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EXTRATO 
 

JUCHUM, Fabrício do Sacramento, M.S., Universidade Estadual de Santa Cruz, 

Ilhéus, janeiro de 2007. Análise filogenética das variantes morfológicas 
foliares de Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil) da região sul baiana com 
base em seqüências de DNA. Orientador: Ronan Xavier Corrêa. Co-

orientadores: Marco Antônio Costa e André Márcio Amorim. 

 

A família Leguminosae é a terceira maior família de angiospermas, com 

aproximadamente 730 gêneros e 19.400 espécies no mundo, sendo a segunda 

em importância econômica e agrícola. Em classificações mais recentes, 

Leguminosae tem sido tratada como uma única família com três subfamílias: 

Papilionoideae e Mimosoideae, recuperadas como monofiléticas em análises com 

rbcL, e Caesalpinioideae, que aparece como parafilética. O gênero Caesalpinia, 

pantropical e com cerca de 140 espécies conhecidas, apresentando uma história 

taxonômica extremamente complexa. A ocorrência natural de Caesalpinia 

echinata Lam. (pau-brasil) compreende o trecho de Mata Atlântica entre o Rio 

Grande do Norte e o Rio de Janeiro. Atualmente essa espécie encontra-se 

reduzida a alguns remanescentes desse bioma. Paralelamente, a acentuada 

redução na população de pau-brasil está intimamente ligada ao extrativismo para 

a produção de corantes e devido a ação antrópica sobre a Mata Atlântica. Na 

Mata Atlântica sul baiana foram encontrados espécimes de pau-brasil com 

variações na morfologia foliar, em simpatria e alopatria, que permitem levantar a 

hipótese da existência de um complexo de formas geneticamente diferenciadas 

em C. echinata. Nesse estudo, essas três variantes morfológicas (SV: variante 

pequeno; MV: variante médio; LV: variante grande) de C. echinata (pau-brasil) na 

região sul baiana foram caracterizadas por meio da técnica de seqüenciamento 

de DNA. No estudo de grupos de plantas com grande complexidade anatômica e 
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morfológica, as análises baseadas em dados moleculares como seqüências do 

DNA cloroplastídico (DNAcp) têm sido fundamentais. Assim, na primeira parte, 

objetivou-se validar o uso de seqüências de DNAcp na análise das relações 

filogenéticas dos variantes de C. echinata. Das duas regiões de DNAcp 

analisadas, os resultados baseados no gene rbcL foram limitados, caracterizando 

ainda essa região como muito conservada para o estudo proposto. Contudo, 

aqueles baseados no intron trnL foram caracterizados como eficientes para serem 

utilizados no auxílio de soluções ligadas a questões filogenéticas de C. echinata. 

Assim, concluiu-se que o intron trnL seria apropriado para o estudo proposto. Na 

segunda parte, objetivou-se investigar as relações filogenéticas entre as variantes 

morfológicas foliares de C. echinata com base no intron trnL. Os resultados 

revelaram diferenças no tamanho das seqüências, no conteúdo AT e no número 

de indels entre os variantes. Na matriz de 640 caracteres resulltantes do 

alinhamento, 152 foram variáveis e 85 informativos para análise de parcimônia. 

Os cladogramas gerados apresentaram topologias semelhantes na distinção dos 

três variantes. Assim, nossas análises indicaram a  ocorrência de um complexo 

de espécies, onde a grande divergência encontrada em C. echinata LV sugere a 

existência de uma nova espécie. 

 

Palavras-chave: Caesalpinioideae; cpDNA; Filogenia molecular; Biodiversidade; 

Mata Atlântica. 
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ABSTRACT 
 
 

JUCHUM, Fabrício do Sacramento, M.S., Universidade Estadual de Santa Cruz, 

Ilhéus, janeiro de 2007. Phylogenetic analysis of the morphological leaf 
variants of Caesalpinia echinata Lam. (brazilwood) in southeastern Bahia 
inferred from DNA sequences. Orientador: Ronan Xavier Corrêa. Co-

orientadores: Marco Antônio Costa e André Márcio Amorim. 
 

Leguminosae is the third largest angiosperm family with approximately 730 genera 

and 19.400 species worldwide, being the second in economic and agricultural 

importance. In more recent classifications, Leguminosae has been treated as a 

single family with three subfamilies. Papilionoideae and Mimosoideae are 

recovered as monophyletic in rbcL analyses, while Caesalpinioideae appears as 

paraphyletic. The pantropical genus Caesalpinia includes about 140 species, 

presenting an extremely complex taxonomic history. The Caesalpinia echinata 

Lam. (brazilwood) which originally had a wide distribution in the Atlantic rainforest 

ranging from Cabo de São Roque, in the state of Rio Grande do Norte, through 

Cabo Frio, in the state of Rio de Janeiro is now reduced to remnants. The high 

reduction in the brazilwood population is intimately linked to the over-exploitation 

of this species for dye production and Atlantic forest destruction. In southern Bahia 

Atlantic Forest, brazilwood specimens with variations in the leaf morphology were 

found either in sympatry or allopatry, raising the hypothesis of a genetic species 

complex under the name C. echinata. In the present study, we characterized the 

three morphological variants (SV: small variant; MV: medium variant; LV: large 

variant) of C. echinata by DNA sequencing. In studies of plants with great 

anatomical and morphological complexity, analyses based on chloroplast DNA 

sequences have been largely used. Herein, we investigated the utility of two 
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different chloroplast DNA regions for the analyses of phylogenetic relationships 

among the C. echinata variants. Variation on the rbcL gene was limited, 

characterizing this chloroplast genome region as very conserved for the proposed 

study. However, the trnL intron presented more variable, confirming this alternative 

region as an informative marker to resolve the relationships within C. echinata. 

Therefore, based on this preliminary evaluation we proposed to investigate the 

relationships among the morphological variants of C. echinata employing the trnL 

intron. Sequencing results revealed differences in the fragment sizes, in the AT 

content and in the number of indels among the variants. Our aligned sequences 

produced a data matrix with 640 characters, being 152 variable and 85 informative 

for the parsimony analysis. The phylogenetics analysis produced cladograms with 

similar results considering the distinction among the three C. echinata variants. 

The present study provides evidence that suggest that at least one of the forms, 

the highly divergent C. echinata large variant, may represent a distinct species. 
 

Key words: Caesalpinioideae; cpDNA; Molecular phylogeny; Biodiversity; Atlantic 

Forest. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

Apesar dos diversos trabalhos com a família Leguminosae (sensu APG II, 

2003; SOLTIS et al., 2005), inúmeras lacunas e discordâncias persistem, 

principalmente em nível específico da sua classificação, provavelmente, devido à 

grande variedade e complexidade morfológica desse grupo. Atualmente existe 

uma concordância sobre a necessidade de comparar as filogenias por diferentes 

bases de dados, buscando desta forma uma maior resolução nas filogenias dos 

organismos com base em técnicas de biologia molecular. 

Caesalpinioideae é composta aparentemente por uma notável mistura de 

relíctos e complexos de uma especiação relativamente recente, provendo muitas 

armadilhas para a sistemática tradicional e as interpretações biogeográficas. 

Assim, muitas características que se tornaram fixadas em grupos avançados de 

legumes podem ser transitórias e instáveis em alguns grupos dessa subfamília 

(POLHILL; VIDAL, 1981). Caesalpinia compreende cerca de 140 espécies 

(LEWIS et al., 2005), das quais Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil), segundo 

Lima et al. (2002) possivelmente, é uma forma vegetal sobrevivente do Terciário 

ou Quaternário, uma “espécie relictual”, com características atípicas, 

apresentando poucas semelhanças com as espécies da subfamília na qual foi 

incluída. Tratando-se de C. echinata, variações na morfologia foliar e na coloração 

do lenho sustentam a hipótese de que, embora o pau-brasil continue sendo 

reconhecido como uma única espécie, novos estudos possivelmente virão 

comprovar, no futuro, a necessidade de distinguir pelo menos algumas variedades 

ou subespécies (LIMA et al., 2002). Na Mata Atlântica sul baiana foram 

encontradas plantas de pau-brasil com variações na morfologia foliar, podendo 

ocorrer tanto em simpatria quanto em alopatria, permitindo levantar a hipótese da 

existência de um complexo em C. echinata.  
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O pau-brasil – Caesalpinia echinata Lam. – é uma planta cuja distribuição 

se estendia por terras da Mata Atlântica, no trecho compreendido entre o Cabo de 

São Roque, no Rio Grande do Norte, até o município de cabo Frio, no Rio de 

Janeiro (FONTES, 1995). A Mata Atlântica, que à época do descobrimento 

margeava toda a costa brasileira, foi reduzida a fragmentos de mata cercadas 

pelas cidades e áreas agrícolas (RIZZINI, 1983). A partir do início do período 

colonial, essa mata passou a ser explorada para extração de madeiras nobres 

como pau-brasil [Caesalpinia echinata Lam.], jacarandá-da-bahia [Dalbergia nigra 

(Vell.) Fr. Allem.], jequitibá-rosa [Cariniana legalis (Mart.) O. Kuntze], peroba-

branca [Tabebuia obtusifolia (Cham.) Bur.], cedro-rosa [Cedrela odorata L.], entre 

outras. No sul da Bahia, esses fragmentos de mata encontram-se preservadas em 

áreas de reservas e associadas ao cultivo do cacau (THOMAS et al., 1998). 

Decorre desses fatos um crescente interesse pela preservação do patrimônio 

Mata Atlântica, assim como de seus elementos constituintes, como o pau-brasil. 

Nas estratégias de conservação, é importante dispor de informações sobre a 

estrutura populacional, especialmente quanto à diversidade genética das árvores 

remanescentes. 

Análises filogenéticas baseadas em dados moleculares têm gerado uma 

grande quantidade de informações, ajudando a dirimir algumas questões não 

resolvidas pelos métodos tradicionais de análise, como também, para questionar 

reconstruções filogenéticas propostas anteriormente. Na genética molecular, 

ferramentas como o seqüenciamento de DNA têm contribuído nos estudos 

filogenéticos. No caso das leguminosas, o DNA cloroplastídico e nuclear têm sido 

os mais utilizados, tendo diferentes regiões estudadas de acordo com o nível 

taxonômico de interesse. 

A reconstrução das relações filogenéticas é essencial para a compreensão 

da origem e diversificação ecológica de um grupo. O presente trabalho visa 

contribuir para o entendimento e uma maior compreensão filogenética das 

variantes morfológicos foliares de C. echinata, espécie de grande interesse 

econômico, ecológico e histórico. A partir dos resultados obtidos, objetiva-se 

delimitar uma filogenia mais robusta, assim como, fornecer dados que visem 

contribuir para futuros trabalhos da espécie em estudo. Os objetivos específicos 

foram: 
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1. Caracterizar regiões cloroplastídicas para o estudo filogenético de 

Caesalpinia echinata; 

2. Construir uma hipótese filogenética com base em seqüências de DNAcp, 

relacionando os resultados obtidos com as características morfológicas; 

3. Contribuir, no sentido de enriquecimento do estudo filogenético do 

complexo C. echinata baseado no cpDNA; 

4. Lançar bases para o enriquecimento de estudos do pau-brasil e outras 

plantas correlatas. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

2.1. Família Leguminosae  
 

A família Leguminosae Juss. ou Fabaceae Lindl. (sensu APG II) é a 

terceira maior família de angiospermas, compreendendo cerca de 727 gêneros e 

19.325 espécies (LEWIS et al., 2005), ficando atrás apenas de Orchidaceae e 

Asteraceae (DOYLE; LUCKOW, 2003). Cronquist (1981, 1988), em seu esquema 

de classificação, considerou os legumes como três famílias independentes. Nos 

estudos recentes, existe um consenso no tratamento da família, com base em 

dados moleculares e não-moleculares, no qual Leguminosae é dividida nas 

subfamílias Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae (Faboideae) (JUDD 

et al., 1999; LEWIS; SCHRIRE, 2003; APG II, 2003; SOLTIS et al., 2005). A 

subfamília Faboideae é a maior com 476 gêneros e aproximadamente 14.000 

espécies (LEWIS et al., 2003); em Mimosoideae, encontram-se 77 gêneros e 

aproximadamente 3.000 espécies (DOYLE; LUCKOW, 2003); Caesalpinioideae é 

formada por 170 gêneros 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 características de 

Mimosoideae e Faboideae. 

Os legumes estão distribuídos através do mundo, em diferentes habitats, 

latitudes e altitudes, nos mais diferenciados ecossistemas. Enquanto que 

Faboideae, considerada a subfamília com o maior número de caracteres 

derivados é cosmopolita, as outras duas subfamílias ocorrem principalmente nas 
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regiões tropicais e subtropicais do globo (HEYWOOD, 1979; POLHILL; RAVEN, 

1981). 

A riqueza dos legumes não pode ser resumida somente à sua importância 

ecológica ou ao grande número e distribuição de suas espécies. 

Economicamente, seu potencial é bastante acentuado incluindo variedades 

alimentícias, medicinais, madeireiras, ornamentais, produtoras de fibras e óleos, 

além de contribuir com a agricultura fixando nitrogênio aos solos. Por isso, 

Fabaceae é a segunda maior família botânica em importância econômica, ficando 

atrás apenas de Poaceae (WOJCIECHOWSKI et al., 2004). Uma característica 

marcante desta família é a simbiose em suas raízes com rizóbios, que permite a 

fixação de nitrogênio atmosférico (SPRENT, 2001). Independentemente da 

ocorrência de fixação simbiótica de nitrogênio, aspecto menos comum entre as 

Caesalpinioideae, as folhas das Leguminosae, que geralmente são compostas e 

de vida curta, são ricas em nitrogênio, quando comparadas com outras espécies 

do mesmo ambiente (MCKEY, 1994). Segundo Lee e Langenheim (1975), as 

leguminosas da subfamília Caesalpinioideae compõem um dos grupos mais 

importantes em produção de resinas e um dos mais conspícuos componentes dos 

ecossistemas equatoriais na África e América do Sul. 

Estudos recentes corroboram a filogenia de Leguminosae, indicando seu 

monofiletismo, sendo esta família pertencente à 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). 

Análises filogenéticas baseadas em dados morfológicos e moleculares inferem 

que Faboideae e Mimosoideae são suportadas como monofiléticas (DOYLE, 

1995; DOYLE et al., 2000; KAJITA et al., 2001; WOJCIECHOWSKI, 2003). 

Entretanto, Luckow et al. (2003) sugerem uma estreita relação de Dinizia com 

Caesalpinioideae, e que novos estudos melhor delimitarão ou não o monofiletismo 

de Mimosoideae. Por outro lado, a subfamília Caesalpinioideae é parafilética com 

sua divergência bastante precoce dentro da família e, segundo Lavim (1987), 

apresentando também alguns gêneros mais próximos a Mimosoideae e outros 

mais relacionados à Faboideae. Ainda, com razoável segurança, pode-se afirmar 

que Caesalpinioideae é a que apresenta o maior número de caráters 
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plesiomórficos, entre as três subfamílias, devido às maiores semelhanças com as 

espécies fósseis que deram origem as plantas com vagens (LIMA et al., 2002). 

Segundo os estudos mais recentes, existe uma concordância na 

organização de Caesalpinioideae, sendo esta dividida em cinco tribos: Cercideae, 

Caesalpinieae, Cassieae, Detarieae e Macrolobieae (BRUNEAU et al., 2001; 

TUCKER et al., 2003). Dentre estas tribos, com base nas últimas análises 

filogenéticas do grupo, Cassieae é considerada como não-monofilética (DOYLE, 

1995; DOYLE et al., 2000; BRUNEAU et al., 2001) e resultados obtidos a partir da 

análise cladística do gênero Caesalpinia, tradicionalmente fixado, confirmam este 

como polifilético (LEWIS; SCHRIRE, 1995). Ao se propor a existência de uma 

filogenia que conecta táxons, passamos de modelos em que as espécies são 

entidades estanques (imutáveis e desconectadas umas das outras) para um 

modelo em que não apenas as espécies, mas também suas características são 

conectadas historicamente (AMORIM, 2002). Apenas Cercideae aparenta ser 

monofilética, sendo esta basal e o primeiro grupo a divergir em Leguminosae 

(BRUNEAU et al., 2001).  

Na tribo Caesalpinieae, encontra-se Caesalpinia, pantropical e contendo 

cerca de 140 espécies. Algumas espécies deste gênero apresentam uma alta 

plasticidade fenotípica, especialmente em suas folhas, com acentuadas variações 

no tamanho e forma dos folíolos (Lewis, 1998). Lewis (1998) em uma revisão do 

gênero Caesalpinia organizou este em cinco grupos mais o subgênero 

Guilandina, com base em caracteres morfológicos, no qual fundiu-se Poincianella 

e Erythrostemon, formando um único grupo. Assim, segundo essa nova 

organização, foram reconhecidos os grupos Libidibia, Brasilettia, Caesalpinia, 

Russellodendron e Poincianella-Erythrostemon. As espécies deste último grupo 

citado, no Brasil, têm sua ocorrência limitada ao nordeste deste país e oeste do 

Mato Grosso e poucas ocupam habitats muito úmidos. Entretanto, Lewis et al. 

(2005) redefiniram Caesalpinia sens. lat. sem os grupos informais e com novos 

gêneros (Coulteria, Erythrostemon, Guilandina, Libidibia, Mezoneuron, 

Poincianella e Tara). Caesalpinia sens. strict. foi reduzido a um único gênero 

contendo 25 espécies. 

Caesalpinia tem uma história taxonômica extremamente complexa, 

caracterizando em parte certa confusão na sua compreensão, refletindo desta 
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forma a necessidade de estudos mais detalhados das espécies, visando uma 

maior elucidação deste gênero (LEWIS, 1998). Ainda, segundo Lima et al. (2002), 

esse grupo apresenta enormes dificuldades em sua classificação devido ao 

grande polimorfismo morfológico e das poucas afinidades entre as plantas. Essa 

alta complexidade pode ser evidenciada quando se analisa uma única população 

de Caesalpinia e depara-se com indivíduos que podem apresentar frutos com ou 

sem glândulas, além de folhas com acentuado polimorfismo morfológico e com 

presença ou ausência de glândulas (LEWIS; SCHRIRE, 1995). Dentre estes 

grupos com alta variabilidade morfológica, tem-se Caesalpinia echinata Lam., a 

qual apresenta acentuada divergência na variação de sua morfologia foliar, 

sugerindo a hipótese de existência de variedades ou subespécies. Segundo Lima 

et al. (2002) essas e outras variações morfológicas, como dureza e coloração do 

lenho, estariam relacionadas à localização geográfica. No entanto, Juchum et al. 

(2005) observaram a ocorrência dessas variantes morfológicas em simpatria, em 

ambientes pouco variáveis bem como em ambientes distintos, permitindo 

descartar que essas variações não sejam devido a simples efeito ambiental, 

ratificando a necessidade de mais estudos e de novas ferramentas que possam 

ajudar na compreensão deste táxon.  

 

2.2. Caesalpinia echinata – Pau-brasil 
 

2.2.1 Histórico e importância sócio-econômica 
 

Possivelmente, baseado em registros fósseis, os legumes surgiram ao 

longo do Cretáceo superior (POLHILL; RAVEN, 1981; LIMA et al., 2002), mais 

precisamente foi a partir do Eoceno na era Terciária que estes tornaram-se mais 

abundantes e diversos. Talvez, não coincidentemente, foi justamente ao final do 

Terciário ou início do Quaternário (LIMA et al., 2002) que surgiu uma das 

espécies de grande valor ecológico e econômico, futuramente vindo a se tornar 

um símbolo nacional e histórico do Brasil, C. echinata Lam. ou mundialmente 

“pau-brasil”. 

Até o ano de 1500, o uso do pau-brasil resumia-se à fabricação de armas e 

obtenção de lenha pelos indígenas (CARDOSO et al., 2001). Apesar do 
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conhecimento das qualidades tintórias dessa árvore pelas populações locais, a 

natureza fornecia-lhes corantes provenientes do urucum e jenipapo, sendo mais 

rápidos e práticos (BUENO, 2002). Logo após a chegada dos portugueses, a 

espécie sofreu uma exploração ininterrupta e intensa, visando atender a indústria 

tintorial européia, ocasionando uma drástica redução de suas populações naturais 

que eram bastante abundantes na Mata Atlântica brasileira (FONTES, 1995; 

BUENO, 2002). 

O pau-brasil é considerado uma madeira de lei de alta qualidade, flexível, 

porém de extrema dureza. Nos primeiros anos do século XVI, o período em que 

foi abundante, era utilizado para construção de navios na indústria naval, assim 

como na construção civil e na fabricação de móveis e artesanato. Também foi 

amplamente utilizado, por volta do século XVII e XVIII, na Europa no tingimento 

de ovos de Páscoa, na produção de laca líquida, na composição de giz colorido e 

até na fabricação de uma pasta de dentes (BUENO; LIMA, 2002). Porém, o uso 

mais conhecido era mesmo para a fabricação de tinta, com a qual se tingia tecido 

e couro. Essa tinta era extraída do cerne da árvore, constituído pelo pigmento 

brasilina, e tinha a coloração alaranjada. Em contato com o ar, havia uma 

oxidação da brasilina, e essa substância se transformava em outra, chamada 

brasileína, de cor vermelha. O cerne era moído e reduzido a pó pelas indústrias 

da França e Itália para obtenção do pigmento vermelho usados para tingir os 

tecidos (OLIVEIRA et al., 2002). Ressalta-se que a popularização do pau-brasil na 

Europa, a partir do século XVI, não se deveu tanto a qualidade de sua 

pigmentação, mas às variadas matizes obtidas de seus pigmentos em tons 

vermelhos até arroxeados (REZENDE et al., 2004). 

No entanto, a partir de meados do século XIX, com a síntese do primeiro 

corante artificial, a malveína, seguiu-se uma intensa atividade industrial resultando 

na síntese da brasilina (REZENDE et al., 2004). Com o declínio do interesse da 

tintura do pau-brasil devido às facilidades do corante sintético, imaginou-se que a 

exploração do mesmo acabasse. Segundo Cardoso et al. (2001), no mesmo 

período que desmoronou o mercado do pau-brasil com a descoberta dos corantes 

sintéticos, descobriu-se que sua madeira era excelente para fabricar arcos de 

violino, violoncelo, viola e contrabaixo, desde então vem sendo usada para a 

confecção de arcos profissionais de alta qualidade. 
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Há alguns anos, com a descoberta das propriedades adstringentes, 

fortificantes e secantes, o uso medicinal do pau-brasil vem crescendo. Sua casca, 

cozida, vem sendo utilizada no combate a diarréia e disenterias, assim como, 

moída e reduzida a pó limpa e fortalece as gengivas. Além disso, estudos 

recentes sugerem que o uso do extrato do pau-brasil pode se revelar um agente 

no combate ao câncer, inibindo o crescimento de tumores. Ainda, segundo Cruz-

Silva et al. (2004), as sementes de C. echinata podem possuir uma importante 

aplicação biomédica devido à presença da proteinase serina, enzima envolvida 

em diferentes processos biológicos ligados à coagulação sangüínea e 

fibrinogênese. 

O papel econômico do pau-brasil é incontestável, influenciando na 

economia mundial, seja na moda, nas finanças ou na indústria. Tornou-se uns dos 

produtos mais negociados da época, iniciando o primeiro ciclo econômico do 

Brasil, também, o primeiro monopólio estatal (BUENO, 2002). Antes de seu 

tratamento botânico e da intitulação de seu nome científico, o pau-brasil recebeu 

várias sinonímias segundo a nacionalidade do grupo explorador dos países 

europeus, como Pau-brasil dos portugueses, Verzino dos Italianos, 

Fernambukholz dos alemães, Bois de Fernambouc dos franceses, Palo Brasil dos 

espanhóis e Brazil-wood ou Pernambucwood dos ingleses. Para os povos nativos,  

era denominado Ibirapitanga, que na língua Tupi se representa por “ibirá = pau + 

pitãga = vermelho”, traduzindo-se como pau-vermelho. Tornou-se conhecido, 

ainda, por diversos outros nomes: Pau-rosado, Pau-de-tinta, Pau-de-pernambuco, 

Muirapiranga, Arabutan, Orobutan e outros (FONTES, 1995). 

Contudo, o pau-brasil realmente entrou para o mundo científico no ano de 

1785, quando o naturalista Lamarck procedeu à descrição da espécie. O gênero 

Caesalpinia (Lineu, 1753) derivou de uma homenagem ao pai da nomenclatura 

botânica Andréa Cesalpino (1519-1603). Caesalpinia echinata, assim batizado 

fazendo uma referência ao termo “echinata” que quer dizer “similar a um ouriço” 

característica conferida da observação do seu fruto, o qual apresenta acúleos na 

face externa, aspecto similar ao do ouriço (LIMA et al., 2002). Adicionalmente, 

segundo Fontes (1995) o epíteto “echinata” faz uma alusão as características dos 

acúleos presentes em extensões do caule e frutos da árvore, lembrando um 

ouriço do mar. 
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2.2.2 Características botânicas e ecológicas 

 
Trata-se de uma planta de porte arbóreo, segundo Lewis (1998) variando 

de 5 a 15 m altura. Entretanto, Lima et al. (2002) descrevem que o porte dos 

exemplares atuais é de 10 a 12 m, trata-se de uma espécie mediana que 

raramente apresenta altura superior a 20 m, contudo existem registros do período 

colonial de indivíduos com até 30 m. Ainda, Fontes (1995) ratifica que C. echinata 

pode alcançar até 30 m de altura em seu habitat natural. Sua copa é bastante 

irregular e densa, tendo a tendência de torna-se frondosa e arredondada, repleta 

de galhos quase sempre ascendentes, com tons variando de cinza-claro nas 

partes mais velhas a verde-escuro nas terminações. Em indivíduos jovens são 

detectados acúleos na extensão do caule, assim como, nos ramos mais novos 

(FONTES, 1995; LIMA et al., 2002). O tronco geralmente irregular, segundo 

Rizzini (1971) e Lima et al. (2002) apresenta um DAP (diâmetro a altura do peito) 

variando entre 30 e 50 cm, raras vezes alcança os 70 cm. Contudo, Fontes (1995) 

afirma que em indivíduos adultos o DAP pode variar de 80 cm a 1 m. A casca 

geralmente apresenta tonalidade acinzentada, contudo nas plantas adultas 

possam surgir manchas castanho-avermelhadas por toda a superfície do tronco 

após o desprendimento da placas irregulares (Figura 1). No interior do tronco, na 

parte mais interna encontra-se o cerne, que na planta adulta varia sua tonalidade 

de castanho-alaranjado ao vermelho-escuro, mais externamente encontra-se o 

alburno, parte mais clara e menos densa do lenho (LIMA et al., 2002). 

Suas folhas são compostas e bipenadas, possuindo alternadamente 3 a 10 

pinas que contêm cada uma, 3 a 21 folíolos oblongo trapeziformes dispostos de 

forma alternada. Adicionalmente, é importante salientar a existência de variações 

na morfologia foliar no que se refere ao número e tamanho dos folíolos (FONTES, 

1995; LEWIS, 1998; LIMA et al., 2002; JUCHUM et al., 2005). O primeiro tipo 

possue um maior número de pinas (5-10) com numerosos folíolos (12-21), porém 

são menores. Em um segundo material observaram-se indivíduos com pinas (3-5) 

e folíolos (3-8) menos numerosos, contudo maiores. Por fim, um terceiro tipo com 

amplos folíolos (LIMA et al., 2002) (Figura 2). 
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A inflorescência do pau-brasil pode ser descrita como uma panícula 

terminal ou racemo, raramente axilar, podendo conter cerca de 15 a 40 flores 

(FONTES, 1995; LEWIS, 1998). Suas flores são hermafroditas e pentâmeras 

(JUDD et al., 1999; TUCKER, 2003). O cálice de cor verde-amarelada é formado 

por cinco sépalas com pilosidade em ambas as faces. A corola possui cinco 

pétalas com intensa coloração amarela, pequenas estrias avermelhadas na parte 

basal e com a pétala mediana destacando-se pela presença de uma mancha 

central vermelho-escura (FONTES, 1995; LEWIS, 1998; LIMA et al., 2002). 

Acredita-se que essa pétala modificada esteja associada à estratégia reprodutiva 

e tenha sua função diretamente relacionada com a atração de agentes 

polinizadores, ou seja, funcione como um bio-sinalizador (LIMA et al., 2002; 

TUCKER, 2003; ZAIA, 2004). O androceu é formado por dez estames livres, com 

tamanhos variados e pilosos. Já o gineceu possui um ovário unilocular de 

superfície densamente pilosa com pequenos acúleos esparsos e muitos óvulos 

(LEWIS, 1998; LIMA et al., 2002) (Figura 3).  

Seus frutos são do tipo legume, conhecidos também como vagem, de 

coloração verde quando imaturos e de cor marrom quando maturos possuem 

deiscência explosiva e são totalmente recobertos por acúleos que se formam logo 

após a floração. Segundo Lira et al. (2003), cada fruto desenvolve de uma a 

quatro sementes, irregularmente orbiculares, chatas e de coloração acastanhada, 

que no momento de abertura da vagem são dispersas até quatro a cinco metros 

da árvore genitora (Figura 4). 
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Figura 1 - Detalhes do tronco e ramo de Caesalpinia echinata. A. ausência de 

acúleos no caule de indivíduo adulto; B. presença de acúleos na 
extensão do caule de indivíduos jovens; C. presença de acúleos nos 
ramos mais novos. (Fotos: Amorim, 2005). 

 

 
Figura 2 - Variantes morfológica foliares de C. echinata: A. variante pequena 

(SV); B. variante média (MV); C. variante grande (LV); D. comparação 
entre as variantes. (Fotos: Amorim, 2005). 

 

 
Figura 3 - Flores de C. echinata: A. ramo com inflorescência; B. detalhe da flor, 

em destaque mancha vermelho-escuro na pétala mediana. (Fotos: 
Fabrício, 2006). 
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Figura 4 - Frutos de C. echinata: A. planta em estádio de frutificação; B. detalhe 

do fruto aberto e das sementes. (Fotos: Fabrício, 2006). 
 

 

Em seu habitat natural, um dos fatores que podem influenciar o 

crescimento e determinar o porte de C. echinata é a disponibilidade de luz. Em 

condições naturais, competindo por luminosidade, a espécie apresenta 

crescimento lento, com caule mais retilíneo e diâmetro reduzido. Por outro lado, 

na ausência de competição por luz observa-se uma formação de copa mais 

rápida e um maior diâmetro do seu caule, além de ser mais ramificado (FONTES, 

1995; LIMA et al., 2002). Em estudos realizados em fragmentos florestais do 

estado do Rio de Janeiro, demontrou-se que a luminosidade pode influenciar a 

taxa de sobrevivência e mortalidade das plântulas, tendo-se verificado que em 

clareiras e bordos da floresta, locais de maior disponibilidade de luz, as taxas de 

mortalidade foram menores e ocorreram maior número de plântulas (LIMA et al., 

2002). Tratando-se de uma espécie “em perigo” de extinção (VARTY, 1998) e 

visando sua reintrodução e conservação in situ, essas informações seriam de 

extrema importância nos programas de plantio do pau-brasil (MELO, 2005). 

Nas populações naturais de C. echinata observou-se que em raras 

situações ocorreu florações em plantas com menos de 10 anos, ainda, pode-se 

definir sua estratégia reprodutiva como supra anual, ou seja, os intervalos de 

produção de flores numa mesma árvore costumam ser superiores a um ano. Suas 

flores são efêmeras, permanecendo abertas após a antese por 12 a 24 horas.  

Por volta de um mês passada a floração, o pau-brasil frutifica e, com cerca de 30 

a 40 dias os frutos estão maduros e dispersando suas sementes. Ressalta-se que 
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tanto a floração quanto a frutificação tendem a acontecer em momentos distintos 

em diferentes regiões do Brasil, sendo que, no nordeste a espécie geralmente 

floresce nos meses de outubro e novembro, e frutificar entre novembro e janeiro. 

Adicionalmente, variações na temperatura e nos índices pluviométricos são 

determinantes na quebra de dormência das gemas florais. Assim, o início da 

floração coincide com o final dos períodos secos aparecendo freqüentemente logo 

após as primeiras chuvas os botões florais (LIMA et al., 2002).   

Segundo Zaia (2004), devido à presença de uma pétala modificada, 

característica favorecedora na atração de agentes polinizadores, acredita-se que 

a espécie em estudo seja alógama, ratificando-se essa informação quando se 

verifica o sistema reprodutivo em outras espécies do gênero. Entretanto, devido 

ao tipo de florescimento supra-anual do pau-brasil, a autofecundação não pode 

ser descartada.  

As flores das leguminosas são bastante variáveis em tamanho, forma, cor e 

tipo de polinização. Os polinizadores podem ser abelhas, vespas, formigas, 

borboletas, besouros, pássaros e morcegos, contudo a polinização por abelhas é 

a mais comum (ARROYO, 1981). Ainda, segundo Lewis e Gibbs (1999) e Queiroz 

et al. (2000), várias espécies de Caesalpinia são polinizadas por abelhas 

carpinteiras (Xylocopa sp.). No estudo da morfologia floral de C. echinata, Zaia 

(2004) constatou que a espécie apresenta características capazes de atrair 

polinizadores. Corroborando essa última informação, Lewis et al. (2000) 

concluiram que as abelhas são orientadas pela mancha vermelha presente na 

pétala mediana que reflete a luz ultravioleta absorvida pela combinação vermelha 

ou laranja em várias espécies de Caesalpinioideae. Complementa ainda 

descrevendo que a polinização por abelhas em Caesalpinioideae ocorre 

exclusivamente pelas generalistas. 

Uma planta nativa do litoral brasileiro, cujo habitat natural estendia-se por 

terras da Mata Atlântica, no trecho compreendido entre o Cabo de São Roque, no 

Rio Grande do Norte, até o município de Cabo Frio, no Rio de Janeiro (LIMA, 

1992; FONTES, 1995; LIMA et al., 2002). Segundo Carvalho (1994), sua 

ocorrência é em floresta estacional semidecidual. Adicionalmente, Lima et al. 

(2002) ressaltam que embora o pau-brasil possa ser encontrado em florestas 

pluviais, este é um elemento típico da floresta estacional, com preferência pelo 
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clima árido e solos secos. C. echinata era amplamente dispersa em todas as 

regiões da costa brasileira, pelo menos no trecho entre Rio de Janeiro e Rio 

Grande do Norte, contudo nos últimos 10 anos constatou-se ocorrências de 

populações remanescentes nos estados do RN, PB, PE, AL, BA, ES, RJ e SP 

(LIMA, 1992). Atualmente existem evidências de que sua distribuição geográfica 

esteja restrita à costa brasileira, contudo, devido ao grande extrativismo 

predatório gerando acentuada redução das populações, não se sabe com que 

freqüência essa espécie esteja distribuída ao longo dessa área (CORRÊA, 2003). 

Rocha (2004) observou que a espécie é ainda encontrada nos estados do RJ, AL, 

PE, PB, RN e BA, no entanto, requer medidas de conservação, plantio e 

divulgação. Associada à exploração predatória do pau-brasil, a agricultura 

extensiva e o crescimento das áreas urbanas tem devastado o bioma Mata 

Atlântica, seu habitat natural. Assim, desde 1992 o pau-brasil encontra-se na lista 

das espécies “em perigo” de extinção (BRASIL, 1992; CARDOSO et al., 1998). 

 

2.3. Mata Atlântica: uma síntese 
 

A história evolutiva da Mata Atlântica pode ser resumida em períodos de 

contato com outras biotas de florestas sul-americanas seguidos de períodos de 

isolamento (RIZZINI, 1997). Pode-se inferir ainda que a biota Mata Atlântica é um 

conjunto composto por elementos muito antigos, oriundos do Plioceno, assim 

como, por elementos mais recentes, que colonizaram a região em momentos 

compreendidos no Pleistoceno-Holoceno (HACKETT; LEHN, 1997). Contudo, 

Lima et al. (2002) destacam o início da formação desse bioma no Terciário, mais 

precisamente no Eoceno, o qual se expandiu pelas rugosidades rochosas e 

planícies adjacentes a Serra do Mar ao longo de 50 milhões de anos. 

No entanto, um dos pontos de maior discussão acerca da Mata Atlântica 

seria a delimitação de seus domínios, sobre o qual diversos autores consideram 

diferentes limites para as divisões fitogeográficas propostas para o Brasil (JOLY et 

al. 1991). Assim, o Domínio Mata Atlântica é considerado como uma área 

geográfica que engloba as diferentes fisionomias florestais: Floresta Ombrófila 

Densa, Floresta Ombrófila Mista, Floresta Ombrófila Aberta, Floresta Estacional 
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Semidecídua e Floresta Estacional Decídua; fisionomias não florestais: campos 

de altitude e as formações pioneiras de influência marinha, fluvio-marinha e fluvio-

lacustre; e áreas florestais disjuntas no nordeste (IBGE,1992; CÂMARA, 1996). 

Nos últimos anos, a conclusão geral é que a Floresta Atlântica trata-se de um 

domínio fitogeográfico com diversas fisionomias florestais e não florestais. 

Pressupoe-se ainda que o elevado grau de interdependência entre elas seja 

importante na conservação da biodiversidade e que uma não pode ser 

plenamente conservada sem a outra (OLIVEIRA-FILHO; FONTES, 2000; 

SCUDELER, 2002). A acentuada heterogeneidade fisionômica e florística desse 

conjunto de florestas é, em sua grande maioria, decorrente da complexa 

combinação de fatores geomorfológicos, climáticos, hidrológicos e pedológicos. 

Em síntese, eventos paleoclimáticos também merecem destaque como critério 

para a enorme biodiversidade dessa floresta. No Cenozóico, falhas de grande 

profundidade criaram diferenças pronunciadas no relevo, influenciando os biomas, 

assim como, períodos alternados de clima frio e seco durante o Quaternário, 

principalmente no Pleistoceno, contribuíram na formação de acentuadas 

diferenciações regionais (CÂMARA, 2005). 

Originalmente, a floresta ocupava uma área de cerca de 1.363.000 km², o 

que correspondia a 16% do território nacional e, abrangia total ou parcialmente os 

estados do Piauí, Ceará, Rio Grande do Norte, Paraíba, Pernambuco, Alagoas, 

Sergipe, Bahia, Espírito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, São Paulo, Paraná, 

Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Goiás e Mato Grosso do Sul (IBGE, 1993). 

Contudo, de acordo com os trabalhos mais recentes a realidade física da Mata 

Atlântica é outra, restando menos de 10% de sua área original, mais 

precisamente, segundo Morellato e Haddad (2000) cerca de 7,6%, ou apenas 

7,25% de acordo com dados do MMA (2000) e Câmara (2005). Essa drástica 

redução da floresta está intrinsecamente relacionada com as formas de uso da 

terra e dos modos de produção, ou seja, ao extrativismo (madeira, ouro) e aos 

impactos dos diferentes ciclos econômicos (cana-de-açúcar, café, algodão, fumo, 

agropecuária). Também, devido à concentração das maiores cidades e núcleos 

industriais e de silvicultura (cerca de 80% PIB brasileiro é gerado na região da 

Mata Atlântica), além da acentuada intervenção antrópica caracterizada pela alta 

densidade demográfica com aproximadamente 70% da população brasileira 
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vivendo nessa área (SOUZA, 2000; FAUSTO, 2002; BACKES; IRGANG, 2004; 

PINTO; BRITO, 2005).  

No nordeste brasileiro, com base na distribuição dos tipos vegetacionais, 

estima-se que a Floresta Atlântica cobria uma área contínua com cerca de 76.938 

km², ou 6,4% da extensão da floresta Atlântica brasileira, distribuídas em cinco 

tipos vegetacionais: áreas de tensão ecológica, floresta estacional semidecidual, 

floresta ombrófila aberta, floresta ombrófila densa e formações pioneiras (IBGE, 

1985). Assim como em outras regiões do Brasil, essa floresta no nordeste 

apresenta-se bastante fragmentada e, já em 1998, segundo MMA (2000), restava 

de 5,6 a 8,8% de sua área original. Contudo, Thomas et al. (1998) destacam que 

o percentual da floresta atlântica nordestina em condições de ser preservada é de 

apenas 2%. O mesmo contexto negativo segue-se quando analisamos a situação 

dessa floresta na Bahia, onde as estimativas assustadoras do SOS Mata Atlântica 

(1992) já refletiam lamentavelmente uma enorme perda, onde somente 0,4% da 

floresta original permanecia intacta. 

Estendendo-se do sul de Salvador ao norte do Espírito Santo, a Mata 

Atlântica ocupava uma área de 70.500 km², reduzidos, atualmente, a 27.250 km² 

(ALMEIDA, 2000), e uma zona de aproximadamente 100-200 km de largura, 

tornando-se mais secas à medida que entra no continente. Essa área engloba 

quatro tipos florestais, passando de: Floresta de Restinga para Floresta Úmida 

Sul Baiana, desta para Floresta Estacional e finalmente Floresta de Cipó. A média 

pluviométrica anual também varia em uma faixa de mais de 800 a 1000 mm, e de 

estações sem período seco a períodos secos e chuvosos bem definidos. 

Adicionalmente, cada tipo florestal ocupa uma área aproximada de 50 km de 

largura podendo ainda variar em sua composição (GOUVÊA, 1976; MORI, 1983; 

BARBOSA; THOMAS, 2002).  

Entretanto, apesar de toda a devastação sofrida por essa floresta e dos 

valores negativamente assustadores dessa destruição em massa, o bioma Mata 

Atlântica foi eleito um dos “hotspots” de biodiversidade do mundo, possuindo 

ainda uma alta riqueza biológica a ser descoberta e conservada (MYERS et al., 

2000). Segundo Silva e Casteleti (2005), acredita-se que esse complexo florestal 

abrigue de 1 a 8% da biodiversidade mundial, mesmo com extensas áreas pouco 

conhecidas do ponto de vista biológico. Em linhas gerais a riqueza pontual desse 
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bioma é alta, calcula-se que essa floresta abrigue 20.000 espécies de plantas 

vasculares, sendo 8.000 endêmicas (MYERS et al., 2000). Adicionalmente, Mori 

et al. (1981) estimaram que 53% das espécies lenhosas eram endêmicas da Mata 

Atlântica. Thomas et al. (1998) ratificaram essa riqueza num estudo da flora da 

Reserva Biológica de Una (Município de Una) e de Serra Grande (Município de 

Uruçuca), onde, respectivamente, 44,1 e 41,6% das espécies eram endêmicas 

para a floresta costeira e, 28,1 e 26,5% foram endêmicas para BA-ES. 

O alto grau de devastação e fragmentação ao qual a Mata Atlântica tem 

sido submetida reflete-se em um acentuado número de espécies ameaçadas ou 

extintas, atualmente, pelo menos 367 espécies de plantas e arbustos são 

consideradas ameaçadas (BERNARDES et al., 1990; HILTON-TAYLOR, 2000). 

Segundo Tabarelli et al (2005), além dessas 367 espécies ameaçadas, no plano 

regional, pelo menos 151 espécies de árvores e arbustos são considerados 

ameaçados. Ações antrópicas são os principais fatores responsáveis pela 

degradação e fragmentação de habitats, assim como redução do número de 

indivíduos de muitas espécies. Um exemplo notório é Caesalpinia echinata (pau-

brasil), a primeira espécie vegetal brasileira a tornar-se ameaçada (MELLO FILHO 

et al., 1992). Já no primeiro século de exploração, dois milhões de árvores foram 

derrubadas, uma média de 20 mil por ano ou quase 50 toras por dia (SOUSA, 

1938; DEAN, 1989; SOUZA, 2000; LIMA et al., 2002). Neste contexto, Câmara e 

Galindo-Leal (2005) ratificam que os fragmentos da Mata Atlântica original 

continuam a deteriorar-se, assim como, que a perda da biodiversidade estaria 

diretamente relacionada com a perda de ecossistemas, populações, variabilidade 

genética e espécies, além dos processos ecológicos e evolutivos responsáveis 

pela manutenção dessa diversidade.   Em síntese, observa-se que nas 

estratégias de conservação, manejo e recuperação é importante dispor do 

máximo de informações sobre a estrutura do grupo, especialmente no sentido de 

preenchimento das lacunas existentes. Atualmente, os marcadores moleculares 

têm sido extensivamente utilizados como ferramentas em diversas análises de 

vários grupos (populações, espécies), possibilitando dentre diversos fins detectar 

variações genéticas (AVISE, 2004).  

A extinção de espécies reflete-se em um dano imensurável, isso porque, as 

informações genéticas e as interações ecológicas associadas aos milhões de 
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anos de evolução são únicas de cada espécie. A diminuição dessa variabilidade 

genética e de interações ecológicas está estritamente relacionada com a perda de 

biodiversidade, culminando na extinção de populações locais de plantas e 

animais, causando assim mudanças nos processos ecossistêmicos (GALINDO-

LEAL et al., 2005). Destaca-se que além dos diversos elementos do conjunto de 

variabilidade ecológica, o componente genético da biodiversidade é fundamental, 

pois para a evolução das espécies a variação genética será fornecedora do 

material básico da seleção natural (ALLCOCK et al., 1995). Nos últimos anos, 

diversos estudos baseados em marcadores moleculares têm contribuído na 

ampliação dos conhecimentos biológicos e na melhor compreensão dos inúmeros 

componentes das populações e espécies arbóreas da Mata Atlântica, dentre eles 

pode-se citar: C. echinata (CARDOSO et al., 1998; LIRA et al., 2003; MELO, 

2005); Euterpe edulis (GAIOTO et al., 2003); Dalbergia nigra (ALMEIDA, 2001).  

Nesse contexto, as técnicas genético-moleculares passaram a estar 

associadas às diversas áreas, complementando e sendo complementadas, seja 

pela ecologia, evolução, genética ou botânica. Dentre os vários campos 

beneficiados por estas técnicas, destacamos a sistemática filogenética, na qual os 

dados moleculares têm sido usados para resolver questões filogenéticas de 

grandes grupos, assim como relações filogenéticas de populações e espécies ou, 

ainda, estudos sobre a evolução de características morfológicas, fisiológicas e 

comportamentais (RUSSO, 2001). 

 

2.4. Filogenia Molecular 
 

Com as noções acerca da evolução de que todos os seres vivos partilham 

um único ancestral comum e a estrutura dos organismos de hoje traz gravada em 

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

relações de parentesco entre os organismos. Desta forma, quando propomos a 

existência de conexões entre as espécies, ou seja, existência de uma filogenia, 

passamos de um modelo estanque para um modelo onde tanto as espécies 

quanto suas características são conectadas historicamente (AMORIM, 2002). 

Assim, poderíamos definir filogenia como uma suposta reconstrução da história 

evolutiva de um grupo, indicando os vários níveis nas relações de ancestralidade 
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das espécies com suas espécies descendentes (MIYAKI et al., 2001; AMORIM, 

2002). 

A análise filogenética fornece um referencial evolutivo que permite uma 

maior eficiência no uso do conhecimento sobre as espécies e seus habitats, 

facilitando o gerenciamento do conhecimento biológico (MIYAKI et al., 2001). 

Quando todo o conhecimento biológico sobre a vida é organizado ao redor de 

uma classificação filogenética, o armazenamento dessas informações torna-se 

mais eficiente e conseqüentemente facilita a recuperação dessas informações 

pelos cientistas e pela própria sociedade interessada (AMORIM, 2002). Enfim, 

através da análise filogenética, pode-se compreender os processos evolutivos 

como a especiação, extinção, adaptação e dessa forma inferir a história da 

evolução (SYSTEMATICS AGENDA 2000, 1994). 

Assim, várias abordagens para inferir as relações filogenéticas foram sendo 

desenvolvidas ao longo do século XX, resultando em diversas controvérsias 

acerca tanto de tais relações quanto dos métodos e tipos de dados utilizados para 

chegar-se a elas (AMORIM, 1997, 2002). Estudos filogenéticos têm sido 

realizados utilizando-se tanto dados morfológicos quanto moleculares.  

Atualmente as análises de macromoléculas, em especial do DNA, vêm sendo 

amplamente utilizadas para este fim, caracterizando uma linha de pesquisa 

denominada sistemática molecular. Em grande parte, isto ocorre porque o DNA é 

o próprio material hereditário, cujos dados têm sido gerados de forma rápida e em 

grande quantidade, frente aos recentes avanços tecnológicos na área de biologia 

molecular (JUDD et al. 1999; MATIOLI; PASSOS-BUENO, 2001). 

Os dados moleculares associados às novas ferramentas de análise têm 

contribuído acentuadamente nas mais diversas pesquisas, envolvendo estudos 

sobre irradiações adaptativas (GIVNISH, 2001), a história da diferenciação 

geográfica entre espécies (SCHAAL; OLSEN, 2001), o fluxo gênico  e 

variabilidade genética entre populações (CAIN et al. 2000), os impactos da 

hibridação e poliploidia sobre a especiação, adaptação, expressão gênica e 

evolução cromossômica (RIESERBERG et al. 1996). Essas informações 

moleculares, para a sistemática filogenética, têm sido extensivamente utilizadas 

tanto para esclarecer quanto corroborar ou questionar relações filogenéticas 

propostas. Paralelamente ao avanço dos dados moleculares, os métodos de 
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inferência filogenética vêm-se tornando cada vez mais comuns, sendo ferramenta 

fundamental como fonte de informação biológica em diversas áreas (RUSSO, 

2001). 

Adicionalmente, podemos inferir que a constante busca por filogenias 

precisas supera o ideal puramente descritivo. Assim, a origem das adaptações 

morfológicas pode ser inserida em um contexto filogenético na reconstrução 

segura das mudanças moleculares que originaram novas estruturas (CLEGG et al 

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

filogenéticos para elucidar a diversidade morfológica de algumas estruturas 

(BECKERT; THEIBEN, 2003; KAUFMANN et al., 2005). 

 
2.4.1 Genomas nuclear, mitocondrial e cloroplastídico  

 

A natureza genética das plantas é complexa e de entendimento evolutivo 

em parte limitado. A célula vegetal possui genomas de origem nuclear, 

mitocondrial (DNAmt) e  cloroplastídico (DNAcp), cada um com características 

que definem sua utilidade para resolver questões evolutivas nos diferentes níveis 

(STEBBINS, 1950; WALBOT; CULLIS, 1985; NAHUM, 2001). O DNAmt e o 

DNAcp diferem grandemente em relação ao genoma nuclear, no tamanho e  

número de genes e, principalmente nas taxas e nos padrões de evolução 

(NAHUM, 2001). Segundo Birky (1995, 2001), as mitocôndrias e os cloroplastos 

são herdados de uma maneira não-Mendeliana em todos os organismos 

estudados. Adicionalmente, Koperlainen (2004) afirma que a herança dos 

genomas citoplasmáticos é freqüentemente materna, mas existem numerosas 

exceções que resultam em diferentes graus de herança paterna ou biparental do 

DNAcp e DNAmt.   

A maior parte das informações genéticas das células vegetais está 

localizada no núcleo. Contudo, no estudo do genoma nuclear nas angiospermas, 

são encontradas algumas dificuldades por causa de seu grande tamanho e 

complexidade, com extensas regiões não-codificantes. As plantas com flores 

possuem um dos maiores genomas entre os organismos vivos (BENNETT et al., 

2000). Estes grandes genomas em parte devem-se à origem poliplóide de muitas 

espécies. Adicionalmente, alguns autores têm proposto que cerca de 30-80% de 
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todas as espécies de plantas podem ter sido originadas por eventos de hibridação 

(GRANT, 1971; STACE, 1980; WHITHAM et al., 1999), o que torna mais 

complexo o estudo evolutivo de alguns grupos.  

Dentre os genes nucleares, o DNA ribossomal (DNAr) é um dos mais 

utilizados nos estudos filogenéticos de plantas (BAKER et al., 2000; CRISP et al., 

2000; JER-MING, 2000; CHAW et al, 2000; MACKINDER 2000; SOLTIS et al., 

2000; MURPHY, et al. 2003; MCMAHON; HUFFORD, 2004). O rDNA é uma 

região do genoma que codifica os componentes do RNA dos ribossomos. O DNAr 

eucariótico está organizado em tandem, com milhares de cópias no genoma. 

Ainda sobre essa região, cada unidade de repetição é formada por genes que 

codificam a subunidade menor (18S) e a subunidade maior (26S), ambas 

separadas pelo rDNA nuclear 5,8S. Essas regiões gênicas são separadas pelos 

espaçadores transcritos internos (ITS), transcritos externos (ETS), assim como, 

pelos espaçadores não transcritos (NTS) e espaçadores intergênicos (IGS) 

(JUDD et al., 1999). 

Diversos autores têm publicado filogenias robustas em diversos grupos de 

plantas com diferentes regiões nucleares, por exemplo, o gene da desidrogenase 

alcoólica (Adh) (SMALL; WENDEL, 2000; FUKUDA et al., 2005). Esse gene 

codifica uma enzima glicolítica (CLEGG et al., 1997; MIYASHITA, 2001), sendo 

esta essencial para o metabolismo anaeróbico das plantas (DOLFERUS et al., 

1994; DOLFERUS et al., 1997). Adicionalmente, esta região pode ser tanto usada 

em estudos filogenéticos em categorias taxonômicas superiores quanto nas 

inferiores (SANG et al., 1997). Outra interessante região para estudos 

filogenéticos seria a histona H3-D (DOYLE et al., 1996; MILLER; BAYER, 2000). 

A H3-D é membro da família multigênica da histona H3, sendo considerada por 

alguns autores como uma alternativa para ITS (KANAZIN et al., 1996; DOYLE et 

al., 1999). Pode-se destacar ainda que as aplicações dessa região vão além do 

seu uso na filogenia, sendo utilizada em estudos de poliploidia (DOYLE et al., 

2002; JOLY; BRUNEAU, 2003), especiação (BARRACLOUGH; VOGLER, 2000) e 

hibridação (TEMPLETON, 2001; DOYLE et al., 2002), dentre outros. 

O genoma do cloroplasto corresponde a uma molécula de DNA circular, 

podendo variar de 120 kb a 220 kb, localizada no interior dos cloroplastos 

existentes no citoplasma de vegetais superiores (NAHUM, 2001). Esse DNA 
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cloroplastídico (cpDNA) geralmente apresenta duas regiões simples, uma grande 

(LSC, large single copy) e uma pequena (SSC, small single copy), com 

aproximadamente 134-160 kb e 80-87 kb, respectivamente. Adicionalmente, no 

cpDNA encontramos regiões repetidas invertidas (IR, inverted repeat), formada 

por dois segmentos idênticos em sentidos opostos, separando os SSC e LSC 

(DOYLE et al., 1995; NAHUM, 2001). As regiões IR podem apresentar um 

tamanho variável, de 12 a 25 kb cada, porém algumas linhagens, nas 

leguminosas, tem perdido estas regiões (DOYLE et al., 1995; PALMER; 

DELWICHE, 1998). 

O cpDNA vem sendo bastante empregado em estudos de filogenia por 

causa de sua estabilidade estrutural, seu padrão de herança e sua taxa de 

mutação. Nos últimos anos, ocorreu uma explosão de publicações sobre filogenia 

molecular, nos diferentes níveis taxonômicos, construídas a partir do cpDNA ou 

em consórcio 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).  

A grande maioria das análises filogenéticas relacionado a plantas, 

dependendo do nível taxonômico, envolvem o gene rbcL, codificador da 

subunidade maior da rubisco (DOYLE et al., 2000; SOLTIS et al, 2000, APG II, 

2003, SALAMIN et al., 2005). Taberlet et al. (1991) publicaram primers universais 

para regiões não-codificadoras plastidiais. Dentre as regiões plastidiais não 

codificadoras melhor estudadas no grupo das angiospermas, nas análises 

filogenéticas, encontram-se o espaçador intergênico trnL-trnF e o intron trnL (MES 

et al., 2000; HOLT et al, 2004; LLEDÓ et al. 2005) (Fig. 1). Essas regiões têm sido 

amplamente utilizadas nas análises filogenéticas nos mais variados níveis 

taxonômicos (MES et al., 2000; BRUNEAU et al., 2001; LEE; WEN, 2003; 

MUSCHNER et al., 2003; HASTON et al., 2005). Não podemos desconsiderar que 

a viabilidade dessas regiões, dentro de um mesmo nível taxonômico, pode ser 

variável dentro dos grupos de organismos, assim como, que já existem diversas 

outras regiões desse genoma com ótima funcionalidade para estudos 

filogenéticos e evolutivos. 
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Figura 5. Caracterização da região cloroplastídica trnL e trnL-F (Taberlet et al., 

1991). O quadrados representam regiões codificantes. 

 

Entretanto, o uso de regiões não-codificantes é muito discutido por alguns 

autores. Segundo Golenberg et al. (1993), algumas seqüências não-codificantes 

contêm mais indels (inserções ou deleções) do que substituições, não devendo 

ser tratados como caracteres informativos. Kelchner (2000) considera que os 

indels podem dificultar o alinhamento das seqüências e a determinação das 

homologias, mas alega que esses trechos contêm informações filogenéticas 

importantes e que devem ser incluídas nas análises.  

A mitocôndria vegetal, semelhantemente ao cloroplasto, apresenta seu 

material genético na forma de DNA circular. Contudo, o tamanho do seu genoma 

pode alcançar grandes valores, variando de 6 kb a 2000kb (JUDD et al., 1999; 

NAHUM, 2001). Pode-se destacar que o genoma mitocondrial (DNAmt) apresenta 

um alto dinamismo em algumas espécies com variações no tamanho, porém, seu 

material genético é muito conservado (EGUIARTE et al., 2003). Adicionalmente, 

Muse (2000) verificou que as taxas de substituição são acentuadamente baixas 

em genes mitocondriais das plantas. Segundo Palmer e Herbon (1988), a pouca 

utilização do DNAmt nas análises filogenéticas de plantas pode estar relacionada 

ao alto grau de recombinação intra-molecular encontrado na maioria das espécies 

estudadas, dificultando o estudo de grandes regiões de seu genoma. 

Segundo Palmer (1992), o DNAmt de plantas tem sido pouco aplicado em 

estudos filogenéticos por causa das características da estrutura e taxa de 

mutação desse genoma. Entretanto, nos últimos anos tem crescido o interesse na 

inclusão do genoma mitocondrial nos estudos filogenéticos. Alguns trabalhos 

abrangendo regiões intrônicas e espaçadoras têm mostrado a promissora 

eficiência dessas seqüências para a sistemática molecular (FREUDENSTEIN; 
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CHASE, 2001; DUMINIL et al., 2002; DOMBROVSKA; QIU, 2004). Uma das 

primeiras regiões investigadas com uso para filogenia é o gene da NADH 

desidrogenase, principalmente os fragmentos correspondentes a subunidade I 

(WISSINGER et al., 1991) e subunidade II (DEMESURE et al., 1995). 

Adicionalmente, Chen e Sun (1998) em seus estudos baseados no DNAmt 

encontraram variação compatível ao de algumas regiões cloroplastídicas e 

nucleares. Destaca-se ainda que outras regiões desse genoma podem conter 

informações filogenéticas muito úteis, principalmente aquelas relacionadas com 

os eventos de inserção e deleção (FREUDENSTEIN; CHASE, 2001). 

  

2.4.2 Ferramentas de análise de dados moleculares 
 

Assim como a natureza dos dados moleculares é bastante diversa daquela 

das características morfológicas, os métodos de análise filogenética utilizando 

seqüências também tiveram de ser adaptados a partir dos métodos tradicionais, e 

novas abordagens foram criadas. Na análise de dados moleculares para a 

inferência filogenética tem sido mais comumente utilizadas quatro abordagens: 

métodos baseados em análise de distância, máxima parcimônia, máxima 

verossimilhança e análise bayesiana (FELSENSTEIN, 1988; SWOFFORD et al., 

1996; Huelsenbeck et al., 2001). Na reconstrução por esses métodos estão 

associadas a estimativa da topologia e a estimativa do valor do comprimento de 

cada ramo, a fim de gerar uma árvore que represente uma inferência estatística 

da árvore verdadeira (NEI; KUMAR, 2000). 

O método de agrupamento de vizinhos ou neighbor-joining (NJ; SAITOU; 

NEI, 1987) é uma simplificação do método de Evolução Mínima (NEI; KUMAR, 

2000), o qual se baseia no cálculo das distâncias evolutivas (GRAUR; LI, 2000) 

para todos os pares e reconstrução de uma árvore que leva em consideração as 

relações entre todas as distâncias (RUSSO et al., 2001; SCHNEIDER, 2003). No 

caso de NJ, a metodologia não busca examinar todas as possíveis topologias, 

mas aquelas que produzem uma árvore refletindo a organização seqüencial de 

vizinhos e minimizem seu comprimento total (SCHNEIDER, 2003). Trata-se de um 

método rápido, apropriado para grandes conjuntos de dados, permitindo 

linhagens com diferentes tamanhos de ramos e substituições múltiplas, no 
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entanto ele mostra apenas uma topologia possível (NEI; KUMAR, 2000). 

Adicionalmente, NJ requer uma menor capacidade computacional podendo levar 

a conclusões similares àquelas obtidas por métodos que requerem mais tempo, 

como Máxima Parcimônia e Máxima Verossimilhança (NEI et al., 1998).  

A Máxima Parcimônia (MP; HENNING, 1966; ECK; DAYHOFF, 1967) é um 

método muito simples, baseado na mudança do estado dos caracteres (GRAUR; 

LI, 2000) e suporta a hipótese de que a via menos complicada é a mais provável, 

minimizando o número de etapas evolucionárias necessárias para explicar um 

determinado evento. Segundo Schneider (2003), o método é baseado na 

premissa de que a árvore mais provável explicaria todas as variações 

encontradas requerendo o menor número de mudanças. Ainda sobre a MP, 

Miyaki et al. (2001) descrevem que este método baseia-se em um modelo 

evolutivo no qual uma mudança é mais provável do que duas, tratando as 

substituições independentemente. Essa metodologia procura todas as topologias 

de árvores possíveis, em busca da árvore mínima ótima. Apesar de fazer análises 

de diferentes topologias, MP é um método que requer um grande tempo de 

comparação, o tamanho dos ramos não é informativo e utiliza-se apenas dos 

sítios informativos (NEI; KUMAR, 2000).  

Ao contrário da MP, o método de Máxima Verossimilhança (MV; CAVALLI-

SFORZA; EDWARDS, 1967; FELSENSTEIN, 1981) baseia-se em testar 

hipóteses ou modelos evolutivos, considerando todos os sítios indistintamente, 

observando qual topologia obtida melhor se adequou ao modelo utilizado 

(PEREIRA et al. 2001; NEI; KUMAR, 2000; SCHNEIDER, 2003). Essa 

metodologia apresenta menor variância em comparação com outros métodos, 

tendendo a ser robusto ao assumir o modelo evolutivo, sendo caracterizado ainda 

por uma boa base estatística. Contudo, devido ao seu grande consumo de 

memória, trata-se de um método moroso quando utilizado na análise com grandes 

bancos de dados (NEI; KUMAR, 2000).  

A caracterização de uma filogenia é baseada sempre em uma estimativa 

que se faz sobre algum processo do passado de um organismo, ao qual não se 

tem mais acesso. Assim, as análises moleculares são ferramentas úteis para 

avaliar, dentre outras coisas, a filogenia das espécies como também para a 

compreensão dos processos de especiação. Desta forma, podemos inferir que a 

 26



reconstrução das relações filogenéticas é essencial para a compreensão da 

origem e diversificação morfológica e ecológica de uma espécie ou de um grupo. 
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3. Capítulo 1- CARACTERIZAÇÃO DE SEQÜÊNCIAS DE DNA 
CLOROPLASTÍDICO PARA ANÁLISE FILOGENÉTICA DAS VARIANTES 

MORFOLÓGICAS FOLIARES DE Caesalpinia echinata Lam. (PAU-BRASIL) 

 

Resumo 
 

Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil) é uma leguminosa de distribuição 

restrita à Mata Atlântica. Na Mata Atlântica sul baiana foram encontrados 

indivíduos de C. echinata com grandes variações na morfologia foliar, que 

permitem levantar a hipótese da existência de distintas variedades, subespécies 

ou espécies. Recentemente, a taxonomia baseada em caracteres morfológicos 

vem buscando maior resolução nas filogenias dos organismos junto à biologia 

molecular. Em estudos filogenéticos de plantas, o DNA cloroplastídico têm sido 

um dos mais utilizados. Neste trabalho objetivou-se validar o uso de seqüências 

de DNA cloroplastídico para a reconstrução filogenética das variantes 

morfológicas de C. echinata. O DNA total de tecido foliar de 82 indivíduos foi 

extraído pelo método CTAB, amplificado por PCR com primers específicos para o 

gene rbcL e o intron trnL. As seqüências obtidas dos produtos PCR foram 

alinhadas com auxílio dos programas BioEdit e ClustalW. As análises 

filogenéticas tiveram um papel exclusivamente de ratificar a viabilidade das 

regiões escolhidas no estudo filogenético. Os dados obtidos apresentaram 

congruência com as diferenças morfológicas das variantes da espécie. A análise 

preliminar dos dendrogramas sugere maior proximidade genética entre as 

variantes pequena e média, e o maior distanciamento da variante com folíolos 

grandes, caracterizando a necessidade de mais estudos sobre a evolução da 

espécie. A região rbcL apresentou limitações, sugerindo-se melhoramento dos 
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métodos. De acordo com os resultados obtidos com a região trnL, esse foi 

caracterizado como eficiente para ser utilizado no auxílio de soluções ligadas a 

questões filogenéticas. 

 

Palavras-chave: Caesalpinioideae; cpDNA; regiões genômicas informativas; 

evolução. 

 

3.1. Introdução 
 

As leguminosas (Leguminosae) são compostas, aparentemente, por uma 

mistura de complexos resultantes de uma especiação relativamente recente, e 

pouco definida pela sistemática tradicional, assim como, pelas interpretações 

biogeográficas. Desta forma, pode-se inferir que muitas características que se 

tornaram fixadas em grupos avançados de Leguminosae são transitórias e 

instáveis em alguns grupos da subfamília Caesalpinoideae (POLHILL; VIDAL, 

1981). Nesta subfamília encontramos o gênero Caesalpinia, pantropical, contendo 

de 120 a 130 espécies e cerca de 25 sinônimos, tendo sua organização composta 

por cinco grupos informais e mais um subgênero. Destaca-se ainda que algumas 

espécies desse gênero são caracterizadas por uma alta plasticidade fenotípica, 

com acentuadas variações no tamanho e forma dos folíolos (LEWIS, 1998).  

Na Mata Atlântica sul baiana foram encontradas plantas com variações na 

morfologia foliar, em Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil), que permitem 

levantar a hipótese da existência de variedades, subespécies ou até mesmo 

espécies diferentes dentro da espécie nominal. Lima et al. (2002) acreditam que 

esta espécie seja uma forma vegetal oriunda do Terciário ou Quaternário, 

destacando a existência de poucas semelhanças desta espécie com as 

integrantes do grupo (caesalpiniáceas) no qual foi integrada. Neste contexto, 

espécies com grande complexidade anatômica e morfológica representam um 

problema para os estudos taxonômicos, surgindo assim a necessidades de novas 

ferramentas que venham corroborar, complementar ou até mesmo redefinir 

organizações vigentes. 
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Nos últimos anos são notórios os inúmeros trabalhos das mais diversas 

áreas que adicionam informações de origem molecular aos estudos. Dentre estes, 

a taxonomia convencional vem buscando maior resolução nas filogenias dos 

organismos junto à biologia molecular. Deste modo, podemos inferir que análises 

filogenéticas baseadas em dados moleculares têm gerado uma grande 

quantidade de informações, ajudando a dirimir algumas questões não-resolvidas 

pelos métodos tradicionais de análise.  

Em estudos filogenéticos de plantas, o DNA de cloroplasto tem sido um dos 

mais utilizados, tendo diferentes regiões estudadas de acordo com o nível 

taxonômico de interesse (TABERLET et al. 1991; GIELLY; TABERLET, 1994). 

Dentre as regiões desse genoma, extensivamente utilizados na inferência 

filogenética, podemos destacar o gene rbcL (carboxilase do difosfato 1,5 da ribose 

– rubisco), geralmente usados nos estudos de categorias taxonômicos superiores. 

Contudo, Gielly e Taberlet (1994), baseados em trabalhos desenvolvidos por 

diferentes autores em distintas famílias, inferiram que este gene pode ser usado 

em categorias taxonômicos inferiores (inter e intra-genéricos). 

Adicionalmente, as regiões plastidiais não-codificadoras têm sido 

amplamente utilizadas nas análises filogenéticas nas mais variadas categorias 

taxonômicas. Entre estas, poderíamos destacar o espaçador intergênico trnL-trnF 

e o intron trnL como integrante das regiões melhor estudadas no grupo das 

angiospermas (MES et al., 2000; HOLT et al, 2004; LLEDÓ et al. 2005). 

Entretanto, existem inúmeras outras regiões desse genoma com grande 

aplicabilidade na filogenia e nos estudos evolutivos das plantas que não podem 

ser desconsideradas. Neste trabalho, objetivou-se validar o uso de seqüências de 

DNA cloroplastídico na análise das relações filogenéticas das variantes 

morfológicas foliares de C. echinata. 

 

3.2. Material e métodos 

 
 3.2.1. Material vegetal 
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As coletas das três variantes morfológicos foliares de Caesalpinia echinata  

(SV- variante pequeno, MV- variante médio, LV- variante grande) foram realizadas 

em populações naturais na região de mata atlântica no Sul da Bahia. Assim, neste 

trabalho, utilizamos materiais provenientes dos municípios de Buerarema, 

Guaratinga, Ilhéus, Itajú do Colônia, Jussari, Mascote, Potiraguá e Porto Seguro 

(Figura 1). 

 
Figura 1 – Áreas de coleta de Caesalpinia echinata na Mata Atlântica no estado 
da Bahia, Brasil. Números representam: 1, Ilhéus; 2, Buerarema; 3, Jussari; 4, 
Mascote; 5, Itajú do Colônia; 6, Potiraguá; 7, Porto Seguro; 8, Guaratinga. 

 

Amostras de folhas de 89 indivíduos foram acondicionadas em sílica-gel 

entre o período de coleta e extração de DNA. Parte desse material botânico 

coletado está depositado no Herbário CEPEC (Vouchers:). Além disso, adotamos 

como estratégia coletar somente indivíduos com DAP ≥ 5 (DAP – diâmetro à 

altura do peito). Foram incluídos na análise seqüências do Genbank (Bauhinia sp. 

– AF206739; Bauhinia hookeri - AF365059 e Caesalpinia ferrea – AF430718), 

utilizados na polarização das árvores. O grupo externo foi selecionado com base 

na literatura (LEWIS; SCHRIRE, 1995).  Para essa primeira caracterização foram 

analizados apenas seis indivíduos de C. echinata, sendo dois indivíduos 

representando cada variante morfológico.  
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3.2.2. Extração do DNA 
 

O DNA genômico total foi extraído do tecido foliar, das amostras de folhas 

acondicionadas em sílica-gel, pelo método de CTAB de acordo com a 

metodologia descrita por Doyle e Doyle (1990), modificada por Grattapaglia & 

Sederoff (1994), Corrêa et al. (1999) e Almeida et al. (2001). 

O material foliar foi macerado em tubos Eppendorf (2 mL) na presença de 

nitrogênio líquido e com auxílio de uma “chave estrela” previamente modificada. 

Posterior à maceração, foram adicionados 700 µL de tampão de extração CTAB 

2% às amostras, agitando-se no vórtex e incubando em banho-maria 65° C por 

cerca de 30-40 minutos, sendo vertidas suavemente a cada 10 minutos. 

A purificação dos ácidos nucléicos iniciou-se com a eliminação das 

proteínas, adicionando-se 700 µL de clorofórmio-alcool isoamílico (24:1) em cada 

amostra, sendo por 5 minutos agitadas suavemente por inversões. Em seguida 

foram centrifugadas por 10 minutos a 14.000 rpm, sendo a fase superior, 

contendo o DNA, transferida para um novo tubo.  

Posteriormente, iniciou-se a precipitação dos ácidos nucléicos, onde foi 

adicionado ao tubo contendo o produto transferido isopropanol gelado (4° C) na 

proporção de 1:1 (sobrenadante:isopropanol), os quais, após suave agitação 

foram incubados por 30 minutos a -20° C. Em seguida, os materiais foram 

centrifugados a 14.000 rpm por 10 minutos a 4° C, formando-se ao final um 

precipitado esbranquiçado. A fase aquosa foi descartada e o pellet (precipitado) 

foi lavado duas vezes com etanol 70% e uma vez com etanol 95%, sendo secado 

a temperatura ambiente. Por fim, o pellet foi ressuspenso em 70 µL de TE-

RNAase (Tris-HCL 10 mmol.L-¹ / EDTA, pH 8,0 a 1 mmol.L-¹ + RNAase a 10 

µg/mL) e incubado em banho-maria por 30 minutos a 37° C para degradar os 

RNAs presentes. 

Após a extração, a avaliação da qualidade e a quantificação do DNA foram 

realizados por meio de gel de agarose 1%. Cada amostra aplicada no gel 

continha 3 µL de DNA, mais 2 µL de H2O e 1 µL de tampão de carregamento tipo 

IV. Adicionalmente, visando estimar a concentração das bandas obtidas do DNA, 

eram aplicadas no gel amostras do DNA λ nas concentrações 50, 100 e 200 ng/ 
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µL. A partir desta fase, todo o DNA obtido foi diluído para a concentração de 10 

ng/ µL, sendo estocado em freezer -20° C. 

 
3.2.3. Amplificação das seqüências 

 

Amostras de DNA de dois indivíduos de cada variante foram amplificadas 

pela técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) em termociclador GeneAmp 

PCR System 9700 da PerkinElmer. Cada amostra a ser amplificada era 

constituída por 3 µL de DNA (10 ng/µL) e 22 µL de uma mistura composta por 

Tampão 10X, dNTP (2,5 mM), BSA (2,5 mM), MgCl2 (50 mM), Primer F (0,9 µm), 

Primer R (0,9 µm), Taq polimerase (1u) e H2O Mili-Q autoclavada.      

Nesse estudo foram selecionados o gene rbcL (ribulose-1,5-bisphosphate 

carboxylase/oxygenase – RUBISCO) e o intron trnL. Esse último corresponde à 

combinação dos primers trnL-c e d (TABERLET et al., 1991). As seqüências dos 

primers estão indicados na tabela 1. 

 
Tabela 1 – Seqüências dos primers utilizados no estudo das variantes 

morfológicas de Caesalpinia echinata.  
Primer Seqüência Sentido 

trnL-c 5’ CGAAATCGGTAGACGCTACG 3’ Forward 

trnL-d 5’ GGGGATAGAGGGACTTGAAC 3’ Reverse 

rbcL F 5’ ATGTCACCACAAACAGARACTAAA 3’ Forward 

rbcL R 5’ CTTTTAGTAAAAGATTGGGCCGAG 3’ Reverse 

 

A amplificação dos fragmentos seguiu as recomendações de Taberlet et 

al., (1991) e Gielly e Taberlet (1994), com pequenas modificações no tempo e na 

temperatura. Para a amplificação dos fragmentos, as amostras foram submetidas 

a um passo inicial de desnaturação a 94°C por dois minutos seguido por 35 ciclos 

de amplificação, após os quais realizou-se um passo de extensão final com cinco 

minutos a 72°C. Os passos dos 35 ciclos foram realizados com a desnaturação a 

94° C por um minuto, pelo anelamento com a temperatuda de 53° C para o primer  

rbcL e 52,3° C para o primer trnL, por fim, o alongamento ou extensão a 72° C por 

dois minutos.  
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Finalizada as amplificações, seus produtos foram analisados por 

eletroforese em gel de agarose 1,0%, corados com brometo de etídio (25 µg/µL) 

para confirmar a presença dos modelos esperados. O tamanho dos fragmentos 

amplificados foi identificado por meio de comparações com padrões conhecidos 

em número de pares de bases de um marcador de peso molecular de 1kb. Os 

resultados obtidos foram observados nos géis sob luz ultravioleta e arquivados 

em forma de imagens digitalizadas no EDAS 240 da KODAK (Figura 2). 

 

3.2.4. Purificação dos produtos PCR 
 

Como etapa inerente ao sequenciamento procedeu-se a purificação do 

produto PCR por via enzimática, sendo utilizado nessa fase as enzimas 

exonuclease (EXO1) e fosfatase alcalina (SAP – Shrip Alkaline Phosphatase). A 

primeira degrada o excesso de primer fita simples e a segunda degrada os 

nucleotídeos não incorporados. Para purificação de 12 µL de produto PCR foram 

utilizados 0,66 µL de exonuclease,  0,66 µL de  fosfatase alcalina e 0,68 µL de 

H2O Mili-Q autoclavada. As amostras foram incubadas no termociclador por 30 

minutos a 37° C e 15 minutos a 80° C, essa última temperatura visa a inativação 

das enzimas. 

 

3.2.5. Seqüenciamento dos fragmentos 
 

Os produtos de PCR purificados foram seqüenciados utilizando o kit de 

seqüenciamento “DYEnamicTM ET Terminator Sequencing Premix” (MegaBaceTM) 

(Amersham Pharmacia Biotech. Inc). Para os seis indivíduos analisados de cada 

variante foram feitas seis repetições de cada amostra, assim como, foi adotado o 

volume de 1,5 µL como ótimo para a reação de sequenciamento para o pau-

brasil. Nas reações, cada primer (sentido R e F) foi colocado separadamente. As 

reações seguiram as recomendações do fabricante com as seguintes 

modificações: 1,5 µL de DNA purificado, 0,5 µL de primer, 1 µL de H2O Mili-Q 

autoclavada e 2 µL de Mix (integrante do kit). 

No termociclador a reação passou por 40 ciclos de amplificação, 

apresentando três ciclos, o primeiro com uma temperatura de 95° C por 10 

segundos, um segundo com 53° C ou 52,3° C (varia com o primer) por 15 
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segundos e o terceiro com 60° C por 1,20 minutos. As temperaturas utilizadas 

para os primers nessa reação são as mesmas da reação de amplificação. 

Posteriormente, os produtos provenientes dessa amplificação foram direcionados 

ao seqüenciador MegaBace DNA Analysis System 1000 (Amersham & Life 

Science) para análise. 

 

3.2.6. Análises filogenéticas 
 

Após obtenção das seqüências, procedeu-se ao alinhamento dos 

fragmentos de DNA seqüenciados, para o qual foi usado o programa ClustalW 

implementado no programa BioEdit (HALL, 1999), seguido de ajustes manuais 

quando necessários. Ressalta-se que a seqüência consenso de cada indivíduo foi 

resultado da análise de seis seqüências, oriundas três do primer foward e três  

reverse. Foram utilizadas na análise apenas as regiões que apresentaram boa 

qualidade, eliminando trechos terminais que poderiam gerar erros de leitura. Os 

caracteres foram polarizados utilizando-se Bauhinia hookeri e Caesalpinia ferrea 

como grupo externo. 

As análises filogenéticas tiveram um papel exclusivamente de ratificar a 

aplicabilidade das regiões escolhidas no estudo filogenético de C. echinata, 

visando verificar a viabilidade das regiões para o estudo proposto. Para isso, de 

posse da matriz, construiu-se uma árvore utilizando o agrupamento de vizinhos 

(NJ – neighbor-joing) (SAITOU; NEI, 1987), baseado no modelo de Jukes e 

Cantor (1969) no programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis), 

versão 1.02 (KUMAR et al., 1993). Adicionalmente, procedeu-se à análise 

filogenética, feita pelo método da máxima verossimilhança (FELSENSTEIN, 1981) 

implementado no programam BioEdit (HALL, 1999). 

 

3.3. Resultados e discussão 
 

Nesta primeira fase do trabalho, foi avaliada a utilidade tanto do gene rbcL 

quanto do intron trnL para o estudo filogenético de C. echinata, levando em 

consideração fatores como a facilidade de amplificação e seqüenciamento e o 

número de caracteres variáveis e informativos filogeneticamente. Assim, podemos 

 35



inferir que ambas as regiões selecionadas para o presente estudo apresentaram 

produtos de amplificação com padrões de bandas similares (Figura 2) ao exposto 

em materiais depositados no banco de dados Genbank, em torno de 560 pb para 

trnL e1400 pb para a região do rbcL, e na literatura consultada (TABERLET et al. 

1991; GIELLY; TABERLET, 1994; KAJITA et al., 2001; HASTON et al., 2005). 

 
 

 
Figura 2 – Análise da qualidade dos produtos PCR com os primers rbcL (1 a 6) e 

trnL (7 a 12) em gel de agarose 1% das variantes morfológicos foliares. 

 

Entretanto, a qualidade dos resultados apresentados no seqüenciamento 

não foram semelhantes ao das amplificações tratando-se do gene rbcL. O produto 

de seqüenciamento oriundo dessa região não apresentou o comprimento de sua 

seqüência igual ao descrito na literatura, apresentando limitações. Assim, 

sugerimos o melhoramento dos métodos para melhor qualificar essa região. Outro 

problema com esse gene é a condição muito conservada de suas seqüências 

observada para a espécie aqui analisada, que seria limitado para um estudo de 

categorias taxonômicos inferiores. Contudo, apesar de muitos trabalhos 

ratificarem essa condição conservada do gene (GIELLY; TABERLET, 1994; 

DOYLE et al., 2000), existem trabalhos com diferentes grupos de plantas que 

sugerem o uso desse gene para trabalhos com categorias taxonômicos inferiores 
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(XIANG et al, 1993; GADEK; QUINN, 1993; KRON; CHASE, 1993; PRICE; 

PALMER, 1993; CONTI et al., 1993; SOLTIS et al., 1993). O padrão de 

comprimento da seqüência, apresentado pelo intron trnL (SV- 547 pb, MV- 554 pb 

e LV- 565 pb), enquadrou-se nos padrões encontrados na literatura para as 

leguminosas (TABERLET et al. 1991; BRUNEAU et al. 2001; HASTON et al., 

2005). 

A freqüência dos pares de bases variou entre as regiões estudadas, sendo 

que nas seqüências do gene rbcL foi mais uniforme, aproximadamente 50%. 

Contudo na região do trnL foi desigual, com a proproção de bases A-T em torno 

de 65%. Essa maior concentração de A-T é pertinente, haja vista que trnL é uma 

região de intron do cloroplasto, já tendo sido observado esse padrão em outros 

trabalhos (PALMER, 1991; SMALL et al., 1998). O número de indels também foi 

diferenciado entre as variantes do pau-brasil, sendo um em LV, três em MV e seis 

em SV (Figura 3). Kelchner (2000) considera que os indels podem dificultar o 

alinhamento das seqüências e a determinação das homologias, mas alega que 

esses trechos contêm informações filogenéticas importantes e que devem ser 

incluídas nas análises. Adicionalmente, Golenberg et al. (1993), Gielly e Taberlet 

(1994) e Small et al. (1998) inferem que seqüências não-codificantes geralmente 

acumulam indels e substituições em taxas muito mais altas que as regiões 

gênicas, sendo de grande valia para estudos filogenéticos. 

No agrupamento feito com base na distância genética de Jukes Cantor, 

pelo método de neighbor-joining, a partir dos dados da região do rbcL, as 

variantes não foram agrupados conforme suas características morfológicas, 

apresentando-se de forma incongruente no cladograma (Figura 4), ou seja SV 

(variante pequena) com LV (variante grande) e LV com MV (variante média). 

Ressalta-se que em uma das amostras, PC1 (MV), o resultado do 

seqüenciamento não foi satisfatório, sendo este descartado da análise (Figura 4). 

Apesar de sua aplicabilidade demonstrada na literatura em estudos filogenéticos 

de leguminosas e diversos outros táxons, a região rbcL mostrou-se ineficiente 

neste estudo que trata de categorias taxonômicas inferiores. Possivelmente, isto 

se deve a uma baixa taxa de evolução desta região genômica, que é considerada 

bastante conservada, limitando seu uso em filogenia de plantas (GIELLY; 

TABERLET, 1994; JUDD et al., 1999). Por outro lado, a análise com base na 
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região do intron trnL foi mais efetiva na distinção entre os variantes morfológicos 

de C. echinata, assim como, no agrupamento dos variantes em congruência com 

a morfologia (SV - ESP08/BU1; MV - PC1/PC2; LV - GL1/GL3) (Figura 5).  

Os resultados das análises filogenéticas realizadas no BioEdit, utilizando o 

método da máxima verossimilhança, foram congruentes com aquelas 

apresentadas no programa MEGA, onde rbcL foi considerado inadequado para 

estudo intra-específico de C. echinata, gerando um resultado incongruente com a 

morfologia (Figura 6). Esses variantes ocorrem tanto em alopatria quanto em 

simpatria, contudo para esse estudo foram utilizados dois matérias de cada 

variante, sendo que SV são oriundos de populações alopátricas e os 

representantes de MV e LV de populações simpátricas. Enfim, em nenhuma 

árvore proveniente de dados da região rbcL obteve-se um padrão, o que nos leva 

a acreditar que novos trabalhos venham complementar e melhor explicar os 

resultados encontrados para esta região. Os motivos dessa incongruência não 

estão bem definidos, poderiam ser em decorrência de ausência de polimorfismo 

entre as variantes, um evento de introgressão no pasado, seleção direcional, 

evolução recente, etc. 

A região do primer trnL apresentou novamente boa viabilidade para o 

estudo proposto, agrupando os variantes com similaridade morfológica (Figura 7). 

Diferentemente, da região do rbcL, caracterizado no cladograma da figura 6, os 

materiais analisados são distintamente agrupados quando comparados com a 

morfologia. De acordo com os resultados obtidos com o primer trnL, esse foi 

caracterizado como eficiente para ser utilizado no auxílio de soluções ligadas a 

questões filogenéticas.  
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            ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                5          15         25         35         45         55                     
CE SV       CTTAATTAGA TTGAGCCTTT GTATGGAAAC CTACCAAGTG AGAACTTTCA AATTCAGAGA  
CE MV       CTTAATTAGA TTGAGCCTTT GTATGGAAAC CTACCAAGTG AGAACTTTCA AATTCAGAGA  
CE LV       CTTAATTAGA TTGAGCCTTT GTATGGAAAC CTACCAAGTG ATAACTTTCA AATTCAGAGA  
 
            ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                65         75         85         95        105        115                    
CE SV       AACCCTGGAA TTAACAATGG GCAATCCTGA GCCAAATCCT GTTTTCCGAA AACCAAGAAG  
CE MV       AACCCTGGAA TTAACAATGG GCAATCCTGA GCCAAATCCT GTTTTCCGAA AACCAAGAAG  
CE LV       AACCCTGGAA TTAACAATGG GCAATCCTGA GCCAAATCCT GTTTTCCGAA AACCAAGAAG  
 
            ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
               125        135        145        155        165        175                
CE SV       AGTTCAGAAA GGGAAAGGGA GAATAAAAAA AGGATAGGTG CAGAGACTCA ACGGAAGCTG  
CE MV       AGTTCAGAAA GGGAAAGGGA GAATAAAAAA AGGATAGGTG CAGAGACTCA ACGGAAGCTG  
CE LV       AGTTCAGAAA GGGAAAGGGA GAATAAAAAA AGGATAGGTG CAGAGACTCA ACGGAAGCTG  
 
            ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
               185        195        205        215        225        235                
CE SV       TTCTAACAAA TGGAGTTGAC GACATTTCGT T-----AGTA AAGGAATCCT TCCATGGAAA  
CE MV       TTCTAACAAA TGGAGTTGAC GACATTTCGT TTCGTTAGTA AAGGAATCCT TCCATCGAAA  
CE LV       TTCTAACAAA TGGAGTTGAC GACATTTCGT TTCGTTAGTA AAGGAATCCT TCCATCGAAA  
 
            ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
               245        255        265        275        285        295                
CE SV       CTCCAGAAAA GAAAGGATCA A-----GGAT GAACATATAT ATACGTA--- ---CTGAAAT  
CE MV       CTCCAGAAAA GAAAGGATCA A-----GGAT GAACATATAT ATACGTA--- ---CTGAAAT  
CE LV       CTCCAGAAAA GAAAGGATCA AATCAAGGAT GAACATATAT ATACGTATAC GTACTTAAAT  
 
            ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
               305        315        325        335        345        355                
CE SV       ACTATTTCAA TTGATTAG-A CCAGACAGAT CCCAAATCTC TATTTTTTAA TATTTATATG  
CE MV       ACTATTTCAA TTGATTAG-A CCAGACAGAC CCCAAATCTC TATTTTTTAA TATTTATATG  
CE LV       ACTATTTCAA TTGATTAGTA CCAGACAGAC CCCAAATCTC TATTTTTTAA TATTTATATT  
 
            ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
               365        375        385        395        405        415                
CE SV       ACAAATGAAA GATGTGAATA GATTCCAAGT TGAAGAAAGA ATCGAATATT TATTGATCAA  
CE MV       ACAAATGAAA GATGTGAATA GATTCCAAGT TGAAGAAAGA ATCGAATATT TATTGATCAA  
CE LV       ACAAATGAAA GATGTGAATA GATTCCAAGT TGAAGAAAGA ATCAAATATT TATTGATCAA  
 
            ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
               425        435        445        455        465        475                
CE SV       ATCATTCACT CCATCATAGT CTGATAGATC TTTTGAAGAA CTGATTAATC GGACGAGAAT  
CE MV       ATCATTCACT CCATCATAGT CTGATAGATC TTTTGAAGAA CTGATTAATC GGACGAGAAT  
CE LV       ATCATTCATT CCATCATAGT CTGATAGATC TTTTGAAGAA CTGAT-AATC GGACGAGAAT  
 
            ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
               485        495        505        515        525        535                
CE SV       AAAGATAGAG TCCCATTCTA CATGTCAA-A CCGACA-CAA TGAAATTTAT AGTAAGAGGA  
CE MV       AAAGATAGAG TCCCATTCTA CATGTCAATA CCGACAACAA TGAAATTTAT AGTAAGAGGA  
CE LV       AAAGATAGAG TCCATTCTAG CATGTCAATA CCGACAACAA TGAAATTTAT AGTAGAGGGA  
 
            ....|....| ....|....| ....|. 
               545        555        565    
CE SV       AAATCCGTCG ACTTTAGAAA TCGTGA 
CE MV       AAATCCGTCG ACTTTAGAAA TCGTGA 
CE LV       AAATCCGTCG ACTTTAGAAA TCGTGA 
 

Figura 3 – Seqüências nucleotídicas do fragmento do intron trnL, na quais os 
trechos com realce correspondem às substituições e aos indels.  

 

 39



 

 
Figura 4 – Cladograma das variantes morfológicas foliares de C. echinata e do 
grupo externo (Bauhinia sp.), obtido a partir de seqüências do gene rbcL, com 
base no método de neighbor-joining (SV – BU1/ESP08; MV – PC2; LV – 
GL1/GL3). 
 

 
Figura 5 - Cladograma das variantes morfológicas foliares de C. echinata e do 
grupo externo (Bauhinia hookeri), obtido a partir de seqüências do intron trnL, com 
base no método de neighbor-joining (SV – BU1/ESP08; MV – PC1/PC2; LV – 
GL1/GL3). 
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Figura 6 - Cladograma baseado no método da máxima verossimilhança, obtido a 
partir de seqüências do gene rbcL das variantes morfológicas foliares de C. 
echinata. Foram utilizados como grupos externos na polarização das árvores: 
Bauhinia hookeri e Caesalpinia ferrea (SV – BU1/ESP08; MV – PC2; LV – 
GL1/GL3). 
 

 
Figura 7 - Cladograma baseado no método de máxima verossimilhança, obtido a 
partir de seqüências do intron trnL das variantes morfológicas foliares de C. 
echinata (SV – BU1/ESP08; MV – PC1/PC2; LV – GL1/GL3). Foram utilizados 
como grupos externos na polarização das árvores: Bauhinia hookeri e Caesalpinia 
ferrea.  
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De fato, segundo Gielly e Taberlet (1994) regiões não-codificantes do DNA 

cloroplastídico podem ser muito apropriadas em estudos filogenéticos, 

principalmente por apresentar muitos sítios informativos em seqüências 

relativamente pequenas. Adicionalmente, podemos destacar que o intron trnL vem 

sendo usado para reconstruir filogenias de grupos em vários níveis taxonômicos 

(BRUNEAU et al., 2001; LEE; WEN, 2004; HASTON et al., 2005; SOLTIS et al., 

2005). Adiconalmente, antecipamos que estão sendo analisadas novas regiões 

cloroplastidicas e nucleares, objetivando uma maior robustez aos resultados aqui 

encontrados, assim como, a previsão de um maior suporte principalmente entre 

os variantes pequeno (SV) e médio (MV). 
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Abstract 
 

Caesalpinia echinata (brazilwood or pernambuco) comprises a complex of three 

morphological leaf variants, characterized by differences in the number and size of the 

pinnae and leaflets, and occuring in allopatric and sympatric populations. In the present 

study, we evaluates the utility of the cpDNA trnL intron in a phylogenetic analysis of the 

three leaf variants along with other species of Caesalpinia and generic relatives. Our 

results support the hypothesis of a species complex occurring under the name C. echinata 

represents a complex of species. The study provides evidence to suggest that at least one of 

the forms, the highly divergent C. echinata large leafleted variant, represents a distinct 

taxon. 

 

Key words: brazilwood, cpDNA, new species, noncoding region, pernambuco, phylogeny 
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Introduction 
 

Caesalpinia echinata is an endangered species in a highly threatened ecosystem 

(Lima et al. 2002). The species originally had a wide distribution in the Atlantic rainforest, 

ranging from Cabo de São Roque, in the state of Rio Grande do Norte, to Cabo Frio, in the 

state of Rio de Janeiro (Fontes 1995; Lima et al. 2002). Currently, this species is found 

naturally in Atlantic Forest remnants, which represent a total of only 7% of the original 

Atlantic Forest (Morellato and Haddad 2000; MMA 2000; Câmara 2005). These remnants 

ocurr in some states of the northeastern region and in the state of Rio de Janeiro (Rocha 

2004).  

Remarkable variations in the leaf morphology of brazilwood or pernambuco trees 

occur naturally throughout the Atlantic Forest of southeastern Bahia, Brazil. The variation 

observed by Lewis (1998) and Lima et al. (2002) is characterized by differences in the 

number and size of the pinnae and leaflets and resolves into three groups which are often 

recognized by local inhabitants. The most common form presents 5-10 pinnae with 12-21 

small leaflets per pinna and has a more extended distribution along the Brazilian coast. The 

second form presents 3-5 pinnae with 3-8 larger leaflets per pinna, differing slightly from 

the most common form, and occurring in the states of Bahia and Espírito Santo. This form 

is also found in the region of Potiraguá, Bahia, (100 km from the coast) showing that the 

distribution extends farther inland. The third form, found in the Rio Pardo valley, in 

southern Bahia, presents much larger leaflets. These three distinct morphotypes are 

hereafter named SV (small variant), MV (medium variant), and LV (large variant), 

respectively (Figure 1) and can occur in sympatry or allopatry. Additional differences 

among the variants are observed in the leaf segmentation. SV and MV are bipinnate and 

LV pinnate. According to Lima et al. (2002) there are also differences in the wood 
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colouring. Due to the morphological variations, the current delimitation of the C. echinata 

is broad. Additionally, we emphasize the lack of an important information about 

morphologic character, as observed in flower and fruit structures of the C. echinata 

morphotypes. 

The intra- and interspecific relationships should be better understood through a 

molecular phylogenetic reconstruction. In the case of brazilwood, the lack of easily 

diagnosed, suitable morphological characteristics makes molecular markers a helpful tool. 

Chloroplast DNA sequences have been widely used in phylogenetic studies of 

Leguminosae at different taxonomic levels (Chase et al. 1993; Doyle et al. 2000; Brouat et 

al. 2001; Pennington et al. 2001; Doyle and Luckow et al. 2003; Herendeen et al. 2003; 

Luckow et al. 2003; Wojciechowski 2003; Simpson et al. 2003; McMahon and Hufford 

2004; Wojciechowski et al. 2004; Luckow et al. 2005; Haston et al. 2005). In the present 

investigation of the relationships among the morphological variants of C. echinata we 

employed the trnL intron. This chloroplast genome region has been successfully used in 

previous interspecific, intrageneric and intergeneric phylogenetic reconstructions (Gielly et 

al. 1996; Bruneau et al. 2000; Bruneau et al. 2001; Lee and Wen 2004). A preliminary 

evaluation of the trnL sequence divergence, found in C. echinata, showed that this 

noncoding region would be informative for the present study.  

Material and Methods 
 

Leaf samples from 89 individuals of the three morphological variants were 

collected from natural populations in southeastern Bahia (in the municipalities of 

Buerarema, Guaratinga, Ilhéus, Itajú do Colônia, Jussari, Mascote, Potiraguá and Porto 

Seguro) (Figure 2) and stored in silica.  
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Total DNA was extracted from the leaves following the CTAB protocol (Doyle and 

Doyle, 1990), as modified by Grattapaglia and Sederoff (1994), Corrêa et al. (1999) and 

Almeida et al. (2001). The PCR amplifications followed the conditions described by 

Taberlet et al. (1991) using the primers trnL-c and trnL-d. The same primers were used for 

the direct sequencing of double stranded PCR products in a MEGABACE automated 

sequencer. Additional accesses for a joint analysis sequence of Caesalpinia and related 

genera were selected from GenBank databases for use in a joint analysis. A list of the taxa 

used in the analysis is shown in table 1. We examined DNA at least six individuals of each 

C. echinata morphotype, with six repetition DNA sequences from each individual. Was 

selected the best sequences representing all morphological variants of the C. echinata 

complex, producing a consensus sequence of each morphotype.  

Sequence alignments were performed with the program Clustal W, and 

implemented in the programs BioEdit (Hall 1999) and MEGA 3.1 (Kumar et al. 2004). 

Indels were treated as new characters. Unweighted maximum parsimony and neighbor 

joining analyses using Jukes-Cantor distance were performed using program MEGA 3.1. 

The robustness of nodes was inferred by bootstrap and jackknife analysis of 10,000 

replicates. 

For the outgroup taxa, we selected two species from the genus Ceratonia and two 

species of Gleditsia, all considered to be close relatives of Caesalpinia (Doyle 1995; Lewis 

and Schrire 1995; Lewis 1998; Bruneau, 2001). 

 

Results and Discussion 
 

Double-stranded DNA amplifications and sequences were obtained for all taxa 

studied. The length of the sequenced fragments in the C. echinata variants ranged from 547 

 49



bp in SV, 554 bp in MV to 565 bp in LV. Similar fragment sizes were obtained for other 

Leguminosae by Taberlet et al. (1991). Our aligned sequences produced a 640 character 

data matrix. Total A-T content in the trnL sequences was around 65%. The A-T 

proportions varied among C. echinata variants, i.e. 65% in the MV, 65,1% in the SV and 

65,8% in the LV variant. The estimated A-T content was similar to that found in previous 

studies for this intron region (Palmer 1991; Small et al. 1998). A variable number of indels 

was also found, being six in the SV, three in the MV and one in the LV variant. Noncoding 

sequences generally accumulate indels and nucleotide substitutions at higher rates than 

coding sequences (Golenberg et al. 1993; Gielly and Taberlet 1994; Small et al. 1998). 

Several of the indels observed show a higher differentiation of the LV compared with the 

other two variants, and this is congruent with the morphological data.  

After the exclusion of the autapomorphies and unvariable characteristics from the 

dataset, 106 variable sites remained, of which 55 were informative for the parsimony 

analysis. The uncorrected sequence divergence ranged from 0% to 8.6% among the 

Caesalpinia species, and the lowest distance (0.2%) was observed between the SV and MV 

variants. The sequence divergence of LV from MV and SV was 3.2% and 3.4%, 

respectively. Additionally, less distance were observed between some well define 

Caesalpinia sens. lat. species when compared with the sequence divergence of C. echinata 

morphotypes. A possible explanation for the low molecular divergence of C. echinata SV 

and C. echinata MV could be the low levels of informative characters of the cpDNA 

region selected or a recent occurrence of the morphotypes, would not have had sufficient 

time to fix the characters. 

Phylogenetic analyses using the genetic distance method and unweighted 

parsimony produced similar results regarding the distinction between the C. echinata 

morphotypes (Figures 3 and 4), reproducing the morphological differences observed. 
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Genetic divergence estimated by neighbor-joining shows a clear differentiation between C. 

echinata LV and the C. echinata MV-SV group. This distance is even higher than some 

distances observed, in the same analysis, among several well-established species. Such 

divergence on a molecular level suggests the presence of additional taxa (see Figure 3). On 

the other hand, C. echinata MV and C. echinata SV, although showing some 

differentiation, are more closely related to each other. 

The inclusion of the gap regions in the parsimony analysis improved the support for 

the branches, especially within the ingroup, although bootstrap support for most clades was 

low. Gap inclusion was also efficiently used in other previous analyses e.g. Lee and Wen 

(2004) in Panax and Haston et al. (2005) in the Peltophorum group of Caesalpinieae. 50% 

or higher majority rule bootstrap consensus and jackknife values from the analyses with 

indels included are shown in figures 4. The two methods are congruent, representing 

similar topologies with moderate support to C. echinata clade. 

According to Lewis (1998), the use of morphological characters for the precise 

positioning of C. echinata within the genus is problematic. An additional problem for the 

study and positioning of this species complex is probably the lack of informations about 

flower and fruit structures. At the moment, no there are taxonomic descriptions of this 

structure on literature, and the unique available information is summarizing in leaf 

morphology and wood colouring. On the other hand, there are high morphological 

variations in the leaf morphology among C. echinata morphotype. Especially in LV pinnae 

and leaflets, the size, number e segmentation are very distinct of the others two variants. 

However, for some plants is necessary prudence because variations in morphological 

characters would be explained by a high plasticity of the species in relation to 

environmental pressures (Brouat et al. 2001). In our case, should be very important to infer 
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that the three C. echinata morphotype can be find in sympatry, could be unjustified to 

consider the leaf morphological differences by plasticity or simple environmental effects. 

Based in molecular data, brazilwood variants were grouped in an unique clade. The 

relationships shown among the three C. echinata variants in the parsimony analysis based 

on the trnL intron sequences show interspecific divergence between the large and small-

medium variants. This result provides support for the suggestion that LV would be better 

recognized as a distinct taxon. 

An alternative or complementary hypothesis to Caesalpinia sensu lato phylogenetic 

relationship not reported before is C. echinata segregate as sister group of the Libidibia 

species (figure 4). Lewis et al. (2005), showed a new positioning for the Caesalpinia 

species where Caesalpinia coriaria, C. sclerocarpa, C. ferrea and C. glabrata now are 

recognize as Libidibia genus. The point is, C. echinata was positioned in the informal 

group Poincianella-Erythrostemon (Lewis, 1998), however Simpson et al. (2003) 

suggested that the species of this informal group would be sister of Pomaria. Additionally, 

Lewis and Schrire (1995) suggested Libidibia as sister group of Russellodendro. Perhaps, 

new considerations and workers about C. echinata using morphological and molecular data 

should be important for the best positioning of this species in Caesalpinia sensu lato, and 

useful to define another clades.  

In our analyses were not found significant data to infer about variations inter and 

intra-population, possibly in next works and with the improvement of the technique those 

information will be show. Populations of C. echinata variants can be finding in allopatric 

and sympatric. Perhaps, an alternative or complementary hypothesis would be a recent 

evolution of this species complex. This would be easily applied when observe the 

relationship of SV and MV, where morphologic and molecular data address for a great 

proximity of these variants. Additionally, observations of morphological and molecular 
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data suggest the hypothesis of hybridization events. Natural populations of the C. echinata 

MV and C. echinata LV are very rare, it difficult to infer about population variations. 

In the present analysis, we reaffirm some relationships well supported by 

morphological data and suggest some alternative relationships among other taxa. We also 

confirm the utility of the trnL intron as an informative marker to resolve the interspecific 

relationships within Caesalpinia. We confirm the distinction among the three variants of C. 

echinata. There is a need to study other regions of the genome, especially faster evolving 

nuclear genes, to better delimit the medium and small leafleted variants. Additional studies 

with another genome region are in progress, and studies about genetic variability inter- and 

intra population. The results from the present study will assist reproductive biology, 

conservation and evolutionary biology studies of C. echinata. 
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Table 1. List of the species of Caesalpinioideae included in the present study and their 
GenBank accession numbers. 

Taxon GenBank Accession 

number 

Reference  

Ceratonia oreothauma Hillc. et al. AY232782 Herendeen et al. 2003 
C. siliqua L. AF365075 Bruneau et al. 2001 
Gleditsia  caspica   Desf.           AY232785 Herendeen et al. 2003 
Gl. triacanthos   L.         AF365096 Bruneau et al. 2001 
Peltophorum dubium (Spreng.) Taub. AY904432 Haston et al. 2005 
P. pterocarpum (DC.) K. Heyne AY899713 Haston et al. 2005 
Parkinsonia  microphylla Torr. AY899716 Haston et al. 2005 
P. raimondoi Brenan AY899726 Haston et al. 2005 
Tachigali myrmecophila (Ducke) Ducke AY899706 Haston et al. 2005 
T. paniculata Aubl. AF430790 Simpson et al. 2003 
Hoffmannseggia  prostrate DC. AF430753 Simpson et al. 2003 
H. ternata Phil. AF430756 Simpson et al. 2003 
Caesalpinia calycina Benth. AF365064 Bruneau et al. 2001 
C. coriaria (Jacq.) Willd. AY899692 Haston et al. 2005 
C. ferrea  Mart. AF430718 Simpson et al. 2003 
C. glabrata Kunth. AF430722 Simpson et al. 2003 
C. sclerocarpa Standl. AF430736 Simpson et al. 2003 
C. exostemma DC. AF430717 Simpson et al. 2003 
C. gilliesii (Hook.) D. Dietr. AF430721 Simpson et al. 2003 
C. exilifolia Griseb. AF430716 Simpson et al. 2003 
C. hughesii G.P. Lewis AF430725 Simpson et al. 2003 
C. pluviosa DC. AF430731 Simpson et al. 2003 
C. trichocarpa Griseb. AF430740 Simpson et al. 2003 
C. yucatanensis Greenm. AF430743 Simpson et al. 2003 
C. echinata Lam. – SV * DQ832647 Present study 
C. echinata Lam. – MV * DQ832648 Present study 
C. echinata Lam. – LV * DQ832649 Present study 
* C. echinata voucher are deposited at Herbaria CEPEC. Voucher are Juchum 131 (C. echinata – SV), 
Juchum 135 (C. echinata – MV) and Juchum 124 (C. echinata – LV). 
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Figures 
 

 

Figure 1. Morphological leaf variants of Caesalpinia echinata: a. SV (small variant); b. 
MV (medium variant); c. LV (large variant); d. comparative morphology of leaves and 
pinnae. 
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Figure 2. Collecting sites of Caesalpinia echinata in the Atlantic Forest in the state of 
Bahia (BA), Brazil. Location numbers represents: 1, Ilhéus; 2, Buerarema; 3, Jussari; 4, 
Mascote; 5, Itajú do Colônia; 6, Potiraguá; 7, Porto Seguro; 8, Guaratinga. 
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Figure 3. Neighbor Joining tree considering Caesalpinia echinata and relatives based on 
plastid trnL intron sequence data. The numbers along the branches represent bootstrap 
values calculated in 10,000 replications. 
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Figure 4. The 50% majority rule bootstrap consensus tree of the 25 most parsimonious 
trees of the trnL intron sequence for Caesalpinia echinata including indels. Numbers above 
the branches represents bootstrap values calculated in 10,000 replications (tree= 25, length 
= 133 steps, CI = 0,88 RI = 0,92), and those below are jackknife in 10,000 replications. 
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5. CONCLUSÕES GERAIS 
 

• Devido às limitações apresentadas pelo primer rbcL, os resultados baseados 

nessa região genômica foram limitados quanto ao número de caracteres 

informativos e dificuldade de seqüenciamento, além de contrariarem a 

congruência dos dados morfológicos. Adicionalmente, essa região foi 

reconhecida como muito conservada para o estudo proposto. Assim, sugere-

se um melhoramento dos métodos. 

 

• De acordo com os resultados obtidos com o primer trnL, esse foi caracterizado 

como eficiente para ser utilizado no auxílio de soluções ligadas às questões 

filogenéticas para estudos que envolvam grupos com baixos níveis 

taxonômicos. 

 

• Os dendrogramas obtidos apresentaram topologias consistentes e os 

resultados corroboram a robustez dos dados oriundos da região trnL. A análise 

com base na região do intron trnL foi efetiva na distinção entre os variantes 

morfológicos foliares de C. echinata, congruentemente com a morfologia. 

 

• Os resultados do presente estudo suportam a ocorrência de um complexo de 

espécies dentro do nome C. echinata. A grande divergência encontrada entre 

o variante C. echinata LV e os outros dois (SV e MV), sugere que o LV seja 

considerado uma espécie distinta. 

 

• Possivelmente, novos estudos envolvendo regiões mais variáveis do genoma 

virão corroborar nossos resultados, assim como, melhor delimitar as relações 

entre C. echinata SV e C. echinata MV. 
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• Adicionalmente, os resultados do presente estudo serão uma importante 

referência para futuros trabalhos com C. echinata, principalmente aos ligados 

a biologia evolutiva do grupo. 
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Apêndice A - Composição nucleotídica do fragmento do intron trnL das espécies 

estudadas. Exceto o total, os valores estão representados em percentagem. 

 
         Espécie              T(%)  C(%)  A(%)  G(%)  Total 
Caesalpinia echinata TRN SV   26.0  16.1  39.1  18.8   547 
Caesalpinia echinata TRN MV   26.2  16.4  38.8  18.6   554 
Caesalpinia echinata TRN LV   26.9  16.1  38.9  18.1   565 
Caesalpinia yucatanensis      27.3  15.6  38.8  18.2   556 
Caesalpinia trichocarpa       26.9  16.6  38.3  18.1   535 
Caesalpinia pluviosa          26.1  16.8  38.4  18.6   547 
Caesalpinia exilifolia        27.7  15.3  38.7  18.2   548 
Caesalpinia exostemma         27.2  15.8  38.5  18.5   556 
Caesalpinia gilliesii         27.9  14.9  38.8  18.5   552 
Caesalpinia hughesii          27.0  16.0  38.8  18.2   556 
Caesalpinia eriostachys       26.1  17.0  38.3  18.5   540 
Caesalpinia calycina          27.5  15.8  39.1  17.6   550 
Caesalpinia ferrea            26.2  16.8  37.9  19.0   546 
Caesalpinia sclerocarpa       26.0  16.8  38.2  19.0   553 
Caesalpinia glabrata          26.0  16.8  38.2  19.0   553 
Caesalpinia coriaria          26.3  16.6  37.8  19.3   555 
Peltophorum dubium            26.5  16.8  37.8  19.0   548 
Peltophorum pterocarpum       26.2  16.6  37.9  19.2   541 
Tachigali paniculata          26.6  17.3  37.7  18.5   531 
Tachigali myrmecophila        26.6  17.4  37.5  18.5   530 
Parkinsonia raimondoi         26.0  17.7  37.7  18.6   549 
Parkinsonia microphylla       26.3  17.5  38.0  18.2   548 
Hoffmannseggia ternate        26.0  16.8  38.3  18.8   553 
Hoffmannseggia prostrate      26.2  16.8  38.3  18.7   546 
Ceratonia siliqua             26.9  16.8  38.3  17.9   457 
Ceratonia oreothauma          26.9  16.8  38.1  18.2   457 
Gleditsia caspica             26.8  16.9  37.9  18.4   544 
Gleditsia triacanthos         27.3  16.7  37.8  18.2   545 
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Apêndice B - Divergência entre as seqüências do fragmento do intron trnL das espécies estudadas. 
  
[          1         2       3         4        5        6         7       8         9        10      11      12       13      14      15      16      17      18       19     20      21      22      23       24    25    26    27    28 ] 
[ 1] 
[ 2]  0.002 
[ 3]  0.034 0.032 
[ 4]  0.047 0.044 0.073 
[ 5]  0.012 0.010 0.037 0.044 
[ 6]  0.042 0.039 0.067 0.010 0.039 
[ 7]  0.042 0.039 0.062 0.039 0.034 0.034 
[ 8]  0.014 0.012 0.039 0.047 0.002 0.042 0.037 
[ 9]  0.022 0.019 0.052 0.029 0.019 0.024 0.024 0.022 
[10]  0.054 0.052 0.081 0.017 0.052 0.017 0.044 0.049 0.037 
[11]  0.054 0.052 0.081 0.022 0.052 0.012 0.047 0.054 0.037 0.029 
[12]  0.060 0.057 0.086 0.022 0.057 0.022 0.052 0.060 0.042 0.019 0.034 
[13]  0.014 0.012 0.039 0.047 0.002 0.042 0.037 0.000 0.022 0.049 0.054 0.060 
[14]  0.049 0.047 0.073 0.017 0.044 0.007 0.039 0.047 0.032 0.024 0.010 0.029 0.047 
[15]  0.022 0.019 0.052 0.029 0.019 0.024 0.024 0.022 0.000 0.037 0.037 0.042 0.022 0.032 
[16]  0.012 0.010 0.037 0.044 0.000 0.039 0.034 0.002 0.019 0.052 0.052 0.057 0.002 0.044 0.019 
[17]  0.034 0.032 0.060 0.042 0.027 0.032 0.032 0.029 0.017 0.044 0.044 0.049 0.029 0.037 0.017 0.027 
[18]  0.034 0.032 0.060 0.042 0.027 0.032 0.032 0.029 0.017 0.044 0.044 0.049 0.029 0.037 0.017 0.027 0.000 
[19]  0.034 0.032 0.060 0.042 0.027 0.037 0.029 0.029 0.017 0.049 0.049 0.054 0.029 0.042 0.017 0.027 0.019 0.019 
[20]  0.037 0.034 0.062 0.044 0.029 0.039 0.032 0.032 0.019 0.052 0.052 0.057 0.032 0.044 0.019 0.029 0.022 0.022 0.002 
[21]  0.032 0.029 0.057 0.039 0.024 0.034 0.029 0.027 0.014 0.042 0.047 0.047 0.027 0.039 0.014 0.024 0.007 0.007 0.017 0.019 
[22]  0.034 0.032 0.060 0.042 0.027 0.037 0.032 0.029 0.017 0.044 0.049 0.049 0.029 0.042 0.017 0.027 0.010 0.010 0.019 0.022 0.002 
[23]  0.014 0.012 0.044 0.047 0.012 0.037 0.042 0.014 0.022 0.054 0.047 0.060 0.014 0.044 0.022 0.012 0.029 0.029 0.034 0.037 0.032 0.034 
[24]  0.014 0.012 0.044 0.042 0.012 0.032 0.037 0.014 0.017 0.049 0.044 0.054 0.014 0.039 0.017 0.012 0.024 0.024 0.029 0.032 0.027 0.029 0.010 
[25]  0.039 0.037 0.070 0.037 0.037 0.032 0.039 0.039 0.022 0.044 0.044 0.049 0.039 0.039 0.022 0.037 0.029 0.029 0.029 0.032 0.027 0.029 0.039 0.034 
[26]  0.039 0.037 0.070 0.037 0.037 0.032 0.039 0.039 0.022 0.044 0.044 0.049 0.039 0.039 0.022 0.037 0.029 0.029 0.029 0.032 0.027 0.029 0.039 0.034 0.000 
[27]  0.037 0.034 0.067 0.034 0.034 0.029 0.039 0.037 0.019 0.037 0.042 0.042 0.037 0.037 0.019 0.034 0.022 0.022 0.027 0.029 0.019 0.022 0.037 0.032 0.012 0.012 
[28]  0.039 0.037 0.070 0.037 0.037 0.032 0.042 0.039 0.022 0.039 0.044 0.044 0.039 0.039 0.022 0.037 0.024 0.024 0.029 0.032 0.022 0.024 0.039 0.034 0.014 0.014 0.002 
 
[1] Caesalpinia echinata TRN SV; [2] Caesalpinia echinata TRN MV; [3] Caesalpinia echinata TRN LV; [4]  Caesalpinia calycina; [5] Caesalpinia férrea; [6] Caesalpinia yucatanensis;  [7]  
Caesalpinia trichocarpa; [8] Caesalpinia sclerocarpa; [9] Caesalpinia pluviosa; [10] Caesalpinia exilifolia; [11] Caesalpinia exostemma; [12] Caesalpinia gilliesii; [13] Caesalpinia glabrata; [14] 
Caesalpinia hughesii; [15] Caesalpinia eriostachys; [16] Caesalpinia coriaria; [17] Peltophorum dubium; [18] Peltophorum pterocarpum; [19] Tachigali paniculata; [20] Tachigali myrmecophila; 
[21] Parkinsonia raimondoi; [22] Parkinsonia microphylla; [23] Hoffmannseggia ternate; [24] Hoffmannseggia prostrate; [25] Ceratonia siliqua; [26] Ceratonia oreothauma; [27 Gleditsia 
caspica; [28] Gleditsia triacanthos. 
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Apêndice C - Sequências nucleotídicas do fragmento do intron trnL das espécies estudadas. 
 

Caesalpinia_echinata_TRN_SV CTTAATTAGA TTGAGCCTTT GTATGGAAAC CTACCAAGTG AGAACTTTCA AATTCAGAGA AACCCTGGAA TTAACAATGG 
Caesalpinia_echinata_TRN_MV .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
Caesalpinia_echinata_TRN_LV .......... .......... .......... .......... .T........ .......... .......... .......... 
Caesalpinia_calycina        .......G.. .........G .......... ....T..... .......... .......... .......... .......... 
Caesalpinia_ferrea          .......G.. .........G .......... .......... .T........ .......... .......... .......... 
Caesalpinia_yucatanensis    .......G.. .........G .......... ....T..... .......... .......... .......... .......... 
Caesalpinia_trichocarpa     ....M..G.. .........G .......... .......... .T........ .......... .......... .......... 
Caesalpinia_sclerocarpa     .......G.. .........G .......... .......... .T........ .......... .......... .......... 
Caesalpinia_pluviosa        .......G.. .........G .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
Caesalpinia_exilifolia      .......G.. .........G .......... ....T..... .......... .......... .......... .......... 
Caesalpinia_exostemma       .......G.. .........G .......... ....T..... .......... .......... .......... .......... 
Caesalpinia_gilliesii       .......G.. .........G .......... T...T..... .......... .......... .......... .......... 
Caesalpinia_glabrata        .......G.. .........G .......... .......... .T........ .......... .......... .......... 
Caesalpinia_hughesii        .......G.. .........G .......... ....T..... .A........ .......... .......... .......... 
Caesalpinia_eriostachys     .......G.. .........G .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
Caesalpinia_coriaria        .......G.. .........G .......... .......... .T........ .......... .......... .......... 
Peltophorum_dubium          .......G.. .........G .......... .......... .T........ .......... .......... .......... 
Peltophorum_pterocarpum     .......G.. .........G .......... .......... .T........ .......... .......... .......... 
Tachigali_paniculata        .......G.. .........G .......... .......... .T........ .......... .......... .......... 
Tachigali_myrmecophila      .......G.. .........G .......... .......... .T........ .......... .......... .......... 
Parkinsonia_raimondoi       .......G.. .........G .......... .......... .T........ .......... .......... .......... 
Parkinsonia_microphylla     .......G.. .........G .......... .......... .T........ .......... .......... .......... 
Hoffmannseggia_ternate      .......GA. .........G .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
Hoffmannseggia_prostrate    .......G.. .........G .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
Ceratonia_siliqua           .......G.. .........G .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
Ceratonia_oreothauma        .......G.. .........G .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
Gleditsia_caspica           .......G.. .........G .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
Gleditsia_triacanthos       .......G.. .........G .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
 
Caesalpinia_echinata_TRN_SV GCAATCCTGA GCCAAATCCT GTTTTCCGAA AACCAAGAAG AGTTCAGAAA GGGAAAGGGA GAATAAAAAA A-GGATAGGT 
Caesalpinia_echinata_TRN_MV .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .-........ 
Caesalpinia_echinata_TRN_LV .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .-........ 
Caesalpinia_calycina        .......... .......... .......... ......T... .......... ..A.G.ATA. A..------. .-........ 
Caesalpinia_ferrea          .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...------. .-........ 
Caesalpinia_yucatanensis    .......... .......... .......... ......T... .......... ....G.ATA. A..------. .-........ 
Caesalpinia_trichocarpa     .......... .......... .......... .......... ....T.T... ....G.ATA. A..------. .-........ 
Caesalpinia_sclerocarpa     .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...------. .-........ 
Caesalpinia_pluviosa        .......... .......... .......... .......... .......... ....G.ATA. A..------. --........ 
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Caesalpinia_exilifolia      .......... .......... .......... ......T... .......... ....G.ATA. A..------. .-........ 
Caesalpinia_exostemma       .......... .......... .......... ......T... .......... ....G.ATA. A..------. .-........ 
Caesalpinia_gilliesii       .......... .......... .......... ......T... .......... ....G.ATA. A..------. .-........ 
Caesalpinia_glabrata        .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...------. .-........ 
Caesalpinia_hughesii        .......... .......... .......... ......T... .......... ....G.ATA. A..------. .-........ 
Caesalpinia_eriostachys     .......... .......... .......... .......... .......... ....G.ATA. A..------. --........ 
Caesalpinia_coriaria        .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...------. .-........ 
Peltophorum_dubium          .......... .......... .......... .......... .........G ....G.ATA. A..------. .-........ 
Peltophorum_pterocarpum     .......... .......... .......... .......... .........G ....G.ATA. A..------. .-........ 
Tachigali_paniculata        .......... .......... .......... .......... .......... ....G.ATA. A..------. .-........ 
Tachigali_myrmecophila      .......... .......... .......... .......... .......... ....G.ATA. A..------. .-........ 
Parkinsonia_raimondoi       .......... .......... .......... .......... .........G ....G.ATA. A..------. .-........ 
Parkinsonia_microphylla     .......... .......... .......... .......... .........G ....G.ATA. A..------. .-........ 
Hoffmannseggia_ternate      .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...------. .-........ 
Hoffmannseggia_prostrate    .......... .......... .....T.... .......... .......... ........A. ...------. .-........ 
Ceratonia_siliqua           .......... .......... .......... .......... .......... .C.CG.ATA. A..------. .-........ 
Ceratonia_oreothauma        .......... .......... .......... .......... .......... .C.CG.ATA. A..------. .-........ 
Gleditsia_caspica           .......... .......... .......... .......... .......... .C..G.ATA. A.C------. .-........ 
Gleditsia_triacanthos       .......... .......... .......... .......... .......... .C..G.ATA. A.C------. .-........ 
 
Caesalpinia_echinata_TRN_SV GCAGAGACTC AACGGAAGCT GTTCTAACAA ATGGAGTTGA CGACATTTCG TT-----AGT AAAGGA---A TCCTTCCATG 
Caesalpinia_echinata_TRN_MV .......... .......... .......... .......... .......... ..TCGTT... ......---. .........C 
Caesalpinia_echinata_TRN_LV .......... .......... .......... .......... .......... ..TCGTT... ......---. .........C 
Caesalpinia_calycina        .......... .......... .......... .......... .A.......C ..TCGTT... ......---. .........C 
Caesalpinia_ferrea          .......... .......... .......... .......... .......... ..TCGTT... ......---. .........C 
Caesalpinia_yucatanensis    .......... .......... .......... .......... .........C ..TCGTT... ......---. .........T 
Caesalpinia_trichocarpa     .......... .......... .......... .......... .........C ..TCGTT... ......---. .........C 
Caesalpinia_sclerocarpa     .......... .......... .......... .......... .......... ..TCGTT... ......---. .........C 
Caesalpinia_pluviosa        .......... .......... .......... .......... .......... ..TCGTT... ......---. .........C 
Caesalpinia_exilifolia      .......... .......... .......... .......... .........C ..TCGTT... ......---. ..T..T...C 
Caesalpinia_exostemma       .......... .......... .......... .......... .........C ..TCGTT... ......---. .........C 
Caesalpinia_gilliesii       .......... .......... .......... .......... .........C ..TCGTT... ......---. .....T...C 
Caesalpinia_glabrata        .......... .......... .......... .......... .......... ..TCGTT... ......---. .........C 
Caesalpinia_hughesii        .......... .......... .......... .......... .........C ..TCGTT... ......---. .........C 
Caesalpinia_eriostachys     .......... .......... .......... .......... .......... ..TCGTT... ......---. .........C 
Caesalpinia_coriaria        .......... .......... .......... .......... .......... ..TCGTT... ......---. .........C 
Peltophorum_dubium          .......... .......... .......... .......... .......... ..TCGTT..G ......---. .........C 
Peltophorum_pterocarpum     .......... .......... .......... .......... .......... ..TCGTT... .....----- -----....C 
Tachigali_paniculata        .......... .......... .......... .......... .......... ..TCGTT... ......---. .........C 
Tachigali_myrmecophila      .......... .......... .......... .......... .......... ..TCGTT... ......---. .........C 
Parkinsonia_raimondoi       .......... .......... .......... .......... .A....C... ..TCGTT... ......---. .........C 
Parkinsonia_microphylla     .......... .......... .......... .......... .A........ ..TCGTT... ......---. .........C 
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Hoffmannseggia_ternate      .......... .......... .......... .......... .......... ..TCGTT... ......---. .........C 
Hoffmannseggia_prostrate    .......... .......... .......... .......... .........C ..TCGTT... ......---. .........C 
Ceratonia_siliqua           .......... ..T....... .......... .....----- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Ceratonia_oreothauma        .......... ..T....... .......... .....----- ---------- ---------- ---------- ---------- 
Gleditsia_caspica           .......... ..T....... .......... .......... .......... ..TCGTT... ......---. .........C 
Gleditsia_triacanthos       .......... ..T....... .......T.. .......... .......... ..TCGTT... ......---. .........C 
 
Caesalpinia_echinata_TRN_SV GAAACTCCAG AAAAGAAAGG ATCAA----- GGATGAACAT ATATA----- -TACGTA--- ---------- --CTGAAATA 
Caesalpinia_echinata_TRN_MV .......... .......... .....----- .......... .....----- -......--- ---------- --........ 
Caesalpinia_echinata_TRN_LV .......... .......... .....ATCAA .......... .....----- -......T-- -------ACG TA..T..... 
Caesalpinia_calycina        .......... .......... .....----- .......... .....TAT-- --GTA..--- ---------- --........ 
Caesalpinia_ferrea          .......... .......... .....----- .......... .....----- ---....--- ---------- --........ 
Caesalpinia_yucatanensis    .......... .......... .....----- .......... .....TAT-- --GTA..--- ---------- --........ 
Caesalpinia_trichocarpa     .......T.. .......... .....----- .......... .....T---- --.....--- ------TACG TA........ 
Caesalpinia_sclerocarpa     .......... .......... .....----- .......... .....----- -......--- ---------- --........ 
Caesalpinia_pluviosa        .......... .......... .....----- .......... .....T---- --.....--- ---------- --......C. 
Caesalpinia_exilifolia      .......... .......... .....----- .......... .....T---- --GTA..--- ---------- --........ 
Caesalpinia_exostemma       .......... .......... .....----- .......... .....TAT-- --GTA..--- ---------- --........ 
Caesalpinia_gilliesii       .......... .......... .....----- ......G... .....TATA- -.GTA..--- ---------- --........ 
Caesalpinia_glabrata        .......... .......... .....----- .......... .....----- -......--- ---------- --........ 
Caesalpinia_hughesii        .......... .......... .....----- .......... .....TAT-- --GTA..--- ---------- --........ 
Caesalpinia_eriostachys     .......... .......... .....----- .......... .....T---- --.....--- ---------- --......C. 
Caesalpinia_coriaria        .......... .......... .....----- .......... .....----- -......--- ---------- --........ 
Peltophorum_dubium          ......T... .......... .....----- .......... ..G..T---- --.....--- ---------- --........ 
Peltophorum_pterocarpum     ......T... .......... .....----- .......... ..G..T---- --.....--- ---------- --........ 
Tachigali_paniculata        .......... .......... .....----- .......... .CG..T---- --.....--- ----CTGAAA TA..--.T.T 
Tachigali_myrmecophila      .......... .......... .....----- .......... .CG..T---- --.....--- ----CTGAAA TA..--.T.T 
Parkinsonia_raimondoi       ........C. .......... .....----- .......... .GG..T---- --.....--- ---------- --........ 
Parkinsonia_microphylla     .......... .......... .....----- .......T.. .CG..T---- --.....--- ---------- --........ 
Hoffmannseggia_ternate      .......... .......... .....----- .......... .....ATATA -......--- ---------- --........ 
Hoffmannseggia_prostrate    .......... .......... ..T..----- .......... .....----- ---....--- ---------- --........ 
Ceratonia_siliqua           ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---TAC---- ---GTA---- --........ 
Ceratonia_oreothauma        ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---TAC---- ---GTG---- --........ 
Gleditsia_caspica           T......... .......... .....----- .......... ...------- ---TA..--- --CGTATACG TA........ 
Gleditsia_triacanthos       T......... .......... .....----- .......... ...------- ---TA..--- --CGTATATG TA........ 
 
Caesalpinia_echinata_TRN_SV ------CTAT TTCAATTGAT TAG-ACCAGA CAGATC---- -CCAAATCTC TATTTTTT-- -AATATTTAT ATGACAAATG 
Caesalpinia_echinata_TRN_MV ------.... .......... ...-...... ....C.---- -......... ........-- -......... .......... 
Caesalpinia_echinata_TRN_LV ------.... .......... ...T...... ....C.---- -......... ........-- -......... ..T....... 
Caesalpinia_calycina        ------T... .......... ..-G...... ....C.---- -......... ........-- -......... .......... 
Caesalpinia_ferrea          ------.... .......... ..-G...... ....C.---- -......... ........-- -.......C. .......... 
Caesalpinia_yucatanensis    ------T... .......... ..-G...... ....C.---- -.......C. ........-- -......... .......... 
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Caesalpinia_trichocarpa     ------.... .......... ..-G...... ....C.---- -......... .......G-- -......... .......... 
Caesalpinia_sclerocarpa     ------.... .......... ..-G...... ....C.AGAC C......... ........-- -.......C. .......... 
Caesalpinia_pluviosa        ------.... .......... ..-G...... ....C.---- -......... ........-- -......... .......... 
Caesalpinia_exilifolia      ------T... .......... ..-G...... ....CT---- -......... ........-- -C........ .......... 
Caesalpinia_exostemma       ------T... ..T.G..... ..-G...... ....C.---- -.......C. ........-- -......... .......... 
Caesalpinia_gilliesii       ------T... .......... ..-G...... ....C.---- -AA....A.. ......G.-- -C........ .......... 
Caesalpinia_glabrata        ------.... .......... ..-G...... ....C.AGAC C......... ........-- -.......C. .......... 
Caesalpinia_hughesii        ------T... ....G..... ..-G...... ....C.---- -.......C. ........-- -......... .......... 
Caesalpinia_eriostachys     ------.... .......... ..-G...... ....C.---- -......... ........-- -......... .......... 
Caesalpinia_coriaria        ------.... .......... ..-G...... ....C.---- -......... ........-- -.......C. .......... 
Peltophorum_dubium          ------.... .......... ..-G...... ....C.---- -.......C. ........-- -C........ .......... 
Peltophorum_pterocarpum     ------.... .......... ..-G...... ....C.---- -.......C. ......G.-- -C........ .......... 
Tachigali_paniculata        ------.A.. .......... ..-G...... ....C.---- -......... ........-- -......... .......... 
Tachigali_myrmecophila      ------.A.. .......... ..-G...... ....C.---- -......... ........-- -......... .......... 
Parkinsonia_raimondoi       ------.... .......... ..-G...... ....C.---- -......... ........T- -C........ .......... 
Parkinsonia_microphylla     ------.... .......... ..-G...... ..C.C.---- -......... ........-- -C........ .......... 
Hoffmannseggia_ternate      ------.... .......... ..-G...... ....C.---- -.......C. ........-- -......... .......... 
Hoffmannseggia_prostrate    ------.... .......... ..-C...... ....C.---- -.......C. ........-- -......... .......... 
Ceratonia_siliqua           ------.... .......... ..-------- --..C.---- -......... ........-- -......... .......... 
Ceratonia_oreothauma        ------.... .......... ..-------- --..C.---- -......... ........-- -......... .......... 
Gleditsia_caspica           ------.... .......... ..-------- --..C.---- -......... .....---TG TC........ .......... 
Gleditsia_triacanthos       ------.... .......... ..-------- --..C.---- -......... .....---TT TC........ .......... 
 
Caesalpinia_echinata_TRN_SV AAAGATGTGA ATAGATTCCA AGTTGAAG-- -----AAAGA ATCGAATATT TAT------T GATCAAATCA TTCACTCCAT 
Caesalpinia_echinata_TRN_MV .......... .......... ........-- -----..... .......... ...------. .......... .......... 
Caesalpinia_echinata_TRN_LV .......... .......... ........-- -----..... ...A...... ...------. .......... ....T..... 
Caesalpinia_calycina        .......... .......... ....A...-- -----..... ..T....... ...------. ......C... ....T..... 
Caesalpinia_ferrea          .......... .......... ........-- -----..... .......... ...------. .......... .......... 
Caesalpinia_yucatanensis    .......... .......... ........-- -----..... .......... ...------. .......... ....T..... 
Caesalpinia_trichocarpa     ....T..AA- ---------- -------.-- -----..... .......... ...------. ..C....... ....T..... 
Caesalpinia_sclerocarpa     .......... .......... ........-- -----..... .......... ...------. ...A...... .......... 
Caesalpinia_pluviosa        .......... .......... ........-- -----..... .......... ...------. .......... .......... 
Caesalpinia_exilifolia      .......... .......... ........-- -----..... .......... ...------. ..AA..C... ....T.T... 
Caesalpinia_exostemma       .......... .......... ........-- -----..... .......... ...------. .......C.. ....T..... 
Caesalpinia_gilliesii       .......... .......... ........-- -----..... .......... ...------. ......C... ....T.T... 
Caesalpinia_glabrata        .......... .......... ........-- -----..... .......... ...------. ...A...... .......... 
Caesalpinia_hughesii        .......... .......... ........-- -----..... .......... ...------. .......C.. ....T..... 
Caesalpinia_eriostachys     .......... .......... -------.-- -----..... .......... ...------. .......... .......... 
Caesalpinia_coriaria        .......... .......... ........GT TGAAG..... .......... ...------. .......... .......... 
Peltophorum_dubium          .......... ..C....T.. ........-- -----..... .......... C..------. ........T. .......... 
Peltophorum_pterocarpum     .......... ..C....T.. ........-- -----..... .......... C..------. ........T. .......... 
Tachigali_paniculata        ....G...-- ---------- ---------- --------.. .......... C..------. .......... .......... 
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Tachigali_myrmecophila      ....G...-- ---------- ---------- --------.. .......... C..------. .......... .......... 
Parkinsonia_raimondoi       .......... ..C....... ........-- -----..... .......... C..------. .......... .......... 
Parkinsonia_microphylla     .......... ..C....... ........-- -----..... .......... C..------. .......... .......... 
Hoffmannseggia_ternate      .......... .......... ........-- -----..... .......... ...------. .......... .......... 
Hoffmannseggia_prostrate    .......... .......... ........-- -----..... .......... ...------. .......... .......... 
Ceratonia_siliqua           .......... ..C....... ........-- -----..... .......... C..------. .......... .......... 
Ceratonia_oreothauma        .......... ..C....... ........-- -----..... .......... C..------. .......... .......... 
Gleditsia_caspica           .......... ..C....... ........-- -----..... .......... C..------. .......... .......... 
Gleditsia_triacanthos       .......... ..C....... ........-- -----..... .......... C..------. .......... .......... 
 
Caesalpinia_echinata_TRN_SV CATA------ ---------- ---------- --GTCTGATA GATCTTTTGA AGAACTGATT AATCGGACGA GAATAAAGAT 
Caesalpinia_echinata_TRN_MV ....------ ---------- ---------- --........ .......... .......... .......... .......... 
Caesalpinia_echinata_TRN_LV ....------ ---------- ---------- --........ .......... .........- .......... .......... 
Caesalpinia_calycina        G...------ ---------- ---------- --........ A......... .......... .......... .......... 
Caesalpinia_ferrea          ....------ ---------- ---------- --........ .......... .......... .......... .......... 
Caesalpinia_yucatanensis    G...ATGATA ---------- ---------- --........ A......... .......... .......... .......... 
Caesalpinia_trichocarpa     G...------ ---------- ---------- --........ .......... .C........ .......... .......... 
Caesalpinia_sclerocarpa     ....------ ---------- ---------- --........ .......... .......... .......... .......... 
Caesalpinia_pluviosa        ....------ ---------- ---------- --........ .......... .......... .......... .......... 
Caesalpinia_exilifolia      G...------ ---------- ---------- --........ A......... .......... .......... .......... 
Caesalpinia_exostemma       G...ATGATA ---------- ---------- --........ A......... .......... .......... .......... 
Caesalpinia_gilliesii       G...------ ---------- ---------- --........ A......... .......... .......... .......... 
Caesalpinia_glabrata        ....------ ---------- ---------- --........ .......... .......... .......... .......... 
Caesalpinia_hughesii        G...ATGATA ---------- ---------- --........ A......... .......... .......... .......... 
Caesalpinia_eriostachys     ....------ ---------- ---------- --........ .......... .......... .......... .......... 
Caesalpinia_coriaria        ....------ ---------- ---------- --........ .......... .......... .......... .......... 
Peltophorum_dubium          ....------ ---------- ---------- --........ .......... .......... .......... .......... 
Peltophorum_pterocarpum     ....------ ---------- ---------- --........ .......... .......... .......... .......... 
Tachigali_paniculata        ....------ ---------- ---------- --........ .......... .......... .......... .......... 
Tachigali_myrmecophila      ....------ ---------- ---------- --........ .......... .......... .......... .......... 
Parkinsonia_raimondoi       ....------ ---------- ---------- --........ ........C. .......... .......... .......... 
Parkinsonia_microphylla     ....------ ---------- ---------- --........ ........C. .......... .......... .......... 
Hoffmannseggia_ternate      ....------ ---------- ---------- --........ .......... .......... .......... .......... 
Hoffmannseggia_prostrate    ....------ ---------- ---------- --........ .......... .......... .......... .......... 
Ceratonia_siliqua           ....------ ---------- ---------- --........ .......... .A........ .......... .......... 
Ceratonia_oreothauma        ....------ ---------- ---------- --........ .......... .A........ .......... .......... 
Gleditsia_caspica           ....------ ---------- ---------- --........ .......... .......... .......... .......... 
Gleditsia_triacanthos       ....------ ---------- ---------- --........ .......... .......... .......... .......... 
 
Caesalpinia_echinata_TRN_SV AGAGTCCCAT TCTACATGTC AA-ACCGACA -CAATGAAAT TTATAGTAAG AGGAAAATCC GTCGACTTTA GAAATCGTGA 
Caesalpinia_echinata_TRN_MV .......... .......... ..T....... A......... .......... .......... .......... .......... 
Caesalpinia_echinata_TRN_LV .......AT. CTAG...... ..T....... A......... ........GA G......... .......... .......... 
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Caesalpinia_calycina        .......... .......... ..T....... A......... .......... .......... .......... .......... 
Caesalpinia_ferrea          .......... .......... ..T....... A......... .......... .......... .......... .......... 
Caesalpinia_yucatanensis    .......... .......... ..T....... A......... .......... .......... .......... .......... 
Caesalpinia_trichocarpa     .......... .......... ..T....... A......... .......... .......... .......... .......... 
Caesalpinia_sclerocarpa     .......... .......... ..T....... A......... .......... .......... .......... .......... 
Caesalpinia_pluviosa        .......... .......... ..T....... A......... .......... .......... .......... .......... 
Caesalpinia_exilifolia      .......... .......... ..T....... A......... .......... .......... .......... .......... 
Caesalpinia_exostemma       .......... .......... ..T....... A......... .GT....... .......... .......... .......... 
Caesalpinia_gilliesii       .......... .........T ..T....... A......... .......... .......... .......... .......... 
Caesalpinia_glabrata        .......... .......... ..T....... A......... .......... .......... .......... .......... 
Caesalpinia_hughesii        .......... .......... ..T....... A......... .......... .......... .......... .......... 
Caesalpinia_eriostachys     .......... .......... ..T....... A......... .......... .......... .......... .......... 
Caesalpinia_coriaria        .......... .......... ..T....... A......... .......... .......... .......... .......... 
Peltophorum_dubium          .......... .......... ..T....... A......... .......... .......... .......... .......... 
Peltophorum_pterocarpum     .......... .......... ..T....... A......... .......... .......... .......... .......... 
Tachigali_paniculata        .......... .......... ..T....... A......... .......... .......... .......... .......... 
Tachigali_myrmecophila      .......... .......... ..T....... A.C....... .......... .........- .......... .......... 
Parkinsonia_raimondoi       .......... .......... ..T....... A......... .......... .......... .......... .......... 
Parkinsonia_microphylla     .......... .......... ..T....... A......... .......... .......... .......... .......... 
Hoffmannseggia_ternate      .......... .......... ..T....... A......... ..C....... .......... .......... .......... 
Hoffmannseggia_prostrate    .......... .......... ..T....... A......... .......... .......... .......... .......... 
Ceratonia_siliqua           .......... .......... ..T....... A......... .......... .......... .......... .......... 
Ceratonia_oreothauma        .......... .......... ..T....... A......... .......... .......... .......... .......... 
Gleditsia_caspica           .......... .......... ..T....... A......... .......... .......... .....-.... .......... 
Gleditsia_triacanthos       .......... .......... ..T....... A......... .......... .......... .......... .......... 
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