilidade
da sequéncia 18S, para esse objetivo. Portanto, a
reconstrucdo filogenética desse grupo, com a utilizagao
de sequéncias nucleotidicas menos conservadas do
que o 18S, podera gerar arvores filogenéticas com
pardmetros de confiabilidade mais robustos.

Cratylia argentea ¢ uma espécie pertencente
a subtribo Diocleinae, um taxon de controversas
classificagoes filogenéticas e de incerto reconhecimento
natural (Pohill & Raven, 1981). Embora Lackey
(1981) tenha reconhecido 13 géneros pertencentes a
subtribo Diocleinae (Dioclea, Cymbosema, Cleobulia,
Canavalia, Pachyrhizus, Macropsychanthus,
Luzonia, Camptosema, Cratylia, Collaea, Galactia,
Calopogonium, Herpyza), esse autor ja havia sugerido
que os géneros Calopogonium, Herpyza e Pachyrhizus
tinham caracteristicas diferentes dos demais géneros.

Na determinagdo do grau de parentesco dessas
espécies com base na regiao do rDNA 18S, C. argentea
ficou agrupada com outras leguminosas que sio,
indiscutivelmente, membros de Diocleinae (Lackey,
1981), como Cymbosema roseum, Cleobulia multiflora
e Dioclea guianensis (Figura 3). Segundo Polhill &
Raven (1981), essas espécies sao, portanto, Diocleinae
verdadeiras, assim chamadas por apresentarem um
reconhecimento natural facil, fundamentado em
caracteres morfologicos. As espécies Calopogonium
caeruleum e P. erosus, apesar de serem classificadas
como pertencentes a Diocleinae, apresentam-se
na arvore filogenética fora do clado que agrupa as
Diocleinae verdadeiras (Figura 3). Polhill & Raven
(1981), mesmo ao manter essas duas espécies dentro
da subtribo Diocleinae, o fizeram com consideravel
hesitagdo, reconhecendo que essas poderiam estar
melhor agrupadas de outra maneira.

Esses dados estdo de acordo com dendrogramas
obtidos a partir de espagadores do gene rps16 do
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DNA do cloroplasto (DNAcp) de diversas Phaseoleae
(Lee & Hymowitz, 2001) e de uma inversao repetida,
conservada do DNAcp (Doyle & Doyle, 1993), no
qual o complexo Calopogonium-Pachyrhizus esta
fora de Diocleinae e dentro da subtribo Glycininae.
Com base nessas descobertas, Polhill (1994)
transferiu Calopogonium e Pachyrhizus da subtribo
Diocleinae para Glycininae. Esses resultados
também sdo defendidos por Varela et al. (2004),
que analisaram a sequéncia completa da regido
ITS (ITS1/5,8S/ITS2) de espécies pertencentes a
seis géneros da subtribo Diocleinae e de algumas

espécies dos géneros Calopognium e Pachyrhizus,
e chegaram a conclusdo de que esses dois ultimos
géneros realmente estdo fora do clado que agrupa as
Diocleinae verdadeiras. Dessa forma, a analise das
sequéncias do rDNA 18S de C. argentea com outras
leguminosas pode auxiliar no entendimento das
relagdes de parentesco entre espécies de Diocleinae
e outras subtribos, o que reafirma resultados
alcancados em estudos anteriores, bem como permite
estabelecer novos resultados.

Na analise de agrupamento que usou a regido ITS
entre os acessos de Cratylia, apesar da auséncia de

Albizzia julibrissin

Bauhinia variegata

17

45

100

32

39

Erytrina cristagali

34

Pachyrhizus erosus
Calopogonium caeruleum
Trifolium repens

Astragalus propinquus

33

Medicago truncatula
47
Pisum sativum

Glycine max

30

Mucuna pruriens

Mucuna sloanei
Cratylia argentea

Diocleinae
verdadeiras

Cleobulia multiflora

Dioclea guianensis
74

Cymbosema roseum

Figura 3. Arvore filogenética (“neighbor-joining™) das sequéncias do rDNA 18S de Cratylia
argentea e outras leguminosas, construida a partir de uma matriz de distancia (Kimura
2-parametros), obtidas através do alinhamento multiplo das sequéncias. Albizia julibrissin foi
usada como grupo externo. Os valores de "bootstrap" (500 replicatas) sdo mostrados em cada né.
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substitui¢do de bases entre as sequéncias, foram
observadas diferengas nessas sequéncias em relacdo
a inser¢des e delegdes. No entanto, o marcador ITS
utilizado neste trabalho ndo discriminou variabilidade
genética entre os acessos. Informagdes complementares
poderiam ser obtidas com o uso de marcadores
moleculares do tipo RAPD, RFLP, SNP’s.

Conclusoes

1. Acessos de Cratylia argentea podem ser
identificados pela comparagao das sequéncias de DNA
da regido ITS do rDNA nuclear.

2. Nao ha variabilidade genética entre os acessos de
C. argentea analisados.

3. Cratylia argentea ¢ uma espécie pertencente ao
grupo das Diocleinae verdadeiras.
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