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We humans look rather different from a tree.
Without a doubt we perceive the world differently
than a tree does. But down deep, at the molecular
heart of life, the trees and we are essentially

identical.

Carl Sagan



RESUMO

DNA barcoding ¢ uma técnica que visa discriminar individuos e delimitar espécies a partir do
uso de sequéncias nucleotidicas curtas, varidveis e universais. Sua aplicagdo pode ser muito
oportuna para a andlise de materiais biologicos degradados ou imaturos e espécies cripticas,
cujos caracteres morfologicos normalmente ndo sdo informativos. Assim, o presente trabalho
objetivou testar a performance de marcadores moleculares com propriedades de barcode na
tribo Myrteae DC. (Myrtaceae), um grupo rico, taxonomicamente complexo e constituido por
membros que apresentam importancia econdmica, ecoldgica e cultural. Um total de 312
amostras pertencentes a 32 espécies foram selecionadas para a construgdo de uma biblioteca
de referéncia contendo sequéncias dos espagadores internos transcritos do DNA ribossomal
(ITS) e de dois marcadores plastidiais (psbA-trnH e matK). Esses dados foram produzidos
principalmente por estudos de filogenia molecular, tendo sido recuperados da plataforma do
GenBank. A eficiéncia discriminatéria individual das regides foi acessada por meio de
métodos baseados em distancias genéticas, incluindo a caracterizagcdo da variabilidade a nivel
intra e interespecifico, a verificacdo de barcoding gaps e a implementagdo de trés testes de
similaridade entre as sequéncias nucleotidicas no programa TAXONDNA. Trés metodologias
de reconstrugdo filogenética também foram utilizadas para avaliar a capacidade dos
marcadores em formar agrupamentos espécie-especificos, sendo elas o neighbor-joining, a
maxima verossimilhanga e a inferéncia Bayesiana. Os ITS produziram os melhores resultados,
com mais de 50% das espécies apresentando barcoding gaps ou sendo reunidas em clados
exclusivos. Além disso, de 58% a 81% dos individuos foram identificados corretamente com
0 uso desses espacadores nos testes de similaridade e nas filogenias, dependendo da estratégia
adotada. O marcador psbA-trnH foi a segunda regido mais polimorfica, mas teve o pior
desempenho, possivelmente devido a propor¢do consideravel de divergéncias interespecificas
nulas. Ja o matK exibiu taxas de discriminagdo modestas nas analises executadas com o
TAXONDNA, porém insuficientes nos testes de barcoding gap e nas reconstrugdes
filogenéticas, onde foi capaz de identificar no maximo 40% das espécies. O desfecho desse
trabalho sugere que barcodes com origens plastidiais e nucleares diferem quanto a sua
performance em Myrteae, sendo que a aplicacdio da técnica nessa tribo pode ser
comprometida por uma série de fatores caracteristicos de linhagens botinicas complexas,
ainda que estudos com maior abrangéncia amostral devam ser realizados. O potencial dos
candidatos nucleares, entretanto, pode ser aproveitado como ponto de partida para
investigacdes mais profundas e integrativas dentro desse grupo.

Palavras-chave: DNA barcoding; Myrteae; Neotropicos; genética vegetal; bioinformatica.



ABSTRACT

DNA barcoding is a technique that aims to discriminate individuals and delimit species using
short, variable and universal nucleotide sequences. Its application can be very opportune for
the analysis of degraded or immature biological materials and cryptic species, whose
morphological characters are normally uninformative. The present work aimed to test the
performance of molecular markers with barcode properties in the tribe Myrteae DC.
(Myrtaceae), a rich and taxonomically complex group with economic, ecological and cultural
importance. A total of 312 samples belonging to 32 species were selected for the construction
of a reference library containing sequences of the nuclear ribosomal internal transcribed
spacers (ITS) and two plastid markers (psbA-trnH and matK). These data were mainly
produced by molecular phylogeny studies and retrieved from the GenBank platform. The
individual discriminatory efficiency of the regions was accessed by methods based on genetic
distances, including the characterization of variability at intra and interspecific levels,
verification of barcoding gaps and implementation of three similarity tests between nucleotide
sequences in TAXONDNA program. Three phylogenetic reconstruction methodologies were
also used to evaluate the ability of markers to form species-specific clusters, namely
neighbor-joining, maximum likelihood and Bayesian inference. ITS produced the best results,
with more than 50% of the species showing barcoding gaps or being grouped into exclusive
clades. In addition, 58% to 81% of individuals were correctly identified using these spacers in
similarity tests and phylogenies, depending on the strategy adopted. The psbA-trnH marker
was the second most polymorphic region but had the worst performance, possibly due to the
considerable proportion of null interspecific divergences. On the other hand, matK showed
modest discrimination rates in the analyses executed with TAXONDNA but insufficient in the
barcoding gap tests and phylogenetic reconstructions, where it was able to identify at most
40% of the species. The outcome of this work suggests that barcodes with plastid and nuclear
origins differ in terms of performance in Myrteae, and the application of DNA barcoding in
this tribe can be compromised by a series of factors typical of complex botanical lineages,
although studies with greater sample scope should be carried out. However, the potential of
the nuclear candidates can be used as a starting point for deeper and integrative investigations
within this group.

Keywords: DNA barcoding; Myrteae; Neotropics; vegetal genetics; bioinformatics.
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1 INTRODUCAO

Os desafios logisticos, financeiros e taxondmicos envolvidos na identificacao de novas
espécies sdo fatores que ainda dificultam a quantificagdo da verdadeira diversidade biologica
presente na Terra (CAZZOLLA GATTI et al., 2022). A extensdo desse déficit descritivo varia
de acordo com os organismos estudados e também depende das realidades socioeconomicas
contrastantes entre os paises, um panorama que, somado as taxas aceleradas de extingdo em
muitos grupos, cria uma demanda por ferramentas de monitoramento inovadoras (MAIA et
al., 2012). A aplicagdo dessas ferramentas, por sua vez, ¢ mais urgente em territorios que
concentram pontos quentes de biodiversidade global, a exemplo da Mata Atlantica brasileira
(BOLSON et al., 2015) e das florestas tropicais da Mesoamérica (LAHAYE et al., 2008),
considerando que esses locais ainda sao os que apresentam a maior caréncia de recursos
materiais ¢ humanos adequados (MAIA et al., 2012).

Parte desse problema comegou a ser solucionada com a implementagdo de sistemas de
diagnodstico em nivel gendmico. O desenvolvimento de técnicas moleculares como a reagdao
em cadeia da polimerase (PCR) e o sequenciamento de DNA foram imprescindiveis nesse
contexto, garantindo que algumas regides polimorficas do genoma, conhecidas como
marcadores moleculares, pudessem ser amplificadas e caracterizadas em diversos taxa
relacionados, com destaque inicial para microrganismos e invertebrados de complexa
diferenciagdo morfolégica (BROWN; EMBERSON; PATERSON, 1999; BUCKLIN et al.,
1999). Assim, o gene mitocondrial que codifica para a subunidade I da enzima citocromo
oxidase (COI) passou a ser considerado um marcador central em animais, visto que o mesmo
possui em sua sequéncia nucleotidica variagdes capazes de distinguir muitas espécies com boa
resolucdo taxondmica, funcionando de modo similar a um cédigo de barras genético
(HEBERT et al., 2003). A técnica de isolamento de um fragmento de DNA curto e
padronizado, que tem por finalidade identificar um individuo através de comparagdes com
sequéncias previamente disponiveis, popularizou-se, portanto, com a denominagdo de DNA
barcoding (HEBERT et al., 2003).

Apesar de bem estabelecido em muitos animais, o emprego do gene COI como
marcador ¢ inapropriado para a maior parte das espécies de plantas, considerando que o
genoma mitocondrial desses organismos em geral apresenta taxas lentas de substituicdo
(MOWER et al., 2007), além de rearranjos frequentes e transferéncia horizontal de genes
oriundos de parasitas (MOWER et al., 2004). Desse modo, a combinagdo de duas regides

plastidiais, pertencentes aos genes que codificam para a subunidade maior da enzima
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ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (rbcL) e para a proteina maturase K (matK), foi
recomendada como principal alternativa de barcode em plantas terrestres, ainda que
apresentando um éxito classificatorio de apenas 72% (CBOL PLANT WORKING GROUP,
2009).

A despeito dos entraves, os avangos nessa metodologia promoveram impactos
significativos em inimeras areas do conhecimento, contornando alguns problemas inerentes a
identificacdo baseada apenas em caracteres morfologicos. Essas limitagdes incluem a
presenca de plasticidade fenotipica e espécies cripticas, a dependéncia por individuos
pertencentes a um determinado sexo ou estagio do ciclo de vida, além da demanda por
profissionais habilitados na manipulagdo de chaves dicotomicas e com expertise em grupos
biologicos especificos (HEBERT et al., 2003). Para garantir que a investigacao de espécies
baseada no DNA seja eficaz, no entanto, ¢ fundamental que existam bibliotecas de referéncia
com boa qualidade e ampla cobertura, compostas por sequéncias nucleotidicas que estejam
associadas a um espécime previamente descrito e depositado como material testemunho
(voucher) em uma colecao cientifica (JONES et al., 2021). A existéncia de grandes bancos de
dados, como o Barcode of Life Data System (BOLD) (RATNASINGHAM; HEBERT, 2007) e
o GenBank (BENSON et al, 2012) ¢ de grande valia nesse sentido, garantindo que
informagdes gendmicas possam ser armazenadas e estejam prontamente acessiveis para o
cruzamento de dados em analises posteriores.

O fato de que muitas bibliotecas ainda estao incompletas ou apresentam uma escassez
substancial de dados, reitera, portanto, a necessidade de aumento dos esforcos futuros de
sequenciamento, com prioridade para grupos ricos em espécies, com individuos ameagados e
cuja diferenciacao pela morfologia seja complicada. Ao considerar a perspectiva botanica e o
panorama nacional, esses grupos podem abranger familias como Lauraceae, Rubiaceae,
Fabaceae, Melastomataceae e Myrtaceae (DE LIMA et al., 2018). Muitos individuos dessa
ultima destacam-se pela relevancia economica e cultural, incluindo a pimenta-da-jamaica
(Pimenta dioica (L.) Merr.), a pitanga (Eugenia uniflora L.), as jabuticabas (Plinia spp.), o
cravo-da-india (Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M.Perry) e os eucaliptos (Corymbia
spp., Eucalyptus spp.), provendo frutos ricos em compostos bactericidas, antioxidantes e
antiinflamatdrios, condimentos, antissépticos, oleos essenciais, fibras de celulose e madeira,
além de serem muitas vezes empregados no paisagismo, na arborizagdao urbana e na
recuperagdo de areas degradadas (CORADIN; SIMINSKI; REIS, 2011; PROENCA et al.,
2022).
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A existéncia de um grande numero de espécies €, entretanto, um aspecto que desafia a
delimitagdo de subgrupos monofiléticos em Myrteae DC., tribo a qual estdo subordinados
todos os membros brasileiros de Myrtaceae (FLICKINGER et al., 2020; PROENCA et al.,
2022). Os géneros nativos da regido Neotropical, que engloba desde a Florida e ilhas
caribenhas até o cone sul da América do Sul (LUCAS et al., 2007), sdo frequentemente
considerados pesadelos taxonomicos (MCVAUGH, 1968), com algumas espécies
apresentando centenas de sindonimos em decorréncia de eventos sucessivos de descri¢ao. A
uniformidade das estruturas vegetativas e reprodutivas dentro do grupo muitas vezes limita o
nimero de caracteres taxonomicamente informativos (FLICKINGER et al., 2020), ao passo
que outras espécies apresentam alta variagdo fenotipica devido a influéncia exercida pelas
diferentes condi¢cdes ambientais e geograficas ao longo de suas zonas de distribuicao
(BUNGER et al., 2015).

O emprego do DNA barcoding em conjunto com abordagens convencionais de
identificacdo pode, portanto, auxiliar na estimacdo mais fidedigna da riqueza taxondmica
encontrada em Myrtaceae, permitindo que programas adequados de manejo e conservacao
sejam elaborados. De Lima et al. (2018), por exemplo, sugerem essa como uma das familias
prioritarias para a implementacdo da técnica no estado de Sao Paulo, considerando aspectos
como sua alta diversidade e existéncia de exemplares endémicos. Ademais, Myrtaceae figura
entre as dez familias botanicas mais ameacadas pela degradacdo e perda de habitat no
territorio brasileiro, de acordo com levantamentos coordenados pelo Centro Nacional de
Conservacao da Flora na ultima década (MARTINELLI; MORAES, 2013).

A delimitagdo de barcodes eficientes também ¢ capaz de gerar aplicagdes que
ultrapassam o campo taxondmico, visto que muitos individuos sdo utilizados como
matéria-prima na induastria de alimentos, bebidas, perfumes, cosméticos e fitoterapicos
(CORADIN; SIMINSKI; REIS, 2011), garantindo que essa metodologia de diagndstico venha
a ser empregada no controle da qualidade de diferentes classes de produtos. Além disso,
espécies como a goiaba (Psidium guajava L.) e o araca (Psidium cattleyanum Sabine) também
apresentam alta tendéncia invasiva devido a disseminacao de suas sementes por aves, o que as
tornam potenciais agentes de desequilibrio natural e econémico em algumas regides do
planeta (WILSON, 2011). Consequentemente, sua rastreabilidade em investigacdes forenses
poderé ser beneficiada através da adocao de técnicas moleculares de identificagao.

No entanto, a escassez de literatura relacionada a DNA barcoding com enfoque em
Myrtaceae ¢ uma lacuna de conhecimento que ainda perdura, especialmente no que concerne

aos representantes Neotropicais. O sistema de busca taxonomica do BOLD conta com apenas
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857 espécies de Myrtaceae registradas com ao menos uma sequéncia até setembro de 2022
(BOLD, 2022). A maior parte dos trabalhos na area investiga um niimero bastante limitado de
espécies, inseridas principalmente nos géneros Syzygium (ROSLIM, 2019) e Eucalyptus (DE
LUCA; SIBILIO; GUACCHIO, 2014), que pertencem a outras tribos. Em contrapartida, uma
parcela considerdvel das sequéncias nucleotidicas disponiveis para espécies de Myrteae
nativas das Américas ainda decorre de trabalhos focados em reconstrug¢des filogenéticas.
Embora os marcadores sequenciados para essa finalidade ndo representem registros
especificos de barcodes de DNA, algumas regides plastidiais e nucleares comumente
empregadas em filogenia molecular tém demonstrado boa performance para a identificagao de
plantas terrestres, conforme discutido por Chase et al. (2005), o que amplia as possibilidades

de exploragao dos dados publicados no GenBank.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

O presente trabalho almeja investigar a eficiéncia de marcadores moleculares com
potencial para barcode em espécies da tribo Myrteae (Myrtaceae), produzindo dados

colaborativos para estudos taxonomicos e multidisciplinares.

1.1.2 Objetivos especificos

a) Realizar um levantamento bibliografico dos marcadores que ja foram sequenciados em
estudos prévios de DNA barcoding e de filogenia molecular em Myrteae.

b) Construir uma biblioteca de referéncia a partir das sequéncias nucleotidicas
disponiveis no GenBank para as espécies selecionadas na etapa anterior.

c) Testar o poder discriminatorio dos marcadores através de duas metodologias
principais, baseadas na estimativa das distdncias genéticas entre sequéncias de DNA

intra e interespecificas e em reconstrucdes filogenéticas.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A tribo Myrteae DC. (Myrtaceae) como objeto de estudo
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Myrtaceae Juss. ¢ uma familia de plantas com fisionomia arboérea ou arbustiva que
comporta cerca de 5500 espécies e 142 géneros (WILSON, 2011). Sua origem remonta ao
periodo Cretaceo, com uma distribuigdo moderna predominante no hemisfério sul, em
territorios derivados da fragmentacdo do antigo continente de Gondwana (THORNHILL et
al., 2015). Atualmente, Myrtaceae ¢ considerada a oitava maior familia de angiospermas no
mundo e uma das mais ricas em espécies nas regides Neotropicais (STAGGEMEIER et al.,
2015), sendo dividida nas subfamilias Psiloxyloideae, que engloba apenas duas tribos e dois
géneros africanos, e Myrtoideae, constituida pelas 15 tribos restantes (PROENCA et al.,
2022; WILSON et al., 2005). Muitos individuos atuam como importantes componentes
floristicos e ecoldgicos em ambientes imidos da América do Sul, Australia e Asia tropical,
onde apresentam picos de diversidade (BALBINOTT et al., 2022; PROENCA ef al., 2022;
VASCONCELOS et al., 2017). O projeto “Espécies Nativas da Flora Brasileira de Valor
Econdmico Atual ou Potencial, de Uso Local e Regional - Plantas para o Futuro”, vinculado
ao Ministério do Meio Ambiente, também elencou Myrtaceae como um dos grupos botanicos
de maior notoriedade na regido sul do Brasil, dada sua relevancia para uma série de aplicagdes
e pesquisas no presente e futuro (CORADIN; SIMINSKI; REIS, 2011).

Myrteae ¢ a tribo que apresenta o maior numero de integrantes, incluindo as 1194
espécies e 29 géneros de Myrtaceae estimados no territorio brasileiro (PROENCA et al.,
2022). Sua distribui¢do abrange os mais variados dominios fitogeograficos, como a
Amazonia, Caatinga, Cerrado, Pampa, Pantanal ¢ Mata Atlantica, figurando entre os
exemplares lenhosos dominantes nessa ultima e contribuindo enormemente para a
estruturacdo das formagdes vegetais nativas (GRESSLER; PIZO; MORELLATO, 2006;
PROENCA et al., 2022). Praticamente toda a diversidade de Myrtaceae encontrada nas
regidoes Neotropicais ¢ representada por Myrteae, com exce¢ao de uma unica espécie da tribo
Metrosidereae (Metrosideros stipularis), restrita ao Chile (VASCONCELOS et al., 2017).
Ademais, dois tercos das espécies ja descritas estdo concentradas nos géneros Eugenia e
Myrcia, que possuem cerca de 1000 e 700 espécies, respectivamente (VASCONCELOS et al.,
2017).

Além da Mata Atlantica e do Cerrado brasileiros, o Planalto das Guianas ¢ o Caribe
constituem os principais centros de diversificagdo global de Myrteae (MCVAUGH, 1968),
embora a América Central continental e as terras baixas da bacia amazoOnica também
contemplem uma biodiversidade significativa (LANDRUM, 1992; VASCONCELOS et al.,
2017). Cerca de 450 espécies e 15 géneros podem ser encontrados em outros continentes,

incluindo o sudeste asiatico, o nordeste da Australia, diversas ilhas do Pacifico (como a Nova
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Caledonia e Nova Zelandia) e, em menor propor¢do, a Africa, as Ilhas de Madagascar e
Mauricio, e a Europa, essa ultima representada por uma unica linhagem (VASCONCELOS et
al., 2017). Regides subtropicais, temperadas e com grandes altitudes na América do Sul,
como a Patagdnia e os Andes, possuem uma riqueza menor de espécies, mas alguns géneros
de Myrteae sdo endémicos desses locais (LANDRUM, 1986). As demais tribos ocorrem
predominantemente na regido Paleotropical e na Australia (PROENCA et al., 2022).

Myrteae ¢ definida como um grupo coerente e com valores altos de sustentacdo dos
clados em andlises filogenéticas que utilizam dados moleculares plastidiais, nucleares e a
combinacdo de ambos (VASCONCELOS et al.,, 2017). Em relagdo a morfologia, seus
membros sdo reconhecidos pelo compartilhamento de alguns caracteres diagnosticos, que
incluem (i) presenca de folhas simples e opostas, sem estipulas, com pontuacdes translicidas,
nervura central em geral proeminente, nervuras laterais facilmente detectdveis e margem
inteira; (ii) flores tetra ou pentdmeras, bissexuadas, com corola esbranquicada, por raras vezes
com tons de rosa, vermelho ou roxo, dialipétalas, polisttmones, podendo formar diferentes
padrdes de agregacao (inflorescéncias) e apresentando ovarios inferos que comportam de 2 a
18 loculos, bi ou multiovulados, com placentagdo normalmente axial; (iii) frutos carnosos
(baga) coroados pelos lobos ou remanescentes do célice ou ainda por um tipo de cicatriz,
contendo de uma a varias sementes com testas que apresentam texturas membrandceas,
coriaceas ou osseas (Figura 1) (LANDRUM; KAWASAKI, 1997; PROENCA et al., 2022).
Esses frutos sdo consumidos por aves € mamiferos, que atuam como 0s principais organismos
dispersores das sementes, ao passo que as flores sdo frequentemente visitadas por abelhas,
responsaveis pela polinizagdo de boa parte das espécies (GRESSLER; PIZO; MORELLATO,
2006). Tais aspectos justificam, portanto, o emprego da tribo como grupo modelo para
estudos de evolugao e conservagao nos biomas Neotropicais (VASCONCELOS et al., 2017).

Os representantes americanos de Myrteae também foram historicamente divididos em
subtribos de acordo com diferentes critérios. A classificagdo proposta por De Candolle (1828)
e Berg (1855-1856, 1857-1859), que circunscreveram as espécies em trés grupos principais
com base nas caracteristicas encontradas no embrido, € uma das mais tradicionalmente
reconhecidas (LUCAS et al., 2007). O embrido de Myrtinae possui uma conformacao circular,
espiral ou em C, sendo constituido por dois cotilédones reduzidos e finos e um hipocétilo de
mesmo tamanho ou muito mais longo. J4 Eugeniinae apresenta embrides com cotilédones
espessos € de formato reniforme, por vezes fundidos, além de hipocotilos curtos ou nao
evidentes. Myrciinae, em contrapartida, ¢ definida por embrides cujos cotilédones sao

normalmente delgados, membranosos e dobrados, estando envoltos por um hipocétilo de



18

comprimento similar (LANDRUM; KAWASAKI, 1997; LUCAS et al., 2005). Cada tipo de
embrido, entretanto, parece ter surgido varias vezes de forma independente (LUCAS et al.,
2007). O carater artificial desse arranjo fez com que McVaugh (1968) passasse a incluir outras
estruturas, como ovdrio, calice, inflorescéncias e testa das sementes, para o estabelecimento
de seis grupos informais que representam as principais linhagens evolutivas dos Neotrdpicos,
com alguns géneros mantendo-se isolados (MURILLO-A; STUESSY; RUIZ, 2013). Todavia,
uma nova proposta de estruturacdo em nove subtribos foi publicada recentemente, tendo por
suporte evidéncias moleculares e morfoldgicas (LUCAS ef al., 2019). Assim, a alta
complexidade taxondmica encontrada em Myrteae pode ser beneficiada por estudos

integrativos que adotem abordagens como o DNA barcoding.

Figura 1 - Diversidade de flores e frutos encontrada em representantes da tribo Myrteae.

Legenda: A) Blepharocalyx salicifolius; B) Eugenia cf- paracatuana; C) Myrceugenia alpigena; D) Myrcia
splendens; E) Myrciaria cf. floribunda; ¥) Pimenta dioica; G) Plinia cauliflora; H) Psidium guajava; 1)
Campomanesia xanthocarpa; J) Eugenia involucrata; K) Eugenia uniflora; L) Psidium cattleyanum. Fotos:
Thais N. C. Vasconcelos (A-H) e Valdely F. Kinupp (I-L, retiradas de Coradin, Siminski e Reis (2011)).

2.2 Premissas e desafios da técnica de DNA barcoding

Os resultados promissores relatados pelos estudos pioneiros de DNA barcoding em

animais (HEBERT et al., 2003, 2004) auxiliaram a impulsionar outras pesquisas na area ao
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longo dos ultimos 19 anos. Consequentemente, grandes iniciativas internacionais com fins
colaborativos foram fundadas, objetivando tornar exequivel o estabelecimento de um sistema
de identificacdo global baseado no DNA (Figura 2). O Consorcio para o Cédigo de Barras da
Vida (CBOL), criado em 2004 e composto por mais de 200 organizagdes cientificas oriundas
de 50 paises, ¢ um exemplo de projeto dedicado a investigacdo de novos barcodes e geragao
de sequéncias para uma ampla gama de espécies bioldgicas (CONSORTIUM FOR THE
BARCODE OF LIFE, 2012). O mesmo divide-se em equipes de pesquisa com expertise em
taxa especificos, a exemplo do grupo de trabalho sobre protistas (PAWLOWSKI et al., 2012),
fungos (SEIFERT, 2009) e plantas terrestres (CBOL PLANT WORKING GROUP, 2009).
Pode-se citar ainda uma série de aliangas locais, como os projetos para barcoding da flora
encontrada na Area de Conservacdo de Guanacaste (Costa Rica), das plantas medicinais
chinesas e das bridfitas do territério britdnico (HOLLINGSWORTH; GRAHAM; LITTLE,
2011). Nesse sentido, o International Barcode of Life (iBOL) também almeja expandir as
bibliotecas de DNA disponiveis através do financiamento de programas especificos. O
programa BIOSCAN, por exemplo, encontra-se em execucao desde 2019 e tem como um de
seus objetivos a ampliagdo da cobertura de barcodes para 2 milhdes de espécies até o ano de
2028, superando o limite de 500 mil espécies alcancado em 2015 através da iniciativa

conhecida como BARCODE 500K (INTERNATIONAL BARCODE OF LIFE, 2022).

Figura 2 - Principais etapas envolvidas na geracio de um barcode de DNA.
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Fonte: elaborada pela autora (2022).

Segundo o CBOL (2009), um barcode ideal deve conter regides flanqueadoras

conservadas que permitam a sua recuperagao rotineira a partir do uso de um par de iniciadores
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(primers) universais, ¢ a obtencdo de sequéncias bidirecionais de qualidade ndo deve ser
muito complexa, minimizando a necessidade de intervencdes especificas. Além de possuir
taxas satisfatorias de amplificacdo e sequenciamento, esses segmentos de DNA apresentam
ainda como caracteristica de interesse a capacidade de distinguir individuos de espécies
diferentes, exibindo, simultaneamente, pouca divergéncia entre membros de uma mesma
espécie. Desse modo, é esperado que exista uma lacuna separando as variacdes genéticas a
nivel intra e interespecifico, conhecida como barcoding gap, que possibilite a identificacao
acurada de um espécime (MEYER; PAULAY, 2005). Propriedades adicionais desejaveis em
um barcode incluem um tamanho pequeno, visando facilitar o sequenciamento de materiais
em diferentes estados de preservagdo, auséncia de heterozigosidade e facilidade de
alinhamento (HOLLINGSWORTH et al., 2009), bem como a habilidade de recuperar o
monofiletismo das espécies (HEBERT et al., 2004).

O sucesso da combinagdo dos genes rbcL e matK, inicialmente recomendados pelo
CBOL para a identificagcdo de espécies vegetais, mostrou-se, no entanto, tipicamente inferior
ao do gene COI em animais (HOLLINGSWORTH; GRAHAM; LITTLE; 2011).
Considerando esse aspecto, diversos estudos passaram a avaliar e propor marcadores
alternativos nos genomas do cloroplasto e do niicleo com propriedades de barcode, sendo que
o proprio CBOL estimulou a pratica de incrementar os /oci centrais com novas regides
informativas, caso necessario (CBOL PLANT WORKING GROUP, 2009). Dentre os
candidatos mais promissores, pode-se citar o espacador intergénico plastidial psbA-trnH e os
espacadores internos transcritos do DNA ribossomal (internal transcribed spacers - ITS), que
por vezes sdo amplificados separadamente em dois fragmentos menores, denominados ITS1 e
ITS2 (CHEN et al., 2010; CHINA PLANT BOL GROUP, 2011; HOLLINGSWORTH, 2011;
KRESS et al.,, 2005). Demais regides ja testadas incluem genes que codificam para as
subunidades da RNA polimerase plastidial (rpoB, rpoCl e rpoC2), para a subunidade § da
acetil-CoA carboxilase (accD) e para outras proteinas do cloroplasto (ndhJ e ycf5), além dos
espacadores psbK-psbl, atpF-atpH e trnL-trnF (Figura 3) (VIJAYAN; TSOU, 2010). Um
segmento do /locus codificante 23S rDNA, conhecido como amplicon plastidial universal
(UPA), também j4 foi avaliado, embora sua capacidade de discriminacdo tenha sido relatada
como muito baixa (FAZEKAS et al., 2008). As pesquisas pioneiras nessa area, bem como
suas estratégias de amostragem e as recomendagdes de marcadores encontram-se sumarizadas
no trabalho de Hollingsworth et al. (2009), ao passo que a revisao conduzida por Vijayan e
Tsou (2010) discorre sobre as caracteristicas basicas das regides moleculares supracitadas e os

principais primers utilizados na recupera¢do das mesmas.
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Figura 3 - Representacio esquematica de alguns marcadores (A) plastidiais e (B) nucleares testados nas
analises de DNA barcoding em plantas.
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Fonte: elaborada pela autora (2022).

Legenda: LSC = regido de cdpia tinica longa do genoma do cloroplasto; SSC = regido de cdpia unica curta; IRA
e IRB = regides de repeticao invertida A e B, respectivamente.

Embora apresentando atributos altamente desejaveis para um barcode, nenhuma
dessas regides enquadra-se integralmente nos critérios basicos de selecdo quando avaliada de
forma individual. Ao comparar os marcadores centrais (core barcodes), nota-se que a
recuperagdo do matK acaba sendo desafiadora para alguns clados de samambaias, por
exemplo, em funcdo de rearranjos gendmicos que tornam as regides flanqueadoras desse gene
pouco conservadas, inviabilizando o emprego de primers universais (HOLLINGSWORTH;
GRAHAM; LITTLE, 2011). Em contrapartida, o marcador rbcL ¢ facilmente amplificado e
sequenciado para a maioria das plantas terrestres, embora apresente um poder discriminatorio
considerado baixo (HOLLINGSWORTH, 2011).

O espacador psbA-trnH, por sua vez, consiste no locus plastidial mais utilizado apos a
combinag¢do rbcL+matK, tendo bons niveis de amplificagdo e melhorando a resolucao dentro
de taxa complexos (HOLLINGSWORTH; GRAHAM; LITTLE, 2011). No entanto, apesar de
ser uma das regides intergénicas com maior variabilidade encontrada em plantas (SHAW et
al., 2007), a presenga recorrente de microinversodes, o tamanho superior a 1000 pares de bases
(pb) relatado para algumas espécies de coniferas (HOLLINGSWORTH et al., 2009), a
inser¢ao de copias dos genes/pseudogenes rpsl9 e rpl22 em monocotiledoneas (CHASE et
al., 2007), além do comprimento excessivamente curto (< 300 pb) para briofitas e parte das

angiospermas (STECH; QUANDT, 2010; VIJAYAN; TSOU, 2010) sao fatores que também
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limitam sua aplicabilidade, seja pela possibilidade de estimagdo incorreta das distancias
genéticas ou pelo insucesso em obter sequéncias bidirecionais adequadas, o que demanda o
uso de primers internos, taxon-especificos (CBOL PLANT WORKING GROUP, 2009;
HOLLINGSWORTH; GRAHAM; LITTLE, 2011). J& os marcadores nucleares ITS, cuja
incorporagdo ao grupo de barcodes centrais foi posteriormente recomendada para a
identificacdo de espermatofitas (CHINA PLANT BOL GROUP, 2011), podem ser dificultosos
em termos de amplificacdo e sequenciamento devido a existéncia de estruturas secundarias e
copias divergentes de genes pardlogos em um mesmo individuo (HOLLINGSWORTH, 2011;
KRESS et al., 2005). Somado a isso, algumas sequéncias fungicas desses espacadores sdo
erroneamente atribuidas a espécies vegetais gragas a eventos de contaminagdo ou presenca de
fungos endofiticos nas amostras biologicas (BUYS et al., 2016; CHEN et al., 2010), ainda
que a extensao desses impactos tenha sido relatada como baixa e passivel de solugao (CHINA
PLANT BOL GROUP, 2011; HOLLINGSWORTH, 2011; KRESS et al., 2005).

A demanda por universalidade e taxas maximas de identificagdo simultaneamente
gera, portanto, um conflito que dificulta a escolha de um /ocus global em organismos vegetais
(KRESS; ERICKSON, 2007), visto que elevar o nivel discriminatorio muitas vezes culmina
na reducdo da universalidade e vice-versa (ALVES, 2013). Isso acaba comprometendo a
adocdo em larga escala da técnica de DNA barcoding, de modo que a necessidade de
empregar diferentes regides combinadas para a melhora do poder resolutivo em grupos
especificos € um aspecto que vem sendo frisado em diversos trabalhos (CHASE et al., 2007;
KRAWCZYK; SZCZECINSKA; SAWICKI, 2014; KRESS; ERICKSON, 2007). Entretanto,
tal abordagem nem sempre resulta em um incremento significativo da capacidade de
identificacdo, conforme constatado para espécies de Bromeliaceae (MAIA ef al., 2012) e
Iridaceae (ALVES et al., 2014), por exemplo, ao passo que alguns marcadores Unicos ja sao
capazes de diferenciar espécimes com grande sucesso em determinados grupos botanicos
(CHEN et al., 2010; LUGON et al., 2021). Cabe observar ainda que hd uma caréncia
consideravel de dados comparando a performance de todas essas regides para um conjunto
amostral Unico e taxonomicamente abrangente (HOLLINGSWORTH et al., 2009), o que

reforca a importancia de novas investigagcdes nesse campo.

2.3 Principais aplicacoes em organismos vegetais

Os dois objetivos centrais do DNA barcoding consistem na identificacdo de

organismos ¢ na delimitagdo de espécies (COLLINS; CRUICKSHANK, 2013). Algumas
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controvérsias e resisténcias surgiram na comunidade cientifica desde a proposi¢do dessa
abordagem, fundamentadas principalmente na ideia de que a mesma possa mitigar ou
substituir a taxonomia tradicional (KRESS et al., 2005), demandar custos elevados de
implementagdo (CAMERON; RUBINOFF; WILL, 2006) e produzir resultados incorretos
devido a limitagdes metodoldgicas e subamostragens dos taxa, por exemplo (MEYER;
PAULAY, 2005; MORITZ; CICERO, 2004). No entanto, os sistemas de identificagdo
baseados em caracteres morfoldgicos e em dados moleculares ndo sdo mutuamente
excludentes, visto que empregam estratégias alternativas para alcancar um objetivo comum
(DAYRAT, 2005). Um dos métodos pode, portanto, ser mais conclusivo em alguns casos, ao
passo que outras situagdes exigem o uso concomitante de ambos os sistemas para a obtencao
de respostas robustas (DAYRAT, 2005). Assim, a integracdo de procedimentos rapidos,
confiaveis e acessiveis no campo da taxonomia € capaz de trazer uma série de beneficios para
setores como a economia € a pesquisa basica e aplicada, superando, inclusive, os valores
iniciais de investimento nessas técnicas (KRESS, 2017; PIRES; MARINONI, 2010).

O uso do DNA barcoding como ferramenta complementar para o aprimoramento de
dados taxonomicos e filogenéticos tem auxiliado em aspectos que incluem a discriminagao de
individuos com morfologias convergentes (NAUER et al., 2019) e a criacdo de bibliotecas
contendo sequéncias de hospedeiros passiveis de infec¢do por patdogenos especificos (BUYS
et al., 2016). Além disso, ¢ possivel estabelecer inventdrios de biodiversidade nos mais
variados ecossistemas, como florestas tropicais (GONZALEZ et al., 2009), zonas de
manguezal (MAO et al., 2021) e vegetagdes abertas, associadas a afloramentos rochosos
(VASCONCELOS et al., 2021). Esses resultados, em conjunto com estudos ecoldgicos e
evolutivos, permitem que planos mais eficazes de monitoramento das espécies, manutengao
dos servigos ecossistémicos e conservacao de comunidades vegetais suscetiveis a algum tipo
de ameaca sejam executados (BUYS et al., 2016; JONES et al., 2021; MAO et al., 2021).

A literatura sobre o tema abrange ainda inimeras contribui¢des notaveis para o campo
da botanica forense, especialmente no que concerne a biosseguranga e saude publica, através
do controle de espécies invasoras (NIEMANN et al., 2022; XU; LI; JIN, 2018), da
fiscalizacdo e autenticagdo de alimentos e suplementos herbais (LUGON et al., 2021;
NAKAMURA et al., 2013), e do combate ao extrativismo e contrabando de plantas de
interesse madeireiro, ornamental e medicinal que estejam em risco de extingdo (BOLSON et
al., 2015; LAHAYE et al., 2008; WILLIAMSON et al., 2016). Ademais, pode-se citar a
relevancia da técnica na resolucdo de casos envolvendo envenenamento com espécies toxicas

(NITHANIYAL et al., 2021) e rastreio de plantagdes ilegais de Cannabis sativa (MELLO et
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al., 2016). Ribeiro et al. (2013), por exemplo, detectaram polimorfismos de nucleotideo unico
(SNPs) na sequéncia do gene rbcL para amostras dessa droga oriundas dos Estados Unidos,
Reino Unido, China e Rio de Janeiro, sugerindo que tal regido pode atuar inclusive como um
marcador biogeografico de procedéncia, distinguindo os cultivares autorizados dos ilicitos.
Finalmente, a geracdo de barcodes também assegura que diferentes espécies sejam
identificadas de forma simultinea e automatizada a partir de amostras ambientais, uma
abordagem conhecida como metabarcoding (VASCONCELOS et al., 2021). A possibilidade
de trabalhar com segmentos pequenos de DNA faz desse método uma alternativa poderosa
para andlise de material genético degradado, principalmente com a adogdo de alguns
marcadores especificos, como o loop P6 do intron plastidial t7nL, que apresenta boas taxas de
amplificacdo (MILLA et al., 2021; YOCCOZ et al., 2012). Sendo assim, estudos envolvendo
DNA metabarcoding em solo, fezes, polen e mel, por exemplo, sdo capazes de realizar
estimativas sobre a diversidade e abundincia de plantas existentes em diferentes
comunidades, incluindo as mudancas de composicdo observadas ao longo do tempo
(YOCCOZ et al., 2012). Essa metodologia viabiliza ainda uma maior compreensao acerca dos
padroes de dieta e forrageamento em uma série de organismos que consomem recursos
vegetais, como primatas (MALLOTT; GARBER; MALHI, 2018), morcegos (BELL et al.,
2021) e abelhas (CANNIZZARO et al., 2022), auxiliando, portanto, em estudos relacionados

a teias troficas e outras redes de interagdes entre espécies (KRESS, 2017).

2.4 Estratégias analiticas comumente empregadas

Hollingsworth et al. (2009) definem trés estratégias possiveis de amostragem em
trabalhos sobre DNA barcoding, cada qual com suas potencialidades e limitagdes. A
abordagem conhecida como pares de espécies, por exemplo, envolve a utilizagdo de algumas
espécies proximas e muitos géneros filogeneticamente divergentes. Isso garante uma andlise
mais fina sobre a capacidade de amplificacdo e sequenciamento dos /oci selecionados para
uma ampla gama de taxa, ao passo que restringe a avaliagdo da sua performance
discriminatoria em nivel de espécie, visto que poucos organismos pertencentes a um mesmo
género sao considerados. O trabalho de Kress e Erickson (2007), que aborda 48 géneros
diversificados contendo duas espécies cada, representa esse tipo de metodologia.

A estratégia floristica, por outro lado, consiste em amostrar as espécies existentes em
uma determinada area geografica, o que também pode ser 1til para testar a universalidade dos

marcadores e ilustrar eventuais aplicagdes praticas do método, como o estudo de Vasconcelos
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et al. (2021) com a flora presente na Serra dos Carajas (BR). Todavia, a ocorréncia de
organismos com diferentes graus de parentesco pode superestimar a performance dos
barcodes nas analises de maior resolugdao. Assim, ¢ esperado que plantas menos relacionadas
apresentem divergéncias genéticas maiores, responsaveis por favorecer a identifica¢do de
cada espécie nesses estudos locais (ALVES, 2013).

J& a técnica baseada em um taxon busca abranger diversas espécies inseridas em um
mesmo grupo, como o artigo de Krawczyk, Szczecinska e Sawicki (2014) focado no género
Lamium L. (Lamiaceae). Nesse caso, nao ha dados suficientes para que conclusdes robustas
acerca dos niveis de universalidade das regides estudadas sejam feitas, mas, em contrapartida,
a delimitacdo de cada espécie pode ser investigada com maior precisdo. No entanto, esse tipo
de trabalho tende a apresentar resultados modestos, visto que as sequéncias nucleotidicas
costumam ser mais homogéneas em grupos intimamente relacionados (ALVES, 2013).

As principais abordagens destinadas a testar a capacidade discriminatéria dos
marcadores, por sua vez, baseiam-se na estimativa das distdncias genéticas entre as
sequéncias nucleotidicas e na construcao de filogenias (MEIER et al., 2006). O algoritmo de
busca por alinhamentos basicos locais (BLAST), oferecido pela plataforma do Centro
Nacional de Informacao Biotecnoldgica (NCBI), também ¢ frequentemente empregado como
um método informal para avaliacdo dos barcodes, objetivando verificar quais sequéncias
disponiveis na base de dados possuem a melhor correspondéncia (best hit) com a amostra
investigada e qual a probabilidade do resultado ter sido gerado ao acaso, mensurada através de
um parametro conhecido como “valor esperado” (E-value) (ROSS; MURUGAN; LI, 2008).

No que concerne as distancias genéticas, diversas ferramentas e critérios foram
propostos a fim de acessar a variabilidade existente a nivel intra e interespecifico. O
estabelecimento de um limite de corte entre esses dois cendrios busca minimizar a chance de
nomear erroneamente um espécime desconhecido caso ndo exista nenhuma sequéncia
coespecifica no banco de referéncia (COLLINS; CRUICKSHANK, 2013), ainda que sua real
eficacia seja debatida, principalmente no que tange a espécies muito proximas (MEYER;
PAULAY, 2005). Ademais, ¢ inviavel aplicar um valor unico para todos os grupos
taxondmicos, levando em conta que aspectos como o tempo desde a especiagdo e as taxas de
mutacao sao variaveis (COLLINS; CRUICKSHANK, 2013; VIRGILIO et al., 2012).

O sistema do BOLD considera até¢ 1% de divergéncia como parametro aceitavel para
um match entre uma sequéncia indefinida e um barcode previamente conhecido na biblioteca
(RATNASINGHAM; HEBERT, 2007), enquanto Hebert et al. (2003) definiram um limite

padronizado de 3% para estudos de barcode com lepidopteros. No entanto, o calculo de
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valores otimizados de acordo com os dados disponiveis ¢ mais indicado para reduzir as taxas
de falsos-positivos ou falsos-negativos, que podem oscilar consideravelmente quando um
limite fixo ¢ adotado (BROWN et al., 2012; MEIER et al., 2006; VIRGILIO et al., 2012).
Meier, Zhang e Ali (2008) demonstraram, por exemplo, que entre 7% e 26% de atribuigdes
incorretas podem ser alcancadas ao aplicar os parametros arbitrarios definidos pelo BOLD em
diferentes grupos de metazoarios. Os autores também criticam o uso de distdncias genéticas
médias para a analise dos barcoding gaps e ressaltam a importancia de considerar somente as
menores distancias interespecificas, visto que a dificuldade imposta para identificar uma
sequéncia a nivel de espécie dependerd apenas do nivel de variagdo intraespecifica e da
diferenga existente entre o melhor match da biblioteca e a sequéncia heteroespecifica mais
similar. Consequentemente, o emprego de valores médios muitas vezes superestima o gap real
(MEIER; ZHANG; ALI, 2008).

Alguns trabalhos optam por construir histogramas com a distribui¢do das distancias
genéticas entre cada par de sequéncias para verificar a existéncia de barcoding gaps globais
(Figura 4) (BOLSON et al., 2015; BUYS et al., 2016; LAHAYE et al., 2008). No entanto,
Collins e Cruickshank (2013) reiteram que essa abordagem acaba gerando uma interpretacao
precipitada dos resultados, j& que o grau de variabilidade presente dentro de um taxon pode
exceder os valores de divergéncia encontrados entre outras espécies sem comprometer,
necessariamente, o sucesso de identificagdo de um individuo, que ¢ definido pela existéncia
de gaps locais. A ilustracao dessas diferencas através de graficos de pontos, que comparam a
distancia intraespecifica méxima e a distancia interespecifica minima para cada espécie, €
recomendada, portanto, como uma alternativa de maior acurdcia nesse tipo de investigagao

(LE et al., 2020; LIU et al., 2014; XU; LI; JIN, 2018).

Figura 4 - (A) Representacao esquematica de um barcoding gap ideal, onde as distribuicdes das distincias
genéticas intra e interespecificas sdo discretas e sem sobreposicao e (B) versio realista, contemplando uma
sobreposicao significativa desses dados.

A B Sobreposicio

:

Barcoding gap
-

Distincia genética Distincia genética

Fonte: Meyer ¢ Paulay, adaptada (2005).
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As filogenias, por outro lado, consistem em representacdes graficas em forma de
arvore que retratam as hipoteses de relagdes existentes entre organismos ou sequéncias de
nucleotideos e proteinas ao longo do tempo, de modo que as pontas (descendentes) se
conectam aos nés (ancestrais) através dos ramos (CALDART et al., 2016; YANG;
RANNALA, 2012). As reconstrugdes filogenéticas nos trabalhos de barcode almejam testar a
capacidade dos marcadores em recuperar o monofiletismo das espécies. Sendo assim, a
identificacdo ¢ considerada satisfatoria somente quando as sequéncias formam clados
espécie-especificos (BOLSON et al., 2015), ou seja, agrupamentos que incluem todos os
membros de uma espécie como descendentes exclusivos de um ancestral comum. Isso
costuma ser feito por meio de métodos dependentes de uma matriz de distdncias genéticas,
como o neighbor-joining (NJ) (SAITOU; NEI, 1987), utilizado com frequéncia por ser rapido
e eficiente para a andlise de grandes conjuntos de dados (COLLINS; CRUICKSHANK, 2013;
HEBERT et al., 2003).

No entanto, metodologias baseadas em caracteres também podem ser empregadas, a
exemplo da maxima verossimilhanca (ML) (FELSENSTEIN, 1981) e da inferéncia Bayesiana
(IB) (YANG; RANNALA, 1997), que demandam um maior esfor¢o computacional por
compararem todas as sequéncias do alinhamento considerando um sitio por vez (YANG;
RANNALA, 2012). Os procedimentos usuais de avaliagdo da confiabilidade dessas
topologias sdo a analise de bootstrap para os métodos de NJ e ML, e a estimativa da
probabilidade posterior no caso da IB (YANG; RANNALA, 2012). A primeira consiste na
amostragem aleatoria e com reposi¢do dos sitios do alinhamento em uma frequéncia
equivalente ao tamanho das sequéncias originais, produzindo diversas arvores de bootstrap
distintas que contemplam o mesmo conjunto de espécies, mas alguns caracteres repetidos e
outros ausentes (FELSENSTEIN, 1985). Essas pseudo-réplicas sdo comparadas com a arvore
oficial para verificar quantas vezes determinado agrupamento foi recuperado (CALDART et
al., 2016). Ja a probabilidade posterior representa a chance de que a filogenia esteja correta a
partir dos dados e do modelo evolutivo fornecidos ao algoritmo (YANG; RANNALA, 2012).

Testes de barcode amparados somente por reconstrugdes filogenéticas também nao sao
recomendados por alguns autores. Dentre os principais problemas associados a essa pratica
estdo a incapacidade de solucionar sequéncias posicionadas de forma ambigua (COLLINS;
CRUICKSHANK, 2013) e o grau questionavel de confian¢a de algumas topologias (MEIER
et al., 2006). Ademais, a existéncia de espécies parafiléticas em arvores de genes, ou seja,
com parte dos individuos apresentando alelos mais similares aos de outra espécie do que aos

do seu proprio taxon, pode fazer com que algumas sequéncias nucleotidicas ndo se agrupem
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em um clado espécie-especifico, produzindo identificagdes dubias ou incorretas (COLLINS;
CRUICKSHANK, 2013; FUNK; OMLAND, 2003). Mesmo assim, as filogenias sdo capazes
de fornecer informacgdes relevantes quando utilizadas em conjunto com outros métodos
analiticos, especialmente por gerarem dados complementares de cunho evolutivo
(VASCONCELOS et al., 2021), o que justifica sua ado¢do em uma ampla gama de estudos
(ALVES et al., 2014; BOLSON et al., 2015; MAIA et al., 2012).

3 METODOLOGIA

3.1 Levantamento bibliografico dos marcadores moleculares

Inicialmente, a revisdo elaborada por Souza Neto ef al. (2022) foi empregada como
material de suporte para a consulta dos principais trabalhos de inferéncia filogenética com
base em marcadores moleculares na tribo Myrteae. Um levantamento bibliografico
complementar foi conduzido através dos repositorios virtuais Google Scholar
(https://scholar.google.com.br) e Web of Science (https://apps.webofknowledge.com/) entre
13/03/2022 e 17/03/2022, objetivando detectar outros estudos de filogenia molecular e os
principais trabalhos sobre DNA barcoding em Myrtaceae. Para isso, utilizou-se as
terminologias “Myrtaceae” and “phylogen*” e “Myrtaceae” and “DNA barcod*”,
respectivamente, no campo de busca avangada dessas plataformas. Apenas artigos que
contemplassem em suas andlises espécies pertencentes a tribo Myrteae foram considerados,
resultando na selegdo de 33 trabalhos referentes ao periodo de 2004 a 2022. Desses, 25
(75,8%) geraram sequéncias nucleotidicas proprias que puderam ser recuperadas através de
um codigo de acesso no banco de dados GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).
As principais informagdes de cada trabalho, como o titulo, ano de publicacdo, autores,
tematica central, marcadores adotados, numero total de espécies e nimero de espécies de

Myrteae podem ser consultadas no Apéndice A.

3.2 Construcao da biblioteca de referéncia

Para o estabelecimento da biblioteca bruta de referéncia, alguns elementos relevantes
foram extraidos de todos os artigos que produziram sequéncias inéditas e publicadas, visando
eliminar coletas redundantes de dados. As informagdes incluiram: subtribos, géneros e

espécies de Myrteae abordadas, numero de individuos de cada espécie, localizacdo desses
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individuos e tipo de marcadores sequenciados. Também foram considerados os vouchers
associados a cada exemplar e, finalmente, os codigos de acesso de todas as sequéncias
disponibilizadas no GenBank. Em seguida, apenas as espécies que apresentavam no minimo 3
individuos foram selecionadas para compor a versdo definitiva da biblioteca, garantindo que
as analises das distancias genéticas intraespecificas pudessem ser viabilizadas posteriormente.
Do total de 52 espécies obtidas, 6 possuiam distribui¢do restrita a Nova Zelandia e ilhas
asiaticas, tendo sido descartadas com o intuito de abranger apenas taxa nativos dos
Neotropicos. Para as espécies remanescentes, foi realizada uma revisao mais detalhada da
nomenclatura atualmente aceita e dos seus sindnimos através de consultas a especialistas e
acesso a algumas plataformas online, como o World Checklist of Selected Plant Families
(http://wcsp.science.kew.org/qsearch.do), o Sistema de Informacdo sobre a Biodiversidade
Brasileira (https://sibbr.gov.br/?lang=pt BR) e o Centro Nacional de Conserva¢do da Flora
(http://enctlora.jbrj.gov.br/portal/).

3.3 Analises computacionais

3.3.1 Alinhamento das sequéncias nucleotidicas

O alinhamento multiplo das sequéncias para cada marcador foi executado através do
algoritmo MUSCLE (EDGAR, 2004), implementado no software MEGA11l (TAMURA;
STECHER; KUMAR, 2021), com as configuracdes no modo padrdo. As sequéncias passaram
por uma curadoria automatizada no programa GBLOCKS v0.91.1 (CASTRESANA, 2000)
para eliminar regides alinhadas de forma ambigua ou com uma grande quantidade de gaps, o
que otimiza a reprodutibilidade dessa etapa. O tipo de dado foi definido como DNA, enquanto
o comprimento minimo de um bloco de nucleotideos foi alterado para 3. Metade das posi¢oes
com gaps foram toleradas para evitar redugdes drasticas no tamanho dos alinhamentos.
Posteriormente, realizou-se uma inspe¢ao visual dos resultados e intervengdes manuais foram
feitas, com bases ambiguas e gaps dispostos em série (dados faltantes) sendo codificados com
o caractere “?”. Como muitos programas foram utilizados ao longo do trabalho, decidiu-se
atribuir um acrénimo para cada sequéncia, constituido pela primeira letra do género e trés
primeiras letras do epiteto especifico associadas ao numero do individuo e separadas do
codigo de acesso do GenBank por um subtraco (Ex.: Euni06 _AM489986), almejando evitar
problemas de compatibilidade devido ao tipo ou quantidade de caracteres empregados. Apds

concluir o alinhamento, alguns pardmetros referentes a cada marcador, como a propor¢ao de
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gaps ou dados faltantes, o nimero de polimorfismos e sitios parcimoniosamente informativos
(PI), bem como a diversidade de nucleotideos (;r) foram acessados por meio da ferramenta

DNASP v6.12.03 (ROZAS et al., 2017) em conjunto com o0 MEGA.

3.3.2 Avaliagao da performance dos marcadores através de distancias genéticas

As distancias genéticas entre cada par de sequéncias foram computadas com o
emprego do MEGA, que fornece uma matriz com o resultado de todas as combinagdes
possiveis através da opcdo “Distance: Compute Pairwise Distances”. A razdo R entre o
nimero de transi¢des e transversoes foi previamente verificada, tendo sido maior do que 0,5
para os trés marcadores, o que evidencia um viés de substituicao nucleotidica e a necessidade
de adotar um método de correcdo para o calculo dessas divergéncias. Assim, decidiu-se
empregar o modelo evolutivo Kimura 2-parametros (KIMURA, 1980), tendo em vista seu
amplo uso na literatura sobre barcodes (HEBERT et al., 2003; HOLLINGSWORTH et al.,
2009; MEIER; ZHANG; ALI, 2008).

As distancias intra e interespecificas foram caracterizadas através dos seus valores
médios e dos limites minimos e maximos encontrados para cada marcador (LE et al., 2020;
TODESCHINI, 2019; XU; LI; JIN, 2018). Para sequéncias pertencentes a espécies diferentes,
optou-se por analisar as distancias apenas entre individuos congenéricos e também dentro de
toda a tribo, incluindo, assim, os géneros representados por uma unica espécie na biblioteca.
A distribui¢do das distancias entre pares, por sua vez, foi plotada em um histograma, com a
frequéncia no eixo y e os valores de divergéncia representados em intervalos de 0,005
unidades de distancia (0,5%) no eixo x.

A avaliagdo dos barcoding gaps envolveu a comparagdo entre as divergéncias
intraespecifica maxima e interespecifica minima para cada sequéncia. Esses parametros foram
calculados por meio das fungdes maxInDist e nonConDist do pacote Spider (BROWN et al.,
2012), implementado no ambiente de programacdo R v4.1.3 (R CORE TEAM, 2022),
novamente considerando o modelo Kimura 2-parametros, além da delecdo pareada dos gaps
(pairwise deletion). Uma espécie era classificada como desprovida de descontinuidades
quando apresentava ao menos um individuo mais préximo ao de outra espécie do que dos
seus coespecificos. A maior variacdo intraespecifica e a menor distancia interespecifica
encontradas para cada espécie foram transpostas para um grafico contendo uma reta de

inclinagdo 1:1, de modo que apenas os pontos dispostos acima dessa reta representam
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espécies com gaps (KRAWCZYK; SZCZECINSKA; SAWICKI, 2014; LE et al., 2020; LIU
etal., 2014).

3.3.3 Testes de similaridade entre as sequéncias nucleotidicas

A ferramenta Species Identifier v1.9, incluida no programa TAXONDNA (MEIER et
al., 2006), foi utilizada para testar a habilidade discriminatoria de cada marcador com base em
comparagdes diretas entre as sequéncias previamente alinhadas. Como o software reconhece o
nome das espécies a partir de duas palavras separadas por um espaco, com o primeiro termo
iniciado em letra maiuscula, foi necessario renomear as sequéncias seguindo essa conveng¢ao.
O modelo Kimura 2-parametros foi selecionado para o computo das distancias genéticas na
op¢ao Pairwise Summary, com o valor minimo de sobreposi¢ao entre as sequéncias tendo
sido alterado para 250 pb. Na estratégia de Best Match (BM), o algoritmo inspeciona para
cada sequéncia (query) aquela que é a mais proxima no conjunto de dados disponivel,
definindo como um acerto quando ambas pertencem a mesma espécie. Se sequéncias
provenientes de diferentes espécies tiverem o mesmo nivel de correspondéncia com a guery, o
resultado ¢ classificado como ambiguo, ao passo que o match com uma sequéncia de outra
espécie ¢ contabilizado como uma atribuicdo errada. O Best Close Match (BCM) ¢ uma
variante mais rigorosa dessa técnica, pois um limite de corte, abaixo do qual 95% das
distancias intraespecificas sdo encontradas, ¢ previamente estabelecido. Se nenhuma
correspondéncia for detectada nesse intervalo, a sequéncia permanece sem identificacdo. Do
contrario, os critérios vigentes no BM s3o novamente aplicados. Finalmente, o teste de A/l
Species Barcodes (ASB) utiliza esse mesmo limite de corte para produzir agrupamentos de
sequéncias ordenadas de acordo com a sua similaridade em relacao a query. O desfecho ¢
considerado correto caso a sequéncia a ser comparada seja seguida pelos demais individuos da
mesma espécie, contanto que existam pelo menos dois deles. Em contrapartida, a presencga de
apenas um ou alguns desses individuos dentro do limite estipulado torna o resultado ambiguo,
assim como uma mistura de amostras coespecificas e heteroespecificas. J& uma query
acompanhada por todas as sequéncias de outra espécie culmina em uma identificacdo
incorreta (MEIER et al., 2006).

A funcdo threshOpt do pacote Spider foi executada no R como uma estratégia
alternativa para calcular o limite de transicdo entre as distdncias intra e interespecificas
associado a menor taxa de erro cumulativo em cada conjunto de dados. O erro cumulativo

corresponde a soma dos falsos positivos (quando o match coespecifico ndo esta dentro do
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limite de corte delimitado) e falsos negativos (quando existem sequéncias de outras espécies
nesse intervalo, comprometendo a identificagdo) (BROWN et al.,, 2012). O script foi
configurado para inspecionar distancias corrigidas pelo modelo Kimura 2-parametros e com
dele¢do pareada dos gaps entre 0,1% e 5%, calculando os pardmetros de erro a cada 0,1%.
Assim, os testes de BCM e ASB foram implementados com duas opg¢des de limite de corte,
uma computada pelo proprio TAXONDNA e outra fornecida pela fun¢do do R, com o intuito

de investigar o impacto gerado por mudangas nesses valores.

3.3.4 Avaliagao da performance dos marcadores através de filogenias

Os métodos filogenéticos de neighbor-joining, maxima verossimilhanca e inferéncia
Bayesiana foram empregados para testar a capacidade dos marcadores em formar clados
compostos por todas as sequéncias de uma Unica espécie. As arvores de NJ foram produzidas
no MEGA1l (TAMURA; STECHER; KUMAR, 2021), tendo-se selecionado o modelo de
substitui¢do nucleotidica Kimura 2-parametros e 1000 replicatas de bootstrap. O programa
JMODELTEST v2.1.10 (DARRIBA et al., 2012), por sua vez, foi utilizado com o objetivo de
computar o modelo evolutivo mais adequado para as filogenias de ML e IB. Optou-se por
adotar as configuragcdes padronizadas nessa inspecdo, de modo a incluir 88 opgdes de
modelos, combinando parametros como a frequéncias das bases (+F), a propor¢do de sitios
invariaveis (+I) e a taxa de variacao entre os sitios (+G). O critério de informagao Bayesiana
(BIC) foi considerado para a selecdo final, tendo definido o modelo TPM1uf+G (KIMURA,
1981) como o mais apropriado para os marcadores plastidiais e o TrNef+I+G (TAMURA;
NEI, 1993) para o marcador do genoma nuclear.

As analises de ML foram conduzidas no servidor online do programa IQ-TREE
(http://igtree.cibiv.univie.ac.at/) (TRIFINOPOULOS et al., 2016), utilizando os modelos de
substitui¢do nucleotidica supracitados e 4 categorias de gama (G). O suporte dos ramos foi
verificado através do bootstrap padrao, com apenas 100 replicatas devido a limitagdes
computacionais, de modo similar a Bolson et al. (2015) e Maia et al. (2012). Ja o software
BEAST v1.10.4 (SUCHARD et al., 2018) foi utilizado para a geracdo das filogenias por IB,
com emprego de um relogio molecular estrito e uma arvore prévia apresentando especiacao
do tipo Yule (Yule Process). Como o modelo de substituicdo nucleotidica TPM1uf+G nao
estava disponivel no programa, a alternativa HKY+G (HASEGAWA; KISHINO; YANO,
1985) foi adotada como a opgdo mais similar para os marcadores matK e psbA-trnH, também

com 4 categorias de gama. Duas corridas independentes com 30 milhdes de geracdes de
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cadeias de Markov (MCMC) foram rodadas em cada caso, com os dados sendo registrados no
arquivo de saida a cada 3000 geragdes. Os resultados foram examinados através do Tracer
v1.7.2 (RAMBAUT et al., 2018) para confirmar se os tamanhos de amostra efetiva (ESS) de
cada parametro eram suficientes (ESS > 200). Em seguida, os arquivos contendo todas as
arvores geradas foram combinados no LogCombiner para que uma arvore consenso de cada
marcador pudesse ser finalmente construida através do TreeAnotator, ambas as ferramentas
incluidas no pacote do BEAST, com burn-in de 3 milhdes de estados. Essas arvores e os
valores de suporte dos clados foram inspecionados por meio do visualizador grafico
FIGTREE v1.4.4 (RAMBAUT, 2007). A identificagdo a nivel de espécie foi considerada
correta quando todos os individuos coespecificos formavam grupos monofiléticos com
bootstrap de no minimo 70% (NJ e ML) (BOLSON et al., 2015; GONZALEZ et al., 2009) ou
uma probabilidade posterior igual ou superior a 0,95 (IB) (ALVES et al., 2014).

4 RESULTADOS E ANALISE

4.1 Marcadores moleculares selecionados

Dos 33 trabalhos selecionados no levantamento bibliografico, 30 (90,9%)
apresentaram a tematica da filogenia molecular como um de seus assuntos centrais, em
contraste com 3 artigos (9,1%) voltados a andlises especificas de DNA barcoding. Além disso,
15 marcadores pertencentes a quase 600 espécies foram encontrados (Figura 5). Desses, 20%
correspondem a espagadores internos (ITS/ITS2) e externos (external transcribed spacer -
ETS) de genes ribossomais. Os 80% restantes representam marcadores plastidiais, sendo que
50% sao sequéncias codificantes e 50% envolvem regides ndo codificantes (introns e
espagadores intergénicos). A regido dos ITS lidera o ranking, aparecendo em 90,9% dos
trabalhos filtrados, seguida pelos espacadores plastidiais psbA-trnH e trnQ-rps16, com 66,7%
e 45,5% de prevaléncia, respectivamente, além do gene matK, também presente em 45,5%
dos artigos.

De todos os loci analisados, 5 destacaram-se por conter no minimo 3 sequéncias
disponiveis para um nimero maior de espécies, sendo eles os espagadores ITS (35 espécies),
o psbA-trnH (29), o matK (12), o ETS (12) e o trnQ-rpsi6 (11). Esses marcadores foram
submetidos a um alinhamento por meio da ferramenta BLAST com os dados do GenBank
para detectar sequéncias adicionais de Myrtaceae que estivessem depositadas na plataforma.

Tal mecanismo, somado a pesquisa ativa no campo de busca do repositdrio, permitiu que as
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lacunas de mais 4 espécies fossem completadas para os ITS, 4 para o psbA-trnH e 6 para o
matK. Informagdes ndo verificadas pelo GenBank e sem validagao por um voucher ou por um
link de acesso aos detalhes do individuo no BOLD foram descartadas, assim como espécies
com as terminologias de affinis (aff) e conferatum (cf.) e amostras que haviam sido
previamente checadas por especialistas e cujo espécime depositado no herbario nao
correspondia ao taxon indicado. Essa filtragem acaba limitando a quantidade de material
acessivel, embora um processo criterioso seja importante para aumentar a confiabilidade das

sequéncias utilizadas, especialmente quando todo o trabalho se baseia em dados in silico.

Figura 5 - Marcadores moleculares sequenciados em estudos filogenéticos e de DNA barcoding na tribo
Myrteae.

ITS (ITS1-5.85-ITS2)
pshA-trmH
tmQ-rps16
matk

ndhF

ETS
trnL-tmF
rpl32-trnL
mpl16

rbel
ndhF-rpl32
ITS2

accD

poB
rpoC1

Marcadores moleculares

1 ] | 1 1 | |
I I 1 I I I I 1

0 5 10 15 20 25 30 35

Namero de artigos analisados

Fonte: elaborado pela autora (2022).

Finalmente, optou-se por selecionar marcadores que contivessem amostras suficientes
para o maior namero possivel de espécies em comum, considerando que uma avaliagao
comparativa entre os resultados obtidos seria vidvel apenas se os mesmos marcadores fossem
utilizados para todas as espécies. Assim, a curadoria resultou na sele¢do de duas regides ndo
codificantes, uma plastidial (psbA-trnH) e outra nuclear (ITS), sequenciadas para 29 e 32
espécies de Myrteae pertencentes a 9 e 10 géneros distintos, respectivamente. Uma margem
de 10% de dado faltante foi aceita para o espagador psbA-trnH com o objetivo de aumentar o
nimero de taxa na andlise. Desse total, 15 espécies apresentaram ainda uma regido codificante

completa, representada pelo gene matK, de modo que a mesma também foi considerada, ainda
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que a amostragem limitada deva refletir em uma interpretacdo mais cautelosa dos resultados.
As sequéncias do matK para a espécie Eugenia involucrata foram obtidas do nosso grupo de
pesquisa, ndo estando depositadas no GenBank por fazerem parte de uma tese de doutorado
ainda em fase de elaboragao (SOUZA NETO et al. em preparacdo). Os géneros com maior
representatividade foram FEugenia (8 espécies), seguida por Myrcia (7), Psidium (6),
Myrceugenia (3), Myrcianthes (2) e Pimenta (2), ao passo que Blepharocalyx, Myrciaria,
Myrrhinium e Plinia apresentaram uma Unica espécie cada. A biblioteca completa e demais

informacdes complementares podem ser acessadas no Apéndice B.

4.2 Performance dos marcadores

4.2.1 Caracterizacao dos alinhamentos, dos parametros de variabilidade e das distancias

genéticas

Um total de 312 sequéncias nucleotidicas foram selecionadas para as andlises de
barcode, sendo 129 pertencentes a regido dos espagadores ITS (ITS1-5.8S-1TS2), 111 ao
espagador psbA-trnH e 72 ao gene matK. Em muitos casos, foi inevitavel utilizar individuos
diferentes para cada marcador em razdo da dependéncia aos dados disponiveis no GenBank.
Ainda que isso configure uma limitacdo metodologica, todos os espécimes que passaram pela
curadoria manual foram aceitos, incluindo aqueles classificados como variedades,
considerando a necessidade de contemplar multiplas amostras coespecificas no trabalho.

Com relagdo a facilidade de alinhamento, os ITS e o matK ndo impuseram grandes
dificuldades, minimizando a demanda por edi¢cdes. No caso desse ultimo, praticamente nao
houveram gaps internos, embora algumas sequéncias de Myrceugenia ovata tenham sido mais
curtas do que as demais (263 pb), o que aumentou o nimero de gaps nas terminacdes. O
espacador psbA-trnH, por outro lado, foi mais desafiador nesse sentido pela existéncia de
regides contendo rearranjos genOmicos e sitios com frequéncias consideraveis de dados
faltantes (> 20%), que acabaram sendo removidos da andlise. O niimero significativo de
eventos de insercao, delecdo, microssatélites e repeticdes invertidas ¢ um aspecto frisado em
outros trabalhos e torna o comprimento desse marcador altamente variavel, podendo
comprometer o alinhamento correto das sequéncias em alguns casos (KRESS; ERICKSON,
2007; LAHAYE et al., 2008; XU; LI; JIN, 2018).

O conjunto de dados para os ITS forneceu a maior propor¢ao de sitios polimorficos

(38,5%), seguido pelo psbA-trnH (30,5%) e matK (11,3%). O mesmo padrio foi observado
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para os sitios parcimoniosamente informativos, ou seja, aqueles que apresentam mais de um
tipo de nucleotideo, com ao menos dois deles ocorrendo em uma frequéncia minima de duas
sequéncias (TAMURA; STECHER; KUMAR, 2021), e para a diversidade nucleotidica z, um
indice que representa o numero médio de diferencas nucleotidicas entre duas sequéncias por

sitio (ROZAS et al., 2017) (Tabela 1).

Tabela 1 - Principais caracteristicas e parametros de variabilidade encontrados para os trés marcadores

analisados.
N° de Tamanho do N° de sitios N° de sitios o s Diversidade
o . s N° de sitios
Barcode amostras (N alinhamento  com gaps ou  polimorficos PI (%) mde
de espécies) (pb) dados faltantes (%) ° nucleotideos
ITS 129 (32) 592 185 228 (38,5) 175 (29,6) 0,03190
psbA-trnH 111 (29) 416 198 127 (30,5) 88 (21,2) 0,02722
matkK 72 (15) 531 344 60 (11,3) 38 (7,2) 0,01821

Fonte: elaborada pela autora (2022).

Em termos de descricdo geral das distancias genéticas, o gene matK foi o que
apresentou a menor média intraespecifica, enquanto o locus psbA-trnH demonstrou um grau
intermediario de variagdo e os espacgadores ITS exibiram o resultado mais elevado. O mesmo
padrdo também foi observado em relagdo as divergéncias entre espécies, cujas médias sempre
excederam a das distincias intraespecificas. Pode-se ainda considerar que as divergéncias
encontradas dentro da tribo tendem a apresentar valores mais elevados do que as distancias
calculadas apenas entre individuos do mesmo género, algo esperado em funcdo da maior

proximidade evolutiva das sequéncias nesse tltimo caso (Tabela 2).

Tabela 2 - Métricas de divergéncia intra e interespecifica calculadas para os trés potenciais barcodes do
estudo em termos de unidades de distancia.

Coa , Distancia interespecifica média
Distancia intraespecifica

Barcode 1 N

média (extensdo) Dentro dos géneros (extensdo)  Dentro da tribo (extenso)
ITS 0,01082 (0 - 0,05503) 0,03978 (0 - 0,08531) 0,05782 (0 - 0,11820)
psbA-trnH 0,00674 (0 - 0,06871) 0,02273 (0 - 0,06165) 0,04071 (0 - 0,10824)
matK 0,00352 (0 - 0,02546) 0,00993 (0 - 0,02329) 0,01669 (0 - 0,04372)

Fonte: elaborada pela autora (2022).
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A distribui¢do das divergéncias intraespecificas estende-se de 0 a 2,5% para o matK.
Por outro lado, o intervalo observado para os ITS é maior, abrangendo entre 0 e 5,5%, de
modo similar ao psbA-trnH, onde uma proporcao reduzida de amostras possui quase 7% de
divergéncia. No entanto, as distancias com valor nulo (0%) sdo as mais frequentes para todos
os marcadores, sendo que no caso do matK as mesmas correspondem a mais da metade dos
dados (Figura 6). E interessante sinalizar, portanto, que a distribuiio das variagdes
intraespecificas nao segue uma curva do tipo normal ou gaussiana, de modo que a analise das
medianas (matK = 0; psbA-trnH = 0,003 e ITS = 0,007) poderia ser mais informativa do que a
das médias nesse caso, ja que essa medida de tendéncia central possui uma menor
sensibilidade aos valores extremos.

Quando as divergéncias entre espécies congenéricas sao analisadas, a amplitude de
distribuicdo varia de 0 a 2,3% para o matK e 0 a 6,2% para o psbA-trnH, sobrepondo-se
totalmente aos dados intraespecificos encontrados para esses marcadores, enquanto a
distribuicdo dos ITS € um pouco mais ampla (0 - 8,5%) (Figura 6-A1, B1, C1). Além disso, o
psbA-trnH ¢ o marcador com maior frequéncia de divergéncias interespecificas nulas, que
alcanga 7,3% (FIGURA 6-B1). Ao considerar todas as espécies na andlise, incluindo os
géneros com um unico representante na biblioteca de referéncia, nota-se que o intervalo de
distribuicdo das distancias interespecificas aumenta, variando de 0 a 4,4% para o matK, 0 a
10,8% para o psbA-trnH e 0 a 11,8% para os ITS, e que distdncias maiores passam a ser mais
frequentes (Figura 6-A2, B2, C2). Os ITS também apresentam a menor sobreposicao global
entre as variagdes a nivel intra e interespecifico, pois quase metade das distancias entre pares
de individuos de espécies diferentes ultrapassa o intervalo de distribui¢do observado para

distancias entre individuos coespecificos (Figura 6-C2).

Figura 6 - Histogramas com a frequéncia relativa das distincias entre pares intra e interespecificos para
os marcadores (A) matK, (B) psbA-trnH e (C) ITS. As variacdes entre espécies foram consideradas a nivel
de género (A1, Bl e C1) e de tribo (A2, B2 e C2).
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4.2.2 Deteccao dos barcoding gaps

Os graficos comparando as divergéncias intraespecifica méxima e interespecifica
minima calculadas pelo modelo Kimura 2-parametros para cada espécie indicam uma baixa
recorréncia de barcoding gaps nos trés marcadores analisados. O pior desempenho foi
observado para o psbA-trnH, onde apenas 20,7% das espécies apresentaram lacunas, estando
dispostas acima da reta com inclinag¢do 1:1 (Figura 7-B). Esse indice sobe para 40% no que
concerne ao matK (Figura 7-A) e 56,3% para os ITS (Figura 7-C), de modo que apenas nesse
ultimo caso foram constatadas descontinuidades satisfatorias entre os dois parametros para
mais da metade das espécies investigadas. Além disso, 11 espécies (cerca de 38%)
compartilharam sequéncias idénticas do psbA-trnH com ao menos uma outra espécie. Valores
nulos de divergéncia interespecifica também foram encontrados em 5 espécies para o matK
(33,3%) e ITS (15,6%). No Apéndice C, é possivel consultar esses dados com maiores

detalhes.

Figura 7 - Graficos comparando a distincia intraespecifica maxima e a distiancia interespecifica minima
para os marcadores (A) matK, (B) psbA-trnH e (C) ITS.
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4.2.3 Taxas de identificagdo por diferentes testes de similaridade

Os testes implementados no programa TAXONDNA apontam para indices de sucesso

que variam de baixos a medianos, dependendo do nivel de rigor adotado durante a
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comparac¢do das sequéncias (Tabela 3). Como todas as espécies foram contempladas com pelo
menos trés individuos distintos, a possibilidade de uma identifica¢do incorreta pela auséncia
de barcodes coespecificos na biblioteca ¢ nula.

A regido dos ITS apresentou os resultados mais promissores, com uma performance
superior a dos demais marcadores nas trés analises, atingindo 81,39% de amostras
identificadas corretamente no teste de Best Match, 80,62% no Best Close Match e 64,34% no
All Species Barcodes. O segundo melhor desempenho foi observado para o matK, com
72,22% de identificacOes satisfatorias para os dois primeiros testes e 52,77% na andlise de
ASB. O espacador pshA-trnH, no entanto, atingiu niveis mais modestos de acertos, de modo
que apenas 62,16% dos individuos foram atribuidos as suas espécies correspondentes no BM
e BCM, e menos da metade das sequéncias (45,04%) foi corretamente discriminada no ASB.
A proporcao de amostras classificadas de modo equivocado também ¢ superior no caso do
psbA-trnH, variando de 0,9% a 12,61% (Tabela 3). Além disso, cabe destacar que a
diminui¢do substancial do nimero de acertos na abordagem de ASB para todos os marcadores
reflete o fato de que algumas sequéncias divergem mais do que outras dentro de um mesmo
taxon. Assim, a identificacdo por meio desse critério ja fica comprometida quando um unico
individuo de outra espécie ¢ mais similar a guery do que a amostra coespecifica mais distante,
justificando a quantidade elevada de resultados ambiguos.

Os testes de BCM e ASB executados com os valores de corte obtidos no R foram mais
conservativos (Tabela 4). Como os limites otimizados entre as divergéncias intra e
interespecificas nesse caso acabaram sendo bem inferiores aqueles calculados pela estratégia
do TAXONDNA (Apéndice D), era esperado que a frequéncia de resultados ambiguos ou
incorretos fosse reduzida, mas, em compensacao, a capacidade dos métodos em identificar
corretamente as sequéncias também diminuiu, enquanto a propor¢do de individuos que
permaneceram indefinidos atingiu taxas de 14,72% a 18,91%. Além disso, ¢ possivel
constatar que indices elevados de erro cumulativo permaneceram mesmo para os melhores
limites, sendo de 37,5% (27 individuos) para o matK, 54,9% (61 individuos) para o psbA-trnH
e 37,2% (48 individuos) para os ITS (Apéndice D). Problemas similares também foram
relatados para animais, onde Meyer e Paulay (2005) alcangaram uma taxa minima de 33% de

erro total ao considerar espécies de gastropodes marinhos circunscritas de forma tradicional.
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Best Match, N (%) Best Close Match, N (%) All Species Barcodes, N (%)
Barcode N
Correto Ambiguo  Incorreto Correto Ambiguo  Incorreto  Sem match | Correto Ambiguo Incorreto Sem match Limite (%)
ITS 129  105(81,39) 14 (10,85) 10(7,75) | 104 (80,62) 14(10,85) 9(6,97) 2 (1,55) 83 (64,34) 43(33,33) 1(0,77) 2 (1,55) 3,48
psbA-trnH 111 69 (62,16) 28 (25,22) 14(12,61) | 69 (62,16) 28(25,22) 12(10,81)  2(1,80) 50 (45,04) 58(52,25) 1(0,90) 2 (1,8) 2,47
matK 72 52(72,22)  20(27,77) 0(0,0) 52(72,22)  20(27,77) 0 (0,0) 0 (0,0) 38(52,77) 34(47,22) 0(0,0) 0 (0,0) 1,71

Fonte: elaborada pela autora (2022).

Tabela 4 - Performance de cada marcador com base nos testes de Best Close Match e All Species Barcodes considerando dois limites de corte.

Best Close Match, N (%) All Species Barcodes, N (%)
Barcode N
Correto Ambiguo  Incorreto  Sem match Correto Ambiguo  Incorreto  Sem match Limite (%)

104 (80,62) 14 (10,85)  9(6,97) 2(1,55) 83 (64,34) 43(33,33) 1(0,77) 2 (1,55) 3.48°
ITS 129

89 (68,99) 14 (10,85)  7(5,42) 19 (14,72) | 75(58,13) 34(26,35) 1(0,77) 19(14,72) 1,10°

69 (62,16)  28(25,22) 12(10,81) 2 (1,80) 50 (45,04) 58(52,25) 1(0,90) 2 (1,80) 2,47
psbA-trnH 111

56 (50,45)  26(23,42) 8(7,2) 21(18,91) | 42(37,83) 47(42,34) 1(0,90) 21(18,91) 0,60 °

52(72,22)  20(27,77) 0(0,0) 0(0,0) 38(52,77) 34 (47,22) 0(0,0) 0(0,0) 1,71°¢
matK 72

45(62,50) 16 (22,22) 0(0,0) 11 (15,27) | 34 (47,22) 27(37,50) 0(0,0) 11 (15,27) 0,20 °

Fonte: elaborado pela autora (2022).

Legenda: ® = limites calculados pelo TAXONDNA (MEIER et al., 2006); ® = limites calculados pela fun¢io threshOpt no R (BROWN et al., 2012).
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Esse desfecho ¢ corroborado pela existéncia de sobreposi¢do consideravel entre as
distribuicdes das distancias genéticas nos histogramas da Figura 6, sugerindo que ndo ha um
valor de corte universal, capaz de segregar a maior parte das sequéncias coespecificas
daquelas oriundas de diferentes espécies, ao menos no contexto de grupos biologicos
altamente diversificados e que ainda carecem de mais estudos (MEYER; PAULAY, 2005). Ao
avaliar 117 espécies de dipteros representadas por multiplas sequéncias no GenBank, Meier et
al. (2006) ja haviam constatado que as distancias entre trios de individuos coespecificos nao
costumam ser equilaterais, fazendo com que a tentativa de adotar um valor de corte fixo
produza agrupamentos que ndo sdo consistentes com boa parte das espécies atualmente

aceitas, o que demandaria a redescrigdo de diversos taxa (MEIER et al., 2006).

4.2.4 Agrupamentos produzidos pelas reconstrucdes filogenéticas

A performance dos marcadores via reconstrugdes filogenéticas foi avaliada a partir do
nimero de espécies e também de individuos/sequéncias identificados corretamente (Tabela 5).
As topologias geradas através dos métodos de neighbor-joining, maxima verossimilhanga e
inferéncia Bayesiana apresentaram alguns detalhes distintos, mas, em geral, revelaram os
mesmos agrupamentos espécie-especificos, apesar dos valores de suporte divergirem em
determinadas situacdes. Além disso, os padrdes de ramificacdo ndo demonstraram ser capazes
de diferenciar as variedades dos demais individuos coespecificos nos casos em que essa
categoria taxondmica foi contemplada, conforme pode ser consultado no Apéndice E.

Os resultados para o matK e para os ITS foram muito proximos nas trés abordagens.
No que concerne ao matK, a maior diferenca observada foi o fato de Psidium cattleyanum nao
aparecer como um grupo monofilético na andlise de NJ, enquanto as sequéncias de
Blepharocalyx salicifolius foram reunidas em um clado somente nessa mesma metodologia.
No entanto, ambas as espécies ndo receberam valores adequados de suporte quando agrupadas
(bootstrap < 70% ou probabilidade posterior (PP) < 0,95), ndo tendo sido contabilizadas,
portanto, como identificacdes satisfatorias. Pimenta racemosa formou um clado exclusivo,
porém com suporte insuficiente em todas as topologias, enquanto alguns individuos de Myrcia
amazonica nao foram agrupados na analise de ML e a espécie ndo recebeu suporte nos demais
casos. Ja Myrciaria floribunda apresentou monofiletismo através dos trés métodos, mas foi
considerada significativa apenas na ML e IB.

Em relagdo aos ITS, ¢ possivel observar uma espécie correta a menos na analise de

ML em detrimento das demais devido as sequéncias de Myrceugenia alpigena, cujo clado foi
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desconsiderado por exibir um valor de bootstrap de apenas 67%. Outras diferencas de
topologia encontradas incluem o fato de Psidium laruotteanum nao ter sido recuperado na
arvore de NJ e B. salicifolius ndo aparecer como um grupo monofilético somente na ML,
embora essas espécies nao tenham alcancado valores consideraveis de suporte em nenhum
caso. Ja o marcador psbA-trnH foi o que obteve os resultados mais varidveis de acordo com a
metodologia. 10 espécies foram recuperadas em comum, embora o clado composto pelas
sequéncias de M. amazonica ndo tenha recebido suporte suficiente. Por outro lado, o
agrupamento de FEugenia involucrata foi considerado significativo apenas na ML e IB,
enquanto um valor de suporte alto foi atribuido a E. brevistyla e Pimenta dioica somente na
IB (PP > 0,99). A espécie Myrceugenia ovata também foi corretamente discriminada na IB,
mas ndo recebeu suporte elevado na ML e nem chegou a ser recuperada como um clado na
topologia de NJ. Além disso, Myrrhinium atropurpureum apareceu como um agrupamento
espécie-especifico exclusivamente na andlise de IB, porém com um valor baixo de suporte
(PP =10,84).

Esses resultados estdo sujeitos a algumas alteragdes de acordo com os critérios
adotados, como a calibracdo dos pardmetros em cada programa e a estipulagdo de limites
adequados de bootstrap e probabilidade posterior. Nota-se, no entanto, que a performance de
cada marcador segue um padrao similar aquele encontrado nos testes baseados em distancias
genéticas, com o psbA-trnH apresentando os indices mais insatisfatorios de espécies
identificadas corretamente, que variam de 20,69% para a arvore de NJ até 34,48% no caso da
IB. O gene matK ocupa uma posi¢do intermedidria, de modo que 40% dos taxa chegaram a
formar clados nas topologias de ML e IB. Todavia, ¢ valido ressaltar que um niimero menor
de espécies foi utilizado para essa regido. Myrcia citrifolia, M. guianensis, M. rufipes e M.
variabilis, que nao chegaram a manifestar barcoding gaps (Apéndice C) ou formar
agrupamentos monofiléticos (Apéndice E) nos demais marcadores, por exemplo, sdo espécies
que ndo foram contempladas para o matK, de modo que a performance desse gene poderia
estar sendo sub ou superestimada, dependendo do comportamento de tais grupos. J& os ITS
demonstraram novamente o desfecho mais promissor, onde 65,63% a 68,75% das espécies
agregaram-se de forma exclusiva.

Ao observar a tabela 5, é possivel constatar que a inferéncia Bayesiana destacou-se
apenas no caso do psbA-trnH. Tal método de reconstrucao filogenética pode, portanto, ter sido
capaz de lidar melhor com ambiguidades ou divergéncias recentes dentro desse marcador, ao
passo que as resolugdes dos ITS e do matK mantiveram-se aproximadamente constantes,

independentemente do tipo de filogenia adotada. Ainda assim, ¢ interessante observar que o
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nimero de individuos identificados corretamente ¢ mais comedido nos métodos amparados
em filogenias se comparado as analises de BM e BCM, principalmente para as regioes
plastidiais (Tabela 3). Isso ja foi relatado em outros trabalhos (ALVES, 2013; GIUDICELLI;
MADER; DE FREITAS, 2015) e pode estar associado ao fato do teste de BCM ser capaz de
realizar identificacdes corretas mesmo sob presenga de parafiletismo (COLLINS;
CRUICKSHANK, 2013). Ademais, o fato de duas amostras de Eugenia monticola (Emon07 e
Emon08), sequenciadas pela equipe do iBOL somente para o matK, estarem inseridas no
mesmo clado de Myrcia splendens em todas as topologias geradas com esse marcador ¢
inesperado. De acordo com as informagdes do BOLD, esses individuos e alguns espécimes de
M. splendens foram coletados no mesmo local, de modo que a possibilidade de uma inser¢ao

incorreta dos dados no sistema ou um erro de identificagao ndo deve ser descartada.

Tabela 5 - Numero de espécies e individuos identificados corretamente através de trés metodologias de
reconstrucio filogenética.

N° de espécies identificadas N° de individuos identificados
corretamente (%) corretamente (%)
Ne°de
Barcode espécies (N° NI ML 1B NJ ML IB
de individuos)
ITS 32 (129) 22 (68,75) 21 (65,63) 22(68,75) | 91(70,54) 88(68,22) 91(70,54)

psbA-trnH 29 (111) 6(20,69) 7(24,14) 10(34,48) | 26 (23.42) 30(27,03) 39 (35,14)

matK 15 (72) 5(3333)  6(40) 6(40) | 27(37,50) 30(41,67) 30 (41,67)

Fonte: elaborada pela autora (2022).

Legenda: NJ = neighbor-joining; ML = méxima verossimilhanga; IB = inferéncia Bayesiana.

5 DISCUSSAO

5.1 Diferencas entre regides plastidiais e nucleares

Os estudos dedicados a avaliacao da técnica de DNA barcoding em Myrtaceae ainda
sdo muito escassos, conforme constatado por meio do levantamento bibliografico realizado.
Mesmo assim, algumas pesquisas tém sido fundamentais para o incremento de novas
sequéncias nucleotidicas nos repositorios digitais, possibilitando uma analise mais refinada da
eficacia de diferentes marcadores nessa familia. Buys ef al. (2016), por exemplo, construiram

uma base de dados contendo informagdes relativas a mais de 100 espécies presentes na Nova
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Zelandia, tendo comparado a performance dos marcadores ITS, ETS e matK e verificado que
o primeiro apresentou as melhores taxas individuais de sucesso na identificacdo das amostras
através das metodologias de BLAST1 e Nearest Distance (equivalente ao Best Match). Ja
Wati et al. (2022) recomendaram a regido dos ITS como barcode para a delimitacdo de
espécies de Syzygium na ilha de Sumatra (Indonésia) a partir de andlises de barcoding gap,
BLAST e inferéncia Bayesiana, sugerindo que a combinacdo rbcL+matK seja empregada de
forma suplementar nesse género. Em ambos 0s casos, no entanto, o nimero de espécies de
Mpyrteae sequenciadas foi muito baixo (13 e 3, respectivamente). Parra-O e Bohorquez-Osorio
(2016) também utilizaram as regides do matK, rbcL e ITS para confirmar o género de uma
nova espécie colombiana de Myrtaceae com caracteres florais incomuns (Myrcianthes
roncesvallensis), integrando dados morfologicos e moleculares em uma aplicacao pratica.

Os diversos testes implementados no presente trabalho sugerem que os marcadores
matK, psbA-trnH e ITS diferem quanto a capacidade de discriminar individuos a nivel de
espécie na tribo Myrteae, com o /ocus nuclear apresentando os resultados mais promissores. A
baixa performance dos barcodes plastidiais ja foi constatada em outros géneros de plantas
mono ¢ eudicotiledoneas com taxonomias complexas, incluindo Sisyrinchium (Iridaceae)
(ALVES et al., 2014) e Passiflora (Passifloraceae) (GIUDICELLI; MADER; DE FREITAS,
2015). Os ITS ou o ITS2, por sua vez, sao considerados alguns dos marcadores mais uteis em
estudos filogenéticos devido a presenca simultanea em diferentes grupos de eucariotos e a
baixa restri¢do funcional, o que favorece uma suscetibilidade a rapidas mudancgas evolutivas
(VIJAYAN; TSOU, 2010). Seu poder discriminatorio normalmente superior ao dos loci
plastidiais em categorias taxondmicas mais especificas ¢ um aspecto bem estabelecido na
sistematica molecular (HOLLINGSWORTH; GRAHAM; LITTLE, 2011), o que fez desses
espacgadores regides recomendadas como barcodes para familias botanicas como Asteraceae
(GAO et al., 2010), Rosaceae (PANG et al., 2011) e Rutaceae (LUO et al., 2010).

Uma das hipdteses para explicar tais discrepancias pode residir nas proprias
particularidades de dispersao das regides plastidiais e nucleares. Em angiospermas, as
variantes plastidiais tendem a ser adquiridas do parental feminino, em um sistema de heranca
ndo-mendeliano, ainda que uma potencial transmissao biparental tenha sido relatada em cerca
de 20% dos géneros (ZHANG; SODMERGEN, 2010). Para boa parte das espécies, o pdlen
percorre distancias muito mais amplas quando comparado ao deslocamento relativamente
restrito das sementes, sendo que o material genético nuclear estd presente em ambas as
estruturas, mas o plastidial apenas nessa ultima (HOLLINGSWORTH; GRAHAM; LITTLE,

2011). Assim, marcadores com heran¢a materna normalmente apresentam uma diferenciagao



46

a nivel populacional consideravelmente maior do que regides provenientes do nicleo devido
ao fluxo génico reduzido, o que aumenta a permeabilidade das espécies a introgressao de
alelos heteroespecificos em decorréncia da menor competi¢do local contra essas variantes
(HOLLINGSWORTH; GRAHAM; LITTLE, 2011). Como consequéncia, tais grupos acabam
sendo menos propicios a exibir barcodes caracteristicos (Figura 8). Regides do genoma
plastidial costumam ser utilizadas em estudos de filogeografia justamente pela sua habilidade
de reconstrucao de eventos historicos e padroes demograficos em diferentes populagdes. O
trabalho de Turchetto-Zolet et al. (2016) com Eugenia uniflora (Myrtaceae), por exemplo,
empregou espacadores intergénicos do cloroplasto para evidenciar a ocorréncia de duas
linhagens divergentes principais dentro da espécie, uma no norte e outra no sul do Dominio da
Mata Atlantica, de modo que a baixa taxa de migracdo observada entre essas populagdes
provavelmente esta atrelada a presenga de barreiras fitogeograficas que impedem a dispersao
zoocorica das sementes (TURCHETTO-ZOLET et al., 2016). A limitacdo de fluxo génico &,
portanto, um dos possiveis fatores associados ao pior desempenho do psbA-trnH como

barcode nos testes realizados com as espécies de Myrteae.

Figura 8 - Representacio esquematica do possivel impacto exercido pelo fluxo génico entre populagdes
sobre o sucesso discriminatério de um barcode. Em A, as trés populacdes da espécie vermelha estio
conectadas por uma intensa troca de material genético (indicada pelas setas verticais alongadas),
permanecendo relativamente isoladas da espécie azul, e vice-versa. Em B, o fluxo génico entre populacdes
estd comprometido (setas verticais curtas), tornando-as mais diferenciadas entre si e suscetiveis a
introgressao de alelos de outra espécie (seta inclinada), o que reduz o poder da técnica de DNA barcoding.

A B

Fonte: Hollingsworth, Graham e Little (2011).

Alguns trabalhos sobre DNA barcoding realizados com espécies que ocorrem no
territério brasileiro ou na regido Neotropical podem ser consultados no Quadro 1. Os
resultados que servem como embasamento para as recomendacdes em cada tdxon por vezes

sdo gerados através de abordagens analiticas distintas, fazendo com que esses detalhes
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metodolégicos acabem interferindo em uma comparagdo direta dos dados. Mesmo assim, ¢
interessante notar que os ITS sdo indicados de forma recorrente quando testados, seja como
marcadores individuais ou como candidatos potencialmente informativos para uso em
conjunto com regides suplementares. Gonzalez et al. (2009) ndo preconizam esses
espacadores nucleares como principais alternativas de barcode devido ao indice limitado de
sequenciamento obtido para espécies tropicais da floresta Amazodnica (41%), embora admitam
que sua alta variabilidade pode ser muito oportuna na delimitagdo de familias que sao
particularmente complexas e desafiadoras para as regides plastidiais, a exemplo de
Sapotaceae.

Vivas et al. (2014) demonstraram que os ITS realmente apresentam uma boa
capacidade discriminatéria em espécies de Sapotaceae na Mata Atlantica brasileira, superando
os testes com combinagdes de diferentes marcadores. De maneira similar, Bolson et al. (2015)
encontraram resultados positivos para esses espacadores ao analisar espécies madeireiras
ameagadas no estado do Parand (RS), incluindo alguns representantes do género Ocotea
(Lauraceae), outro grupo diverso e de dificil taxonomia. Os autores, no entanto, ressaltam que
as taxas relativamente baixas de sucesso durante o sequenciamento (78%) consistem na unica
inconveniéncia associada a essa regido. Indices ainda menores de universalidade (39%) foram
encontrados para os ITS em membros sul americanos da tribo Tigridieae (Iridaceae) (ALVES,
2013), demonstrando que a recuperacao de regides do nucleo nao € tdo simples em alguns
casos devido a presenca de poliploidia, elementos de transposi¢dao, heterozigosidade e
mutagdes nos sitios de priming, por exemplo (HOLLINGSWORTH; GRAHAM; LITTLE,
2011; SPOONER, 2009). Ainda assim, um estudo com maior abrangéncia em Lauraceae, que
incorporou a prospec¢do de marcadores taxon-especificos do cloroplasto, também apontou os
ITS como candidatos com a melhor resolug@o para a familia (38,9% a 66,7%), sugerindo que

novas opgdes nucleares sejam investigadas em detrimento das plastidiais (LIU et al., 2022).

Quadro 1 - Relacio de alguns estudos sobre DNA barcoding que incluem espécies nativas do Brasil ou da
regiao Neotropical, com os marcadores utilizados, metodologias e consideracdes dos autores.

(continua)
Grupo botéanico Marc'adores Prmmpa@ esth atF: glas d ¢ andlise Recomendagoes Referéncia
analisados discriminatoria
86 espécies de vbel matk Avaliagao dos barcoding gaps matK. com o
angiospermas para B ’ via histogramas; reconstrucdes )

todos os loci + p f;f :F’ZZ’ filogenéticas pelos métodos de p sﬁé f;’;ga?élrdo Lahaye et al.

1084 espécies de ry hous fZ e MP, ML, NJ, UPGMA ¢ IB; omative o (2008)
Orchidaceae p i a”h 7 ’ analises de coalescéncia complementar

restritas ao matK (agrupamentos genéticos) p
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Quadro 1 - Relagao de alguns estudos sobre DNA barcoding que incluem espécies nativas do Brasil ou da
regido Neotropical, com os marcadores utilizados, metodologias e consideracdes dos autores.

(continuagao)
Grupo botanico Marc.adores Pr1nc1p31§ est.r at.e glas .de andlise Recomendacgdes Referéncia
analisados discriminatéria
Myristicaceae: UPA, rpoB, Egcalorrlamento' multidimensional
Compsoneura (8 nao métrico; histogramas com as
espécies), rpocl, aceD, distancias intra e interespecificas matk + Newmaster ef
Iryanthera (1) e rbsc[f[:l_r;zrc;tHK sem corregdo; TAXONDNA psbA-trnH al. (2008)
Virola (1) p (BM e BCM)
TAXONDNA (BCM); psbA-trnH,
vbel 1poCl ferramenta cluster do embora nenhum
54 familias de 5 TPO™ s TAXONDNA e método de marcador
. rpoB, matK, .. Gonzalez et
angiospermas da blastclust para agrupamento das plastidial tenha
A yef3, trnL, . ] al. (2009)
Amazonia <hA-trnE. ITS sequéncias em MOTUs; alcangado taxas
p ’ reconstrucdes filogenéticas (ML de sucesso
e NJ) superiores a 70%
: . + +
Fabacee}e .(Inga). Graficos comparando os niveis rpoCl + rbel
26 espécies + 2 rpoCl, rpoB, . N . matK ou rbcL +
i de divergéncia intragenérica para
familias com rbel, matk, oS matK + .
cada par de /oci; histogramas Hollingsworth
enfoque fora dos psbA-trnH, s Y A psbA-trnH (Inga)
e com a distribui¢do das distancias | * . TN et al. (2009)
Neotropicos atpF-atpH, » ) . = discriminagdo
(Aytoniaceae e psbK-psbl genéticas (K2P); filogenias de de até 69% das
. MP, NJ e UPGMA .
Araucariaceae) espécies
rbcL + matK +
Teste de similaridade (BLAST); a ’; :g;;;’;ﬁ o
Bromeliaceae: 46 rbcL, matk, distribuigdo das divergéncias P Maia et al.
e . A o melhor resultado,
espécies psbA-trnH interespecificas (K2P); analises mas insatisfatorio (2012)
filogenéticas (MP, ML e NJ) (44.44% das
espécies)
Iridaceae: 7 Histogramas com as divergéncias matK (ITS
N ITS, rbclL, . . A . .
géneros e 17 matk intra ¢ interespecificas (K2P); tiveram baixa Alves (2013)
espécies da tribo b A-tr;1 I TAXONDNA (BM ¢ BCM); universalidade:
Tigridieae p filogenias (MP, NJ, UPGMA) 39,06%)
Iridaceae: 88 Avah.aga.o dps~ barcod.l ng 8aps ITS como ponto
espécies de via d1st.r1bu1(;ao das distancias inicial. com
Sisvrinchium + 10 ITS, matK, intra e interespecificas (K2P); 30.61% a’3 8 78% Alves et al.
es )Z':cies de outros psbA-trnH TAXONDNA (BM ¢ BCM); ’das 25 éci’es ' (2014)
pecte filogenias (MP, NJ, UPGMA e das esp
géneros IB) identificadas
Distribui¢éo relativa das
Sapotaceae: 26 rbcL, matk, distancias intra e interespecificas ITS Vivas et al.
espécies psbA-trnH, ITS (K2P); TAXONDNA (BM ¢ (2014)
BCM); filogenia de NJ
L Histogramas com as frequéncias
30 especies e 17 das distancias genéticas sem ITS, com o

familias de
angiospermas do
Parana

rbel, matk,
psbA-trnH, ITS

corre¢do; TAXONDNA (BCM);
abordagens filogenéticas pelos
métodos de MP, ML e NJ

psbA-trnH como
locus adicional

Bolson et al.
(2015)
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Quadro 1 - Relagao de alguns estudos sobre DNA barcoding que incluem espécies nativas do Brasil ou da
regido Neotropical, com os marcadores utilizados, metodologias e consideracdes dos autores.

(conclusio)
Grupo botanico I\;[r?;lcizggf)ess Prmmpag:;ggﬁg ,?(,)Srie andlise Recomendacgdes Referéncia
Passiflora rbel, matk, Frequéncia relativa das ITS1 como Giudicelli
. psbA-trnH, distancias intra e interespecificas | ponto inicial (> - i
(Passifloraceae): Mider e de
227 espécies ’ trnL, ITS1, (K2P); TAXONDNA (BM ¢ 60% de acertos Freitas (2015)
p ITS2, ITS1+2 | BCM); filogenias (ML, NJ e IB) | via BM e BCM)
o tzeigs((:;i::t:das Calculo das divergéncias intra e rpl32-trnL ou
P .. rpsl6-trnk, interespecificas médias (K2P) e concatenacdes ..
no estudo + varias Lo . N Todeschini
espécies de 5 rpl32-trnL, da distancia do Nearest Neighbor dos trés (2019)
sué) familias de trnL-trnF, ITS2 para cada espécie no BOLD; marcadores
Palmae (GenBank) construcao de arvores de NJ plastidiais
Piver ITS2, Avaliacao dos barcoding gaps
P psbA-trnH, através de histogramas das
(Piperaceae): P, . . .
audichau diaﬁul;rz rbeL + testagem distancias genéticas sem ITS2 Brandao et al.
gP malacoh llum, de 3 primers corre¢do; teste de identificagdo (2020)
’ e P re Z e}l}lii para amplificar via BLASTn; analises
e microssatélites | filogenéticas por MP e UPGMA
rbecL, matK, ~ , i
Euterpe psbA-trnH Inspecao do numero de sitios
’ polimérficos dentro de cada
(Arecaceae): E. yeflb, trnL, espécie e entre espécies bK-I Lugon et al.
edulis, E. oleracea trnL-trnF, dif% relntGS' reconSsIt)ru 30 PSOR= (2021)
¢ E. precatoria psbK-psbl, filogenética pelo métod(f de IB
ETS, ITS2 g P
matK, rbcL,
538 espécies e 115 rpoB, rpoCl,
familias de plantas atpF-atpH, Analises de BLASTn; arvores de rbel. + ITS2 Vasconcelos et
vasculares na Serra psbK-psbl, ML al. (2021)
dos Carajas (PA) psbA-trnH,
ITS2
Verificacdo dos barcoding gaps a
artir das distancias
Myrtaceae: 10 P . o
géneros e 32 matk, . 1ntraesp§301ﬁca maxima e ITS como ponto | Este trabalho
.. . interespecifica minima (K2P) .. .
espécies da tribo | psbA-trnH, ITS para cada espécie: TAXONDNA inicial (2022)
Myrteae (BM, BCM e ASB); filogenias
(ML, NJ e IB)

Fonte: elaborado pela autora (2022).

Legenda: ASB = All Species Barcodes; BC = Best Match; BCM = Best Close Match; BOLD = Barcode of Life
Data System; 1B = inferéncia Bayesiana; K2P = Kimura 2-parametros; ML = maxima verossimilhan¢a; MOTU =
unidade taxondmica operacional molecular (molecular operational taxonomic unit); MP = maxima parcimoénia;
NI = neighbor-joining; UPGMA = método de agrupamento ndo ponderado com médias aritméticas (unweighted
pair group method with arithmetic mean).

Na contramao dessas estatisticas, o0 matK demonstra ser um marcador filogenético e

um barcode mais eficiente para Carex se¢do Phyllostachyae (Cyperaceae) do que os ITS,
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possivelmente em razdo desses ultimos estarem evoluindo tdo rapido a ponto de criar
homoplasias em nivel infraseccional (STARR; NACZI; CHOUINARD, 2009). Mesmo que as
taxas de espécies resolvidas nesse género com o uso do gene plastidial ndo sejam elevadas
(até 60%), Starr, Naczi e Chouinard (2009) propdem que esse locus faga parte do sistema de
barcodes universais para o grupo e seja sequenciado em amostras com origens previamente
conhecidas, o que pode auxiliar na melhora da performance da técnica. Regides do cloroplasto
também ja apresentaram resultados promissores em alguns levantamentos floristicos,
incluindo andlises com orquideas da Mesoamérica (Orchidaceae), onde o matK foi capaz de
revelar espécies cripticas quando empregado individualmente (LAHAYE et al., 2008). Por
fim, a combinacao desse locus com o psbA-trnH revelou-se util para a delimitacao de espécies
de Compsoneura (Myristicaceae) coletadas em diferentes paises da América do Sul e Central,
considerando que a identificacio morfoldgica desses organismos depende fortemente da
presenca de estruturas reprodutivas (NEWMASTER et al., 2008). E importante destacar, no
entanto, que esses estudos costumam envolver amostragens a nivel regional ou um conjunto
relativamente limitado de espécies-irmas. Assim, a relevancia dos marcadores plastidiais nao
deve ser ignorada, embora sua eficacia varie de acordo com os taxa inspecionados (ALVES,
2013) e possa diminuir consideravelmente quando muitos membros proximos sdo incluidos

(STARR; NACZI; CHOUINARD, 2009).

5.2 Razées que podem comprometer o uso do DNA barcoding em familias botanicas

Inumeros fatores sdo capazes de prejudicar a estratégia de identificacdo a nivel de
espécie baseada em barcodes de DNA, sendo um deles a propria historia evolutiva dos grupos
taxonomicos. O ritmo de especiagdo acaba interferindo no acumulo de diferengas
espécie-especificas, fazendo com que um sistema de diagndstico genético se mostre
desfavordvel em plantas que apresentam taxas muito lentas de substituicdo e,
consequentemente, baixa variabilidade nas suas sequéncias nucleotidicas, como algumas
gimnospermas do género Araucaria (Araucariaceac) (HOLLINGSWORTH et al., 2009). A
evolucdo molecular nos maiores clados de angiospermas também ¢ mais vagarosa em arvores
e arbustos quando comparada a linhagens herbaceas, sugerindo que espécies lenhosas,
caracterizadas pela existéncia de geracdes que perduram por longos periodos, possam ser
particularmente problematicas (GONZALEZ et al., 2009; SMITH; DONOGHUE, 2008).

As taxas de diversificagdo na regido Neotropical, todavia, costumam ser altas, o que

gera eventos frequentes de rapida radiagdo (RICHARDSON et al., 2001). Dificuldades para a
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implementa¢do do DNA barcoding sdo igualmente verificadas nessas situagdes, com relatos
de insucesso na familia Bromeliaceae, cujas subfamilias comecaram a divergir a apenas 19
milhdoes de anos (MAIA et al, 2012), no género Inga (Fabaceae), com especiacdes
predominando nos ultimos 10 milhdes de anos (HOLLINGSWORTH et al., 2009;
RICHARDSON et al., 2001), e na se¢do Solanum sect. Petota (Solanaceae) (SPOONER,
2009). Nao ¢ surpreendente, portanto, que desafios similares sejam encontrados em pesquisas
aplicadas aos membros Neotropicais da tribo Myrteae (Myrtaceae), levando em conta que um
periodo de radiacdo relativamente recente ¢ estimado para esse grupo (Oligoceno - Mioceno)
e sua grande riqueza de espécies provavelmente esta atrelada a taxas aceleradas de
diversificacdo em algumas linhagens (BIFFIN et al., 2010; LIMA et al., 2021). Nesse caso, 0
emprego exclusivo de marcadores moleculares que evoluem de forma mais lenta, como
sequéncias codificadoras de proteinas, pode fornecer informagdes insuficientes para a
resolugdo de filogenias (BALBINOTT et al., 2022) e também para uso como barcode em
plantas. As andlises conduzidas nesse trabalho indicam que o gene matK de fato possui o
menor numero de sitios polimorficos parcimoniosamente informativos dentre os marcadores
selecionados, mesmo sendo conhecido como um dos loci plastidiais codificantes de mais
rapida evolugdo (VIJAYAN; TSOU, 2010).

Evidéncias de parafiletismo em arvores de genes também aparentam ser mais comuns
nas plantas do que em animais, o que acaba fomentando um debate acerca da existéncia de
fronteiras genéticas ambiguas entre espécies vegetais (FAZEKAS et al., 2008, 2009). Esse ¢
um dos problemas associados ao uso do bootstrap como uma métrica de validagdo de
barcodes em filogenias, visto que o suporte de um grupo monofilético ¢ mensurado a partir
dos dados disponibilizados, mas desconsidera a existéncia de outras sequéncias com
monofiletismo possivelmente interrompido, principalmente nos casos em que nao foi feita
uma amostragem minuciosa de individuos e espécies (FAZEKAS et al., 2008). Além disso,
ramos mais curtos com espécies-irmas que divergiram recentemente costumam apresentar
valores baixos de suporte, mesmo que em alguns casos seja possivel diferenciar esses grupos
por mutagdes unicas (COLLINS; CRUICKSHANK, 2013).

O parafiletismo tem multiplas causas, podendo, por exemplo, ser decorrente de um
evento conhecido como classificacdo de linhagem incompleta (incomplete lineage sorting) ou
coalescéncia profunda, onde os conjuntos alélicos (hapldtipos) herdados em populagdes com
tamanho efetivo grande e que sofreram especiagdo rapida e recente costumam produzir
arvores de genes incompativeis com as arvores de espécies devido a retengdo de

polimorfismos ancestrais, afetando a habilidade discriminatoria dos barcodes (FAZEKAS et
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al., 2009; FUNK; OMLAND, 2003; MADDISON, 1997). Nesse sentido, espécies que se
originaram por auto ou alopoliploidia também estdo sujeitas, ao menos inicialmente, a
compartilhar haplétipos plastidiais com seus respectivos progenitores (HOLLINGSWORTH;
GRAHAM; LITTLE, 2011). Ademais, Fazekas et al. (2009) ja constataram que géneros
botanicos com evidéncias de hibridag¢do natural possuem um grau menor de descontinuidade
genética, o que torna esse parametro um preditor significativo da magnitude dos barcoding
gaps nesses grupos.

A dificuldade em identificar os membros Neotropicais de Myrtaceae provavelmente
estd associada a hibridacdo atuando em conjunto com a poliploidia para gerar novos
caracteres intermedidrios entre espécies muito proximas, de modo que a diferenciacdo a nivel
cromossodmico acaba isolando esses individuos geneticamente e favorecendo o processo de
especiagdo (DA COSTA; FORNI-MARTINS, 2006a, 2006b). Séries poliploides sao
frequentes na subfamilia Myrtoideae, tendo sido reportadas em cerca de 75% das espécies de
Psidium examinadas em estudos citogenéticos, além de representantes de Eugenia, Gomidesia
e Myrcia (DA COSTA, 2004). Esses dados sdo, portanto, um indicativo da importancia da
poliploidia para a evolugdo da tribo Myrteae (DA COSTA; FORNI-MARTINS, 2006a).
Somado a isso, a alta prevaléncia de metabdlitos secundarios em espécies Neotropicais
também complexifica procedimentos como a extracdo de DNA, fundamental para as etapas
subsequentes das analises de barcode (GONZALEZ et al., 2009).

A adesao dos taxonomistas a diferentes conceitos de espécie ao longo do tempo ¢é
outro elemento que pode ter contribuido para as atuais incongruéncias encontradas em alguns
grupos botanicos (SPOONER, 2009). Limites excessivamente inclusivos (lumping) ou
restritivos (splitting) sdo estabelecidos para a delimitacdo de uma espécie dependendo dos
critérios considerados, como morfologia, ecologia ou grau de fluxo génico e isolamento
reprodutivo, produzindo taxa que nem sempre correspondem adequadamente as variagdes
existentes a nivel genético (FAZEKAS et al., 2009). Além disso, o uso de um ou poucos
marcadores por vezes ¢ incapaz de diferenciar grupos taxonomicamente complexos, cujas
fronteiras entre espécies ndo sdo claramente definidas devido a fatores como presenca de
ecOtipos e microespécies originadas por apomixia (HOLLINGSWORTH; GRAHAM,;
LITTLE, 2011). Myrcia splendens ¢ uma das espécies da flora Neotropical mais desafiadora
nesse aspecto, pois abrange cerca de 170 sinonimias e uma série de morfotipos distribuidos
em uma ampla area geografica, que inclui a Mata Atlantica, Amazodnia e Cerrado brasileiros,
além da Guiana Francesa, Costa Rica e Republica Dominicana (LIMA DOS SANTOS et al.,

2021). O nao-monofiletismo desse complexo foi confirmado por Lima dos Santos et al.
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(2021), com multiplos acessos emergindo em clados independentes de acordo com os biomas
de procedéncia. Tal instabilidade taxonomica estende-se também a outras espécies com altos
niveis de plasticidade morfoldgica e grande abrangéncia territorial, como Myrcia amazonica,
M. guianensis e M. multiflora, que apresentam 29, 158 e 41 sindnimos, respectivamente
(WCSP, 2022), e cujos morfotipos podem vir a ser reconhecidos como espécies separadas no
futuro (LIMA et al., 2021).

Para além de algumas espécies, toda a familia Myrtaceae tem sido submetida a uma
série de revisdes nas ultimas décadas devido as dificuldades impostas para a circunscri¢ao de
seus membros (BALBINOTT et al., 2022). Diversos tratamentos taxondmicos regionais e
trabalhos filogenéticos baseados no uso de marcadores nucleares ndo codificantes, bem como
de genes e espagadores intergénicos plastidiais, t€m contribuido para o esclarecimento de
algumas relagdes dentro da familia (BALBINOTT et al., 2022; PROENCA et al., 2022). A
classificagdo moderna ao nivel hierarquico de tribo, por exemplo, estd fundamentada em
dados provenientes do gene matK em conjunto com o intron trnK (WILSON et al., 2005), ao
passo que estudos moleculares focados em grupos especificos, inseridos principalmente em
Eugenia s.1. (MAZINE et al., 2014) e Myrcia s.1. (LUCAS et al., 2011), foram conduzidos no
intuito de refinar aspectos evolutivos e biogeograficos em Myrteae, incluindo a atualizacdo e
o reposicionamento de alguns taxa.

Portanto, mesmo considerando a necessidade de informagdes provenientes dos
vouchers, ¢ esperado que muitos espécimes atualmente depositados em herbarios com
nomenclatura errdnea ou ultrapassada nio sejam reclassificados (MEIER et al., 2006), e que
identificacdes conflituosas possam surgir quando diversos grupos trabalham com o mesmo
taxon (COLLINS; CRUICKSHANK, 2013). Ao realizar uma breve inspecao na base de dados
do BOLD, ¢ possivel encontrar uma série de géneros que atualmente ndo constam na lista de
nomes oficiais em Myrtaceae, a exemplo de Marlierea (19 espécimes), Gomidesia (6) e
Hexachlamys (8), além de algumas delimita¢des genéricas (Campomanesia sp., Eugenia sp.) e
sinonimias, como Blepharocalyx tweediei e B. salicifolius (WCSP, 2022). Qualquer banco de
armazenamento de sequéncias nucleotidicas, incluindo o GenBank, sera suscetivel a esse tipo
de adversidade. Assim, no contexto do DNA barcoding, a falta de padronizagdo ocasionada
pelo envio de sequéncias com multiplos nomes para a mesma espécie ou classificadas
incorretamente também acaba gerando um efeito negativo importante. Nesse caso, o
estabelecimento de politicas mais especificas para a submissao de dados associados a
espécimes com caracteristicas atipicas, como altas divergéncias intraespecificas (MEIER et

al., 2006), somada a um sistema que elenca o grau de expertise e esfor¢o dedicados a uma
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determinada identificagdo (COLLINS; CRUICKSHANK, 2013) sdao aspectos que podem

amenizar parte do problema.

6 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

O presente trabalho objetivou contribuir para a geragdo de conhecimento acerca da
técnica de DNA barcoding na tribo Myrteae (Myrtaceae), algo até entdo pouco explorado na
literatura, a partir de metodologias baseadas no célculo das distdncias genéticas intra e
interespecificas e em filogenias. No entanto, algumas limita¢gdes importantes comprometeram
a geracao de resultados mais robustos sobre a eficacia dos marcadores testados.

Cerca de 1% das 2500 espécies e 20% dos 51 géneros previstos para Myrteae
(VASCONCELOS et al., 2017) foram contemplados na construgdo da biblioteca de
referéncia, o que subestima consideravelmente a riqueza existente no grupo como um todo e
dentro de cada género, alguns representados por uma unica espécie nesse levantamento. As
zonas de distribui¢do dos taxa selecionados também apresentaram grande variacdo de
amplitude, podendo ser restritas, a exemplo de Psidium macahense, endémico da Mata
Atlantica brasileira (TULER et al., 2019), ou englobar diversos dominios fitogeograficos,
como no caso de Eugenia uniflora (TURCHETTO-ZOLET et al., 2016) e Myrcia splendens
(LIMA DOS SANTOS et al., 2021). Desse modo, nem sempre foi possivel abranger
individuos coletados em multiplas localidades, minimizando a verdadeira diversidade
genética associada a cada um dos marcadores. Ademais, boa parte dos trabalhos filogenéticos,
utilizados nessa monografia como a principal fonte de recuperacdo dos dados avaliados,
empregam poucas sequéncias nucleotidicas de uma mesma espécie, geralmente uma ou duas,
0 que atua como um empecilho adicional para a obtencdo de quantidades ideais de amostras
intraespecificas. A dificuldade em encontrar espécies com os mesmos /oci sequenciados na
plataforma do GenBank também compromete a realizagdo de estudos comparativos, embora
nao impossibilite que as informagdes moleculares atualmente disponiveis sejam exploradas
para a delimitacao de novas hipdteses.

Todos esses problemas ja foram relatados na literatura como fatores importantes para a
geracdo de vieses (LIU et al., 2022; MEIER et al.,, 2006; MEYER; PAULAY, 2005;
MORITZ; CICERO, 2004). Espera-se, portanto, que os indices de adequabilidade aqui
mensurados diminuam a medida que o esfor¢o amostral se intensifique, seja pela insercao de
individuos coespecificos com uma representatividade geografica mais fidedigna ou pela

incorporacdo de novos grupos, incluindo membros intimamente relacionados, a biblioteca.
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Apesar de todas as limitagdes, os dados obtidos a partir desse trabalho forneceram um
panorama condizente com outras avaliagdes implementadas em grupos Neotropicais. Alguns
dos loci comumente sequenciados para estudos filogenéticos em Myrteae coincidiram com os
marcadores cldssicos de DNA barcoding em plantas, possibilitando que o poder
discriminatorio dessas regides fosse verificado através de diferentes abordagens analiticas.
Nesse sentido, os espacadores nucleares ITS demonstraram a melhor performance individual
quando comparados a dois marcadores plastidiais selecionados, um nao codificante
(psbA-trnH) e outro codificante (matK), apresentando o maior grau de polimorfismo genético
intra e interespecifico. Mais da metade das espécies exibiram barcoding gaps para essa regiao
ou formaram agrupamentos monofiléticos nos trés métodos de reconstrucdo filogenética
utilizados. Além disso, de 58% a 81% dos individuos foram identificados corretamente nos
testes de similaridade, dependendo da estratégia adotada (nivel de rigor e limite de corte). Os
marcadores plastidiais, em contrapartida, expressaram resultados menos satisfatorios,
principalmente pela propor¢do considerdvel de divergéncias interespecificas nulas e pela
incapacidade de reunir a maior parte das espécies em clados exclusivos. Tais resultados
sugerem que o locus nuclear pode servir como um ponto inicial para investigagcdes mais
profundas na tribo, visto que seu desempenho €é o mais promissor, apesar de nao ser o ideal.

Conforme previamente discutido, os desafios impostos pelos atributos evolutivos,
genéticos e bioquimicos encontrados em familias botanicas costumam ser mais pronunciados
do que em animais, especialmente nos grupos caracterizados por uma alta diversidade
bioldgica, o que acaba comprometendo as taxas de identificagdo via DNA barcoding. Embora
Lahaye et al. (2008) tenham sugerido que cerca de 90% das espécies de plantas serdo
identificadas através de barcodes universais, as estimativas discretas adotadas por estudos
subsequentes parecem ser mais coerentes. Nesse cenario, os loci plastidiais ndo chegardo a
ultrapassar 70% de atribui¢cdes adequadas, sendo que o melhor desfecho possivel em alguns
casos serd apenas a indicacdo de um grupo de espécies compativel com o material analisado
(FAZEKAS et al., 2008; HOLLINGSWORTH et al., 2009). A inclusdo de marcadores
complementares que pertencem a um mesmo grupo de ligacdo génica (como o genoma
plastidial) nem sempre superara esse impasse, visto que aumentos sutis de resolucao tendem a
ser esperados, muitas vezes ndo compensando os esforcos de sequenciamento (FAZEKAS et
al., 2008, 2009). Assim, a sondagem de genes nucleares apropriados para as principais ordens
e familias botanicas complexas, como Myrtaceae, podera ser uma estratégia de incremento da
variabilidade dos barcodes nesses grupos a curto ou médio prazo (FAZEKAS et al., 2009).

Analogamente, o desenvolvimento de protocolos de amplificagdo e sequenciamento
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especificos para alguns taxa problematicos se tornara inevitdvel (VASCONCELOS et al.,
2021), mesmo que isso desobedeca algumas das premissas ideais estipuladas para a seleg¢do de
um barcode.

O uso de regides com performances modestas, todavia, j4 pode ser suficiente para
analises de individuos imaturos ou fragmentados dentro de uma area geografica restrita, sem a
coocorréncia de muitos taxa aparentados (HOLLINGSWORTH; GRAHAM; LITTLE, 2011).
Discriminagdes a nivel de género ou até mesmo familia também acabam sendo de grande
utilidade, principalmente na deteccdo de alguns tipos de adulterantes e na orientagcdo de
usuarios desprovidos de qualquer conhecimento prévio sobre o organismo investigado
(HOLLINGSWORTH; GRAHAM; LITTLE, 2011). Sendo assim, o emprego de um método
molecular ajuda a restringir o espectro de identidades que podem ser atribuidas a um
espécime, sendo posteriormente suplementado com consultas a especialistas ou buscas melhor
direcionadas em chaves dicotomicas, quando vidvel. A taxonomia e sistemdtica tradicionais,
portanto, continuardo exercendo um papel importante e insubstituivel, embora a elaboragdo de
mais estudos sobre DNA barcoding garantird que a integragdo de dados genéticos e
morfologicos seja mais eficiente e pormenorizada.

Como desdobramento desse trabalho, espera-se que novas sequéncias nucleotidicas
possam ser geradas em laboratorio, visando completar algumas lacunas da biblioteca de
referéncia e ampliar o namero de espécies abordadas, especialmente com representacdes mais
significativas dentro de cada género. Esse procedimento auxiliard na conducao de analises
sobre o perfil de sequenciamento e amplificacdo de cada barcode em Myrteae, algo que nao
pode ser aqui averiguado, além de permitir que diferentes marcadores sejam sequenciados e
concatenados em um mesmo individuo. Assim, combinagdes dos ITS com outras regides
genomicas poderdo ser testadas com o intuito de verificar se a habilidade discriminatéria
desses espacadores ¢ passivel de melhorias em uma abordagem baseada em multiplos /oci.

Finalmente, a ado¢do de protocolos com o maximo de padronizagdo possivel em
conjunto com inovagdes como os sequenciamentos de nova geracao e ferramentas robustas de
bioinformatica determinard os rumos futuros do DNA barcoding. Anélises de alta resolucao
por fusdo (High Resolution Melting - HRM) acopladas ao emprego dos barcodes classicos ja
estdo garantindo progressos substanciais, visto que essa tecnologia, conhecida como
Bar-HRM, permite autenticar com alta resolucao plantas medicinais comercializadas em um
estado menos processado (YU et al., 2021). Por outro lado, a estratégia de genome skimming,
que envolve o sequenciamento de fragmentos curtos de DNA com baixa cobertura, pode ser

utilizada na reconstrugcdo de plastomas e inspe¢do de polimorfismos de nucleotideo nico
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espécie-especificos (MASCARELLO et al., 2021). Tal processo auxiliard, por exemplo, no
delineamento de regides altamente varidveis cujo potencial discriminatorio supera o dos loci
convencionais, a0 menos em alvos particulares, como madeiras tropicais cobicadas
(MASCARELLO et al., 2021). Nesse sentido, o genoma completo do cloroplasto ou algumas
sequéncias mais longas de DNA ribossomal (~6000 pb) também estdo sendo testadas para
discernir linhagens abaixo do nivel de espécie, como subespécies, variedades e até mesmo
individuos (KANE et al., 2012). Consequentemente, a metodologia de ultra-barcoding (UBC)
e outras tecnologias emergentes certamente trardo perspectivas ambiciosas ou promissoras
para o campo da taxonomia vegetal, sobretudo pela agregacdo de novos dados informativos

nas analises moleculares.
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Umbellatae, the most unmanageable clade
Nadra et al. 2018 Evolution of polhnatllon by frugivorous birds in Fllogenla.e ITS, ETS, matk, 25 76 Sim
Neotropical Myrtaceae Morfologia psbA-trnH
Advanced understanding of phylogenetic relationships, ITS, ETS, psbA-trnH,
Amorim ef al. 2019 morphologllcal evolution and blogec?graph{c hlstor.y of the Blogeograﬁa e ndhE, matK, rpli6, )53 251 Sim
mega-diverse plant genus Myrcia and its relatives Filogenia trnQ-rpslo,
(Myrtaceae: Myrteae) rpl32-trnL, trnL-trnF
Calyx (con)fusion in a hyper-diverse genus: Parallel . .
Fil IT bA-trnH, rpllé6,
Giaretta ef al. 2019 evolution of unusual flower patterns in Eugenia Logetia @ S, psbA-trnH, pl16, 79 79 Sim

(Myrtaceae)

Ontogenia

rpl32-trnL, trnQ-rpsi6
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N° Total N° de Sequéncias
Autores Ano Titulo Tematica Central Marcadores de Espécies de  Novas e
Espécies Myrteae  Publicadas

Phylogenetic Placement of New Species with Fused Calyx

Giaretta ef al. 2019 . . Fil i ITS, ETS, psbA-trnH 54 54 Si
farctia et a Reveals Homoplastic Character in Eugenia (Myrtaceae) rogenia poba-im m
A phyl i fM in th Antill Bi fi IT A-trnH,
Flickinger et al. 2020 p Yy ogenetic survey of Myrtaceae in the Grea'lter nFl es 10geogra' iae S, psbA-trnH, 160 154 Sim
with nomenclatural changes for some endemic species Filogenia trnL-trnF, ndhF-rpl32

Phylogeny and biogeography of Myrcia sect. Aguava
(Myrtaceae, Myrteae) based on phylogenomic and Sanger Biogeografia e ITS, psbA-trnH, ndhF,

Li tal. 2021 . . . . . 58 58 Si
fmaeta data provide evidence for a Cerrado origin and Filogenia trnL-trnF, trnQ-rps16 m
geographically structured clades
. Phylogenetic and biogeographic analysis in Myrcia sect. .
Lima dos Santos et . . B fi ITS, psbA-trnH, ndhF, .
1ha dos Samos et Hm1 Myrcia (Myrcia S.L., Myrtaceae) with focus on highly 10g.e0gra. e pOA-inin 1 127 127 Sim *
al. . . Filogenia trnL-trnF, trnQ-rps16
polyphyletic Myrcia splendens
- lecular relationshios i ;
Uehbe De Oliveira Ur}derstandlng molecular re atlon's '1ps in Campomanesia ' ' '
‘al 2021 Ruiz & Pav. (Myrtaceae): emphasizing the C. xanthocarpa Filogenia ITS 21 21 Sim **
etal.

complex based on multiple accessions

Diversity, phylogeny and evolution of the rapidly evolving
genus Psidium L. (Myrtaceae, Myrteae)

ITS, ETS, psbA—trnH,

wdhF 49 48 Sim

Proenga et al. 2022 Filogenia

Filling gaps of reference DNA barcodes in Syzygium from

Wati et al. 2022 . )
rainforest fragments in Sumatra

DNA barcode ITS, rbcL, matK 27 3 Sim

* Novas sequéncias foram geradas, mas ndo foi possivel rastrea-las no GenBank (os autores forneceram apenas o codigo das amostras de DNA depositadas no Jardim
Botanico Real de Kew - RBG Kew).
** As sequéncias ficaram disponiveis no GenBank somente ap6s a execugdo deste trabalho, de modo que as respectivas amostras ndo foram contabilizadas nas analises.
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APENDICE B - BIBLIOTECA DE REFERENCIA DO TRABALHO, INCLUINDO AS ESPECIES FILTRADAS DURANTE A

CURADORIA E OS CODIGOS DE ACESSO DE CADA MARCADOR NO GENBANK

(continua)
Ari Cédigos de acesso no GenBank
Acronimo Subtribo Género Espécie (nome aceito)** Localizacao Vouche:il-:erbarlo &
matK psbA-trnH ITS
. Blepharocalyx salicifolius . Landrum 11232
Bsal01 Bleph 1 B 1
sal( epharocalycinae Blepharocalyx (Kunth) O. Berg Uruguai (ASU) IN661035 IN660935
Bsal02 Blepharocalycinae Blepharocalyx Blepharocalyx salicifolius Argentina Negritto 927 (CONC)  IN661034 IN660936
P Y P 4 (Kunth) O. Berg g &
Bsal03  Blepharocalycinae Blepharocalyx > ePtarocalyx salicifolius Brasil E. Lucas 78 (K) AM489979  AM489815  AM234084
P 4 epnrarocayx (Kunth) O. Berg ’
Bsalo4  Blepharocalycinae Blepharocalyx > cPtarocalyx salicifolius Katinas 200 (LPAG)  AY521531
P Y epharocayx (Kunth) O. Berg
. Blepharocalyx salicifolius Kew DNA bank code
Bsal Bleph 1 B - MF9542 MF95401
sal05 epharocalycinae Blepharocalyx (Kunth) O. Berg 46211 954275 954018
. Blepharocalyx salicifolius P. S. De-Carvalho 579
Bsal Bleph 1 B - MHZ8354
sal06 epharocalycinae Blepharocalyx (Kunth) O. Berg (UB) 835450
Ebre01 Eugeniinae Eugenia Eugenia brevistyla D. Legrand  Brasil Mazine 993 (ESA, K) KJ469663 KJ187614
A. Giaretta 1493 (K
Ebre02 Eugeniinae Eugenia Eugenia brevistyla D. Legrand  Brasil SPISi)laret a 1493 (K, MN887368 MN296371
Ebre03 Eugeniinae Eugenia Eugenia brevistyla D. Legrand  Brasil, RS, Torres ICN<BRA>:167434 JQ033338
Ebre04 Eugeniinae Eugenia Eugenia brevistyla D. Legrand  Brasil, SP, Sete Barras ESA: 109420 MG707977
Eflo01 Eugeniinae Eugenia Eugenia florida DC. Guiana Francesa Lucas 106 (K) AMA489830  AM234090
Brasil, RS, P
Eflo02  Eugeniinae Eugenia Eugenia florida DC. Aizzré S, Porto ICN<BRA>:167429 JQ033340
. . Mazine 965 (ESA, K,
Eflo03  Eugeniinac Eugenia Eugenia florida DC. Brasil, PR, Cerro Azul ngcl?e ( KJ469671  KJ187622
Eflo04 Eugeniinae Eugenia Eugenia florida DC. Brasil, SP, Galia ESA: 110057 MG708056
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Voucher/Herbari Cédigos de acesso no GenBank
Acrénimo Subtribo Género Espécie (nome aceito)** Localizacao oue e: " *er arto '8
matK psbA-trnH ITS
EinvO0l Eugeniinae Eugenia Eugenia involucrata DC. Brasil, SP ICN<BRA>: 167417 JQ033333
) .. . o Brasil, MG,
Einv02 Eugeniinae Eugenia Eugenia involucrata DC. . Bunger 551 (BHCB) KX789294  KX789281
Uberlandia
T. los 2
Einv03 Eugeniinae Eugenia Eugenia involucrata DC. Brasil, DF (R;Ssconce 0 256 MF954293  MF954035
ine 1018 (ESA
Einv04 Eugeniinae Eugenia Eugenia involucrata DC. Brasil I\K/[)azlne ( ’ KJ469665 KJ187616
Einv05 Eugeniinae Eugenia Eugenia involucrata DC. - Indisponivel
Einv06 Eugeniinae Eugenia Eugenia involucrata DC. - Indisponivel
Einv07 Eugeniinae Eugenia Eugenia involucrata DC. - Indisponivel
Einv08 Eugeniinae Eugenia Eugenia involucrata DC. - Indisponivel
Emon0Ol  Eugeniinae Eugenia Eugenia monticola (Sw.) DC. Republica Dominicana Lucas 1117 (K) MH446064 MH446007
. .. T. Vi los 566
Emon02  Eugeniinae Eugenia Eugenia monticola (Sw.) DC. Republica Dominicana ) asconcelos MF954295  MF954037
Republica Domini Flicki
Emon03  Eugeniinae Eugenia Eugenia monticola (Sw.) DC. (c?ﬁgval;:) oficana ) 01 lc ngg;-r27 (FTG) MN295112  MN295295
RA. M lla 104
Emon04  Eugeniinae Eugenia Eugenia monticola (Sw.) DC.  Porto Rico Us) uscatetia KJ012591  KJ426730
Emon05  Eugeniinae Eugenia Eugenia monticola (Sw.) DC. Costa Rica BioBot11708 JQ588484
Emon06  Eugeniinae Eugenia Eugenia monticola (Sw.) DC. Costa Rica BioBot11707 JQ588483
Emon07  Eugeniinae Eugenia Eugenia monticola (Sw.) DC. Costa Rica BioBot10796 JQ588482
Emon08  Eugeniinae Eugenia Eugenia monticola (Sw.) DC. Costa Rica BioBot10795 JQ588481
Epar01 Eugeniinae Eugenia Eugenia paracatuana O. Berg  Brasil, GO Faria 2928 (UB) MH446057 MH446000
Epar02 Eugeniinae Eugenia Eugenia paracatuana O. Berg  Brasil, SP Silva 64 (SORO) MH446068 MH446011
Epar03 Eugeniinae Eugenia Eugenia paracatuana O. Berg  Brasil, GO P.O. Rosa 1399 MF954297  MF954039
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Voucher/Herbari Codigos de acesso no GenBank
Acrénimo Subtribo Género Espécie (nome aceito)** Localizaciao oue e: " *er arto &
matK psbA-trnH ITS
. . Eugenia petaloidea Giaretta & . B.S. Amorim 1765 [3]
Epet01 Eugeniinae Eugenia B.S. Amorim Brasil (UFP) MH341169 MH340543
.. ) Eugenia petaloidea Giaretta & . B.S. Amorim 1765 [4]
Epet02 Eugeniinae Eugenia B.S. Amorim Brasil (UFP) MH341170 MH340544
. E ja petaloidea Giaretta & . B.S. Amorim 1765
Epet03  Eugeniinae Eugenia Bf‘sg.eZ’rié’:hz ordea AT & g asil 23] (Un;}’)r)lm MH341167 MH340542
. E ja petaloidea Giaretta & . B.S. Amorim 1765
Epet04 Eugeniinae Eugenia Busg ezllflé) reirﬁ oldea tnaretia Brasil [24] (UHI;(:)Im MH341168
. E ja petaloidea Giaretta & . B.S. Amorim 1765
Epet05  Eugeniinae Eugenia Bf’sg.e/’iﬁ(’:reiﬁ oudea DIaTeta & - g asil (1061 (IIHJ(F“;)“ MH341166  MH340541
Hol 2 (CAY.
EstiOl Eugeniinae Eugenia Eugenia stipitata McVaugh Guiana Francesa s;j)Ls)t 8872 (CAY, KJ469694 KJ187645
Esti02 Eugeniinae Eugenia Eugenia stipitata McVaugh Singapura (cultivada) Vasconcelos 677 (K) MF954301  MF954043
. . EUA, Florid o
Esti03 Eugeniinae Eugenia Eugenia stipitata McVaugh (cultiva d(;r)l a Flickinger 90 (FTG) MN295129  MN295312
ultiv
EuniOl Eugeniinae Eugenia Eugenia uniflora L. Nova Zelandia NZFRI 29277 KMO065110 KMO064791
Euni02 Eugeniinae Eugenia Eugenia uniflora L. Nova Zelandia AK258847 KMO065113
Euni03 Eugeniinae Eugenia Eugenia uniflora L. Nova Zelandia AK241422 KMO065173 KM064994
Euni04 Eugeniinae Eugenia Eugenia uniflora L. Nova Zelandia NZFRI 29293 KM065203
Euni05 Eugeniinae Eugenia Eugenia uniflora L. Nova Zelandia AK319813 KMO064828
. . Reino Unid
Euni06  Eugeniinae Eugenia Eugenia uniflora L. (cillrtli(’va dr:) © Lucas 207 (K) AM489986  AM489828  AM234088
Euni07 Eugeniinae Eugenia Eugenia uniflora L. Brasil, RS, Palmares = ICN<BRA>: 167404 JQ033327
. . . Flicki 2015-FL-1
Euni08  Eugeniinae Eugenia Eugenia uniflora L. EUA, Florida Lexnger MN295133  MN295316

(FTG)
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Ari Caédigos d GenBank
Acrénimo Subtribo Género Espécie (nome aceito)** Localizacio Voucheii}:erbarlo 0digos de acesso no Lenban
matK psbA-trnH ITS
.R. Abbott 23855
Euni09 Eugeniinae Eugenia Eugenia uniflora L. EUA, Flérida gFL A;bo GU135006 GU135338
Eunil0 Eugeniinae Eugenia Eugenia uniflora L. Brasil, SP, Galia ESA: 109949 MG718959 MG708059
Eunill Eugeniinae Eugenia Eugenia uniflora L. EUA, Flérida Trotta 950534 (FLAS) MH621900
Eunil2 Eugeniinae Eugenia Eugenia uniflora L. - PGW 1335 (NSW) AF368207.3*
M; ] J DC.
Malp0l  Luminae Myrceugenia  Peeugenia alpigena (DC) — p & VG E. Lucas 167 (K) IN660991 IN660892
Landrum
M; ] ] . R. Harley 2621
Malp02  Luminae Myrceugenia loﬁ g;’;’gzma alpigena var Brasil A SS; cy 26218 IN660992 IN660893
M ] ] . . Hatschbach
Malp03  Luminae Myrceugenia fufirgc;'“;g:ma alpigena var Brasil &SS;SC bach 39697 1660990 IN660891
v . .
Mmyr0l  Luminae Myreeugenia cya rlfl i”;gs:’)"(’)gye rr cgw’des Brasil E. Lucas 503 (K) IN661014 IN660915
M . -
Mmyr02  Luminae Myreeugenia cya ﬁ:;gs:;"(’)gye r:g“”des Brasil E. Lucas 82 (K) AM490000 AM234097
Mmyr03  Luminae Myrceugenia ~ reeusenia myrcioides vat. g o) 0. Ribas 229 (ASU)  IN661012 IN660913
acrophylla
Mmyr04  Luminae Myrceugenia " Dreeugenia myrcioides Brasil, SP, Sete Barras ESA: 109387 MG718712 MG708014
(Cambess.) O.Berg
. M ] ta (Hook. & . . RBGE 1998-2353C
Mova0l  Luminae Myrceugenia yreeugenia ovata (Hoo Escocia (cultivada) AM489852  AM234096
Arn.) O.Berg (E)
F. Ch 1
Mova02  Luminae Myrceugenia  Myrceugenia ovata var. acutata  Brasil ( A(SjUazgaS 79 IN661017 IN660918
Mova03  Luminae Myrceugenia ~ D7ceugenia ovata var. Chile M. Mihoc 5162 IN661019.2 IN660920

nannophylla

(CONC)
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Voucher/Herbari Codigos d GenBank
Acronimo Subtribo Género Espécie (nome aceito)** Localizagao oue e:**er arno 0cligos de acesso no Lentan
matK psbA-trnH ITS
. . . . F. Gardner 19
Mova04  Luminae Myrceugenia  Myrceugenia ovata var. ovata Chile (CONC) IN661021 IN660922
M, ] . g 10621
Mova05  Luminae Myrceugenia > ceHgenia ovata var Brasil V. Souza 106 IN661020 IN660921
regnelliana (ASU)
. M ] t . . .
Mova06  Luminae Myrceugenia yrceu.gema ovata vat Brasil J. Silva 18 (ASU) JN661037.2
regnelliana
H. Retamales 11801
Mova07  Luminae Myrceugenia  Myrceugenia ovata var. ovata - (EIF)e amales 1180 KX522595
. ) Myrceugenia ovata var. Crawford & Baeza
Mova08 L M, - KX522594
ova minace Jreeugema nnophylla 157851 (CONC)
MamaOl Myrciinae Myrcia Mpyrcia amazonica DC. Brasil, PR E. Lucas 189 (K) JN091304 JN091403 JNO091212
Mama02  Myrciinae Myrcia Mpyrcia amazonica DC. Brasil, SP E. Lucas 59 (K) JN091305 IJN091404 JN091213
Mama03  Myrciinae Myrcia Mpyrcia amazonica DC. Guiana Francesa Prevost 4751 (K) JN091306 JN091405 JNO091214
Mama(04 Myrciinae Myrcia Mpyrcia amazonica DC. Brasil, PR E. Lucas 130 (K) JN091406 IJN091215
Mama05 Myrciinae Myrcia Myrcia amazonica DC. Brasil, SP, Cananéia  ESA: 109274 MG719057 MG708083
. . . . Ilhas Virgens
Mcit01 Myrciinae Myrcia Mpyrcia citrifolia (Aubl.) Urb. Britanicas Pollard 1193 (K) JN091410 JN091219
Republica D
. . . P . Flickinger
Mcit02 Myrciinae Mpyrcia Mpyrcia citrifolia (Aubl.) Urb. Dominicana, MN295156 MN295339
N 2015-DR-26 (FTG)
Monsefor Nouel
Mcit03 Myrciinae Myrcia Mpyrcia citrifolia (Aubl.) Urb. Republica Dominicana A.C. Araujo 1791 (K) MWO023354 MWO023968
Mgui0O1 Myrciinae Myrcia Mpyrcia guianensis (Aubl.) DC.  Brasil Lucas 141 (K) JN091415 JN091224
Mgui02  Myrciinae Myrcia Mpyrcia guianensis (Aubl.) DC.  Brasil Harley 50307 (K) JN091416 JN091225
. .. . D.F. Lima 468
Mgui03  Myrciinae Myreia Myreia guianensis (Aubl.) DC.  Brasil, MG ima MW023352  MW023966

(UPCB)
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Ari Codi d GenBank
Acronimo Subtribo Género Espécie (nome aceito)** Localizacio Voucher/Herbirio 0c1gos de acesso no Lrenban
Rk matK psbA-trnH ITS
D.F. Li 1
Mgui04  Myrciinae Myreia Myreia guianensis (Aubl.) DC.  Brasil, MG up C];r)na >17 MW023348  MW023962
. .. . D.F. Lima 530
Mgui05  Myrciinae Myreia Myrcia guianensis (Aubl.) DC.  Brasil, GO or C;)na MW023357 MW023971
D.F. Li 12
Mgui06  Myrciinae Myreia Myreia guianensis (Aubl.) DC.  Brasil, BA P Cg)na > MW023370 MW023984
Mmul0l  Myrciinae Myrcia Mpyrcia multiflora (Lam.) DC.  Brasil Lucas 65 (K) AM489858  AM234117
Mmul02  Myrciinae Myrcia Myreia multiflora (Lam.) DC.  Brasil Xg)smggemeler 422 KP722286  KP722379
.G. St i
Mmul03  Myrciinae Myreia Myreia multifora (Lam.) DC.  Brasil XJ(; i‘;‘ggemeler 863 KP722293  KP722386
Mmul04  Myrciinae Myrcia Myreia multiflora (Lam.) DC.  Brasil X’J(];')Staggemeler 867 KP722294  KP722387
Mruf01 Myrciinae Myrcia Mpyrcia rufipes DC. Brasil Lucas 280 (K) JN091430 JN091239
.. . D.F. Lima 548
Mruf02 Myrciinae Myrcia Mpyrcia rufipes DC. Brasil, MG (UP C};I)na MWO023372 MWO023986
D.F. Li 4
Mruf03  Myrciinae Myreia Myreia rufipes DC. Brasil, MG up C];I)na 53 MW023358 MW023972
D.F. Li 2
Mruf0od  Myrciinae Myreia Myreia rufipes DC. Brasil, MG P Cl;’)na 523 MW023345 MW023959
. . .. T. Vi los 587
Mspl01 Myrciinae Myrcia Mpyrcia splendens (Sw.) DC. Republica Dominicana ) asconcelos MF954395  MF954059
Mspl02 Myrciinae Myrcia Mpyrcia splendens (Sw.) DC. Guiana Francesa Prevost 4716 (K) AM490006  AM489865 AM234124
Mspl03 Myrciinae Myrcia Mpyrcia splendens (Sw.) DC. Brasil Lucas 73 (K) AM489863  AM234122
Mspl04 Myrciinae Myrcia Mpyrcia splendens (Sw.) DC. Brasil Lucas 165 (K) JN091433 IN091242
Mspl05 Myrciinae Myrcia Mpyrcia splendens (Sw.) DC. Bolivia Wood 15435 (K) JN091434 JN091243
Brasil, MG, Sdo T. Vasconcelos 477
Mspl06 Myrciinae Myrcia Mpyrcia splendens (Sw.) DC. Gongalo do Rio ’ MW023377* MW023991

Abaixo

)
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A . A . . . . . Voucher/Herbario Coédigos de acesso no GenBank
Acronimo Subtribo Género Espécie (nome aceito)** Localizacao e
matK psbA-trnH ITS
Mspl07  Myrciinae Myrcia Mpyrcia splendens (Sw.) DC. Costa Rica BioBot10549 JQ588499
Mspl08 Myrciinae Myrcia Mpyrcia splendens (Sw.) DC. Costa Rica BioBot10546 JQ588498
Mspl09 Myrciinae Mpyrcia Mpyrcia splendens (Sw.) DC. Costa Rica BioBot10383 JQ588496
Mspl10 Myrciinae Myrcia Myrcia splendens (Sw.) DC. Costa Rica BioBot06044 JQ588492
Msplll Myrciinae Myrcia Mpyrcia splendens (Sw.) DC. Costa Rica BioBot06110 JQ588494
Mspl12 Myrciinae Mpyrcia Mpyrcia splendens (Sw.) DC. Costa Rica BioBot06045 JQ588493
Mspl13 Myrciinae Myrcia Mpyrcia splendens (Sw.) DC. Costa Rica BioBot01485 JQ588489
Mspl14 Myrciinae Myrcia Mpyrcia splendens (Sw.) DC. Costa Rica BioBot01486 JQ588490
Mspl15 Myrciinae Myrcia Mpyrcia splendens (Sw.) DC. Costa Rica BioBot01487 JQ588491
Mspl16 Myrciinae Myrcia Mpyrcia splendens (Sw.) DC. Brasil Blum 10-098 (UPCB) KF421072  KF420979
Mspll7  Myrciinae Myrcia Myrcia splendens (Sw.) DC. Brasil Blum 11-003 (UPCB) KF421073  KF420978
Mspl18 Myrciinae Myrcia Mpyrcia splendens (Sw.) DC. Brasil Blum 11-024 (UPCB) KF421074  KF420977
Mspl19 Myrciinae Myrcia Mpyrcia splendens (Sw.) DC. Porto Rico N.Swensen 177 (US) HM446718*
Mvar01 Myrciinae Myrcia Mpyrcia variabilis DC. Brasil Lucas 277 (K) JN091439 JN091248
D.F. Li
Mvar02  Myrciinae Myrcia Mpyrcia variabilis DC. Brasil, MG (UP Cér)na 365 MWO023347 MWO023961
D.F. Lima 544
Mvar03  Myrciinae Myrcia Myreia variabilis DC. Brasil, MG or Cél)na MW023356  MW023970
Myrci .
Mfra0l  Eugeniinae Myrcianthes  rcianthes fragrans (Sw.) ; Holst 8862 (SEL) KJ469705  KJ187655
McVaugh
Myrciant . Hamilt 2 (FT
Mfra02  Eugeniinae Myrcianthes  “Dreianthes fragrans (Sw.) Tihas Turcas ¢ Caicos L amitton 352 (FTG, MH446046  MH445989
McVaugh K)
. . Mpyrcianthes fragrans (Sw.) EUA, Flérida Flickinger
Mfi E M, th ‘ MN295154  MN295337
ra03  Eugeniinae YTCLAniies  \1evaugh (cultivada) 2015-FTG-2 (FTG)
Myrcianth .
Mfra04  Eugeniinae Myrcianthes  Pvreianthes fragrans (Sw.) EUA, Flérida Trotta 950247 (FLAS) MH621999

McVaugh
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Voucher/Herbari Codigos d GenBank
Acronimo Subtribo Género Espécie (nome aceito)** Localizacao oucher/Herbario Oc1g0s fe Acesso 1o Lrenban
wkE matK psbA-trnH ITS
3 Myrcianth 0.B . T t al 5481
MpunOl  Eugeniinae Mpyrcianthes D.)er;’;n desp ungens (O-Berg) Argentina (Iie)ssense a AM489867 AM234099
y Myrcianth 0.B .
Mpun02  Eugeniinae Myrcianthes ~ Dreianthes pungens (O.Berg) Forster 1013 (ESA) KJ469706  KJ187656
D.Legrand
Mpun03  Eugeniinae Myrcianthes ~ Yrecianthes pungens (0.Betg) o) 1y Faria 2759 (UB) MH446059  MH446002
D.Legrand
. . Mpyrcianthes pungens (O.Berg) Rodriguez S/N b
Mpun04 E M MH71644
pun0 ugeniinae lyrcianthes D.Legrand (JUA) 716440
Mflo01  Pliniinae Myreiaria Myreiaria floribunda (H.-West ex Vasconcelos 388 MF954398  MF954062
Willd.) O.Berg
... L. Mpyrciaria floribunda (H.West ex Porto Rico, .
Mflo02 Pl M Flick FT MN295163  MN29534
00 iniinae lyrciaria Willd,) O.Berg Quebradillas ickinger 87 (FTG) 95163 95346
Myreiaria flori H.West
Mflo03  Pliniinae Myreiaria Wfﬁf;.‘;rg’g;rg’b unda (H-Westex - Rico 118738361 (US) KJ426839
Myreiaria floribunda (H.West
Mflo04  Pliniinae Myreiaria yreiaria floribunda (H.Westex . 1 op Galia ESA: 110085 MG718987 MG708060
Willd.) O.Berg
Myreiaria floribunda (H.West
Mflo05  Pliniinae Myreiaria yreiaria floribunda (H-Westex o &) 6p Assis ESA: 91793 MG718859 MG708048
Willd.) O.Berg
Myrciaria flori H.
Mflo06  Pliniinae Myreiaria yrciaria floribunda (HWestex o 4 o Sete Barras ESA: 109405 MG718720 MG708022
Willd.) O.Berg
Myrrhini
Matr0l  Pimentinae Myrehinium Cy}:;t’m“m atropurpuretm Brasil, RJ Costa 594 (EAC, UB) MF954400  MF954064
Myrrhini :
Matr02  Pimentinae Myrrhinium yrrhinium atropurpureum var. SI:MGN 2 MH713602  MH716441
octandrum Benth.
Matr03  Pimentinae Myrrhiniym ~ 7Thinium atropurpureum var. - SI:MGN 30 MH713603  MH716442

octandrum Benth.
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Voucher/Herbari Codi d GenBank
Acronimo Subtribo Género Espécie (nome aceito)** Localizagao oue e:**er arno 0cligos de acesso no Lentan
matK psbA-trnH ITS
Pdio01 Pimentinae Pimenta Pimenta dioica (L.) Merr. Nova Zelandia NZFRI 29338 KMO065289 KMO064833
Pdio02 Pimentinae Pimenta Pimenta dioica (L.) Merr. Nova Zelandia NZFRI 29276 KMO065298 KMO065057
Rei .
Pdio03  Pimentinae Pimenta Pimenta dioica (L.) Merr. (Ce‘llz 10 ir:)do Lucas 212 (K) AM490011  AM489874  AM234081
ultiv.
. . . EUA, Flérid Flicki
Pdio04  Pimentinac Pimenta Pimenta dioica (L.) Merr. (cultiea d(;r)l a ; Ollc 6fIF‘gTe(r}_ 3 (FTG) MN295165 MN295348
EUA, Mi i
Pdio05  Pimentinae Pimenta Pimenta dioica (L.) Merr. UA, Missourt Carlsen 3255 (MO)  OL690114  OL312147
(cultivada)
Piment Mill.
Prac0l  Pimentinae Pimenta imenta racemosa (Mill. - Holst 8866 (K) AM490012  AMA489875  AM234082
J.W.Moore
Prac02  Pimentinae Pimenta Pimenta racemosa (Mill. - UNSW 22372 AY521545
J.W.Moore
Prac03 Pimentinae Pimenta Pimenta racemosa var. grisea Porto Rico, Maricao  Flickinger 72 (FTG) MN295167 MN295350
. . Reptiblica Domini Flicki
Prac04  Pimentinae Pimenta Pimenta racemosa var. ozua (cﬁ;v;;:) omiticana ; Ollc ngg& 0 (FTG) MN295169  MN295352
. . EUA, Florid o
Prac05 Pimentinae Pimenta Pimenta racemosa var. racemosa (cultiva d(;r)1 a J. Flickinger 89 (FTQ) MN295171 MN295354
. . Pi 1 Mill. . RA. M 1la 113
Prac06 Pimentinae Pimenta l@;};{:{)::cemosa (Mill.) Porto Rico US) uscaretia KJO012715
L. . . . Reino Unido
Pcau01 Pliniinae Plinia Plinia cauliflora (Mart.) Kausel (cultivada) E. Lucas 210 (K) AM490007 AM234093
Pcau02 Pliniinae Plinia Plinia cauliflora (Mart.) Kausel Nova Zelandia NZFRI 29257 KMO065264 KM064982
Pcau03 Pliniinae Plinia Plinia cauliflora (Mart.) Kausel Nova Zelandia NZFRI 29271 KMO065319 KMO064870
. EUA, Mi i
Pcau04 Pliniinae Plinia Plinia cauliflora (Mart.) Kausel . 1ssourt Carlsen 3084 (MO) OL690122
(cultivada)
Brasil, MG, J.E.Q. Faria 6689

Paus01 Pimentinae Psidium Psidium australe var. argenteum MZ682332 MZ710576

Diamantina (UB)
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Voucher/Herbari Cadigos d GenBank
Acronimo Subtribo Género Espécie (nome aceito)** Localizagao oucher/Herbirio OC1g0s (e acesso no Lyentan
kil matK psbA-trnH ITS
Brasil, M
Paus02 Pimentinae Psidium Psidium australe var. argenteum dg\s/;i;lasG Santa Cruz L.R. Costa 540 (UB) MZ682346
Paus03 Pimentinae Psidium Psidium australe Cambess. Brasil, SP, Assis LR. Costa 649 (EAC) MZ682333 MZ710578
Brasil, M .E.B.P
Paus04 Pimentinae Psidium Psidium australe Cambess. ?a51 ’ _G’ ¢ roenga 5376 MZ710577
Diamantina (UB)
Paus05  Pimentinac Psidium Psidium australe var Brasil, MG, Santa - o ta 538 (UB) MZ710603
suffruticosum Cruz de Minas
Pcat01 Pimentinae Psidium Psidium cattleyanum Sabine Nova Zelandia NZFRI 29007 KMO065073 KMO065002
Pcat02 Pimentinae Psidium Psidium cattleyanum Sabine Nova Zelandia NZFRI 29059 KMO065132 KMO064972
Rei .
Pcat03  Pimentinae Psidium Psidium cattleyanum Sabine (Cilﬁfvir:)do Lucas 213 (K) AM490014  AM489878  AM234080
. . . . . Brasil, SP, Campinas
Pcat04 Pimentinae Psidium Psidium cattleyanum Sabine (cultivada) I.R. Costa 486 (UEC) MZ682337 MZ710583
. . .. . . Brasil, SP, Campinas
Pcat05 Pimentinae Psidium Psidium cattleyanum Sabine (cultivada) LR. Costa 819b (UB) MZ682345 MZ710604
. . . EUA, Flérida Flickinger
P P Psidi Psidi MN2951 MN2
cat06 imentinae sidium sidium cattleyanum Sabine (cultivada) 2015-FL-02 (FTG) 95176 95359
.R. Abbott 24905
Pcat07 Pimentinae Psidium Psidium cattleyanum Sabine EUA, Flérida gFL A;)bo ? GU135031 GU135360%*
Pcat08 Pimentinae Psidium Psidium cattleyanum Sabine Brasil, RJ L.R. Costa 606 (UB) MZ710584
Pcat09 Pimentinae Psidium Psidium cattleyanum Sabine Nova Zelandia NZFRI 26525 KMO064916
Brasil, RJ, N
Pcatl0 Pimentinae Psidium Psidium cattleyanum Sabine rastl, B, Nova Tuler 553 (RB) MK310546
Friburgo
. . . . . Brasil, SP, Campinas
Pgual1 Pimentinae Psidium Psidium guajava L. (cultivada) LR. Costa 476 (UEC) MKO041282 MZ710589
Pgua02 Pimentinae Psidium Psidium guajava L. Africa do Sul ASU199194 (PRU) AY487283
Afri 1
Pgua03  Pimentinae Psidium Psidium guajava L. tica do Sul, LTMO026 (JRAU) JQ024987

Limpopo
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Voucher/Herbari Cédigos d GenBank
Acronimo Subtribo Género Espécie (nome aceito)** Localizagao oue e:**er arno 0cligos de acesso no Lentan
matK psbA-trnH ITS
. . EUA, Florid Flicki
Pgua04 Pimentinae Psidium Psidium guajava L. (cultiva d(;r)l a ) 01 lc 512?2_ 8 (FTG) MN295177 MN295360
. . . M.S. Frank 0541
Pgua05 Pimentinae Psidium Psidium guajava L. EUA, Flérida (FLA S;an GU135087 GU135421
Pgua06 Pimentinae Psidium Psidium guajava L. Costa Rica BioBot10556 JQ588512
Pgua07 Pimentinae Psidium Psidium guajava L. Costa Rica BioBot05032 JQ588510
Pgua08 Pimentinae Psidium Psidium guajava L. Costa Rica BioBot05031 JQ588509
Pgua09 Pimentinae Psidium Psidium guajava L. Costa Rica BioBot10555 JQ588511
Pgual0 Pimentinae Psidium Psidium guajava L. Costa Rica BioBot05030 JQ588508
. . EUA, Mi i
Pguall  Pimentinac Psidium Psidium guajava L. > Vissourt Carlsen 3227 (MO) ~ OL690131  OL312278
(cultivada)
Pgual2 Pimentinae Psidium Psidium guajava L. Nicaragua NPL0233 (HULE) HG963647
Pgual3 Pimentinae Psidium Psidium guajava L. EUA, Havai, Maui BISH 687876 AY864898*
Plar01 Pimentinae Psidium Psidium laruotteanum Cambess. Brasil, BA J.E.Q. Faria 2362 MF954277
Plar02 Pimentinae Psidium Psidium laruotteanum Cambess. Brasil, DF L.R. Costa 624 (UB) MZ710591
M. Kuhl 4
Plar03  Pimentinae Psidium Psidium laruotteanum Cambess. Brasil, DF (UB)“ mann 3 MZ682341  MZ710592
.E.B.P
Plar04 Pimentinae Psidium Psidium laruotteanum Cambess. Brasil, DF (CUB) roenga 3069 MZ682342  MZ710593
. . . . J.E.Q. Faria 2519
PmacO1 Pimentinae Psidium Psidium macahense O.Berg Brasil, ES, Linhares (UB()Q ana MZ682343  MZ710594
Pmac02  Pimentinae Psidium Psidium macahense O.Berg Brasil, ES, Linhares ~ Tuler 532 (RB) MK310534 MK313861
Pmac03  Pimentinae Psidium Psidium macahense O.Berg Brasil, ES, Linhares ~ Tuler 455 (RB) MK310535 MK313862
Pmac04  Pimentinae Psidium Psidium macahense O.Berg Brasil, ES, Linhares Tuler 457 (RB) MK310536 MK313863
C.E.B. Proenga &
Pruf01 Pimentinae Psidium Psidium rufum Mart. ex DC. Brasil, DF (cultivada) M.C. Silva Junior MKO041285 MZ710599

3230 (UB)
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Voucher/Herbari Cédigos d GenBank
Acronimo Subtribo Género Espécie (nome aceito)** Localizacao oucher/tierbario 0c1gos de acesso no Lrenban
kil matK psbA-trnH ITS

. . . - X Brasil, RJ, Nova
Pruf02 Pimentinae Psidium Psidium rufum Mart. ex DC. Friburgo Tuler 536 (RB) MK310540 MK313867

. . L . Brasil, RJ, Nova
Pruf03 Pimentinae Psidium Psidium rufum Mart. ex DC. Friburgo Tuler 538 (RB) MK310541 MK313868

u

* Sequéncias desconsideradas nas analises por serem muito curtas ou apresentarem diversas bases ambiguas.

** Sinonimias adotadas:

Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg = Blepharocalyx tweediei (Hook. et Arn.) O. Berg;

Eugenia brevistyla D. Legrand = Eugenia neoaustralis Sobral;

Eugenia involucrata DC. = Eugenia calycina Cambess.;

Mpyrcia guianensis (Aubl.) DC. = Myrcia angustifolia (O.Berg) Nied. = Myrcia decrescens (O.Berg) Mattos = Myrcia rotundifolia (O.Berg) Kiaersk;
Myrcia splendens (Sw.) DC. = Myrcia fallax (DC.) O. Berg = Myrcia rostrata DC.;

Myrcia variabilis DC. = Myrcia amethystina (O. Berg) Kiaersk. = Myrcia dealbata DC.;

Plinia cauliflora (Mart.) Kausel = Myrciaria cauliflora (Mart.) O.Berg.

*** Abreviaturas: AK - Museu Memorial da Guerra de Auckland; ASU - Herbario da Universidade Estadual do Arizona; BHCB - Herbario da Universidade Federal de Minas
Gerais; CAY - Herbario da Institui¢do de Pesquisa para o Desenvolvimento (IRD) da Guiana Francesa; CONC - Herbario da Universidade de Concepcion, Chile; E - Herbario
do Jardim Botanico Real de Edimburgo, Escécia; EAC - Herbario da Universidade Federal do Ceara; EIF - Herbario da Universidade do Chile; ESA - Herbario da Escola
Superior de Agricultura Luiz de Queiroz; FLAS - Herbario da Universidade da Florida; FTG - Herbario do Fairchild Tropical Botanic Garden; HULE - Herbario da
Universidade Nacional Auténoma de Ledn, Nicaragua; ICN - Herbario da Universidade Federal do Rio Grande do Sul; JRAU - Herbario da Universidade de Joanesburgo,
Africa do Sul; JUA - Herbario da Universidade Nacional de Jujuy, Argentina; K - Jardim Botanico Real de Kew, Reino Unido; LPAG - Herbario da Universidade Nacional de
La Plata, Argentina; MO - Herbario do Jardim Botanico de Missouri, EUA; NSW - Herbario Nacional de New South Wales; NZFRI - Herbario do Instituto de Pesquisa
Florestal da Nova Zelandia; PRU - Herbério da Universidade de Pretoria, Africa do Sul; RB - Herbério do Jardim Botanico do Rio de Janeiro; SEL - Herbario do Marie Selby
Botanical Gardens; Sl - Instituto de Botanica Darwinion, SORO - Herbario da Universidade Federal de Sao Carlos, campus Sorocaba; SPF - Herbario do Instituto de
Biociéncias da Universidade de Sdo Paulo; UB - Herbario da Universidade de Brasilia; UEC - Herbario da Universidade Estadual de Campinas; UFP - Herbario da
Universidade Federal de Pernambuco; UNSW - Herbario da Universidade de New South Wales; UPCB - Herbario da Universidade Federal do Parana; US - Herbario da
Smithsonian Institution.
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APENDICE C - DISTANCIAS INTRAESPECIFICA MAXIMA E INTERESPECIFICA MINIMA ENCONTRADAS PARA CADA

ESPECIE
(continua)

Marcador Espécie ﬁii‘;z:;ztjzzi: D?;;:;::Z?gcc:‘a Espécie(s) mais préoximacs)
matK Blepharocalyx salicifolius 0,021264 0,010518 Eugenia monticola e Myrcia splendens

Eugenia involucrata 0,000000 0,009481 Eugenia monticola

Eugenia monticola 0,025457 0,000000 Mpyrcia splendens

Eugenia uniflora 0,001919 0,011429 Eugenia monticola e Myrcia splendens

Myrceugenia alpigena 0,003827 0,000000 Myrceugenia myrcioides e Myrceugenia ovata

Mpyrceugenia myrcioides 0,003791 0,000000 Mpyrceugenia alpigena e Myrceugenia ovata

Myrceugenia ovata 0,011550 0,000000 Myrceugenia alpigena e Myrceugenia myrcioides

Myrcia amazonica 0,004380 0,003776 Eugenia monticola e Myrcia splendens

Myrcia splendens 0,015221 0,000000 Eugenia monticola

Mpyrciaria floribunda 0,005671 0,005674 Eugenia monticola e Myrcia splendens

Pimenta dioica 0,005671 0,003777 Pimenta racemosa

Pimenta racemosa 0,000000 0,003777 Pimenta dioica

Plinia cauliflora 0,000000 0,005674 Eugenia monticola

Psidium cattleyanum 0,001919 0,005674 Eugenia monticola e Psidium guajava

Psidium guajava 0,003937 0,005674 Psidium cattleyanum
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Maior distancia

Menor distincia

Marcador Espécie intraespecifica interespecifica Espécie(s) mais préximacs)
psbA-trnH Blepharocalyx salicifolius 0,068711 0,010170 Myrceugenia ovata

Eugenia brevistyla 0,017382 0,010688 Eugenia involucrata

Eugenia florida 0,0440063 0,000000 Eugenia paracatuana

Eugenia involucrata 0,027060 0,010688 Eugenia brevistyla

Eugenia monticola 0,000000 0,020808 Eugenia petaloidea

Eugenia paracatuana 0,015031 0,000000 Eugenia florida

Eugenia petaloidea 0,000000 0,015631 Eugenia involucrata

Eugenia stipitata 0,004890 0,038622 Eugenia brevistyla

Eugenia uniflora 0,009678 0,025822 Eugenia petaloidea

Myrceugenia ovata 0,010601 0,008136 Pimenta dioica

Myrcia amazonica 0,017021 0,007251 Myrcia guianensis

Mpyrcia citrifolia 0,000000 0,000000 Mpyrcia guianensis, Myrcia rufipes, Myrcia variabilis

Mpyrcia guianensis 0,009680 0,000000 Mpyrcia citrifolia, Myrcia rufipes, Myrcia variabilis

Myrcia multiflora 0,020222 0,007658 Mpyrcia rufipes

Mpyrcia rufipes 0,002449 0,000000 Mpyrcia citrifolia, Myrcia guianensis, Myrcia variabilis

Mpyrcia splendens 0,013750 0,002651 Mpyrciaria floribunda

Mpyrcia variabilis 0,002408 0,000000 Mpyrcia citrifolia, Myrcia guianensis, Myrcia rufipes
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Marcador Esnécl Maior distancia Menor distancia Esnéel . .
specie intraespecifica interespecifica spécie(s) mais préxima(s)
psbA-trnH Mpyrcianthes fragrans 0,005133 0,002562 Mpyrcianthes pungens
Mpyrcianthes pungens 0,010301 0,002562 Mpyrcianthes fragrans
Mpyrciaria floribunda 0,026871 0,002651 Mpyrcia splendens
Myrrhinium atropurpureum 0,009702 0,009709 Psidium cattleyanum, Psidium macahense, Psidium
rufum
Pimenta dioica 0,000000 0,007916 Pimenta racemosa
Pimenta racemosa 0,007712 0,007916 Pimenta dioica
Psidium australe 0,019724 0,000000 Psidium cattleyanum, Psidium laruotteanum, Psidium
macahense, Psidium rufum
Psidium cattleyanum 0,017229 0,000000 Psidium australe, Psidium laruotteanum, Psidium
macahense, Psidium rufum
Psidium guajava 0,000000 0,014783 Myrrhinium atropurpureum
Psidium laruotteanum 0,012480 0,000000 Psidium australe, Psidium cattleyanum, Psidium
macahense, Psidium rufum
Psidium macahense 0,000000 0,000000 Psidium australe, Psidium cattleyanum, Psidium
laruotteanum, Psidium rufum
Psidium rufum 0,015565 0,000000 Psidium australe, Psidium cattleyanum, Psidium
laruotteanum, Psidium macahense
ITS Blepharocalyx salicifolius 0,044218 0,022543 Mpyrcia guianensis, Myrcia rufipes, Myrcia variabilis

Eugenia brevistyla 0,006933 0,040339 Eugenia involucrata




Maior distancia Menor distincia

Marcador Espécie intraespecifica interespecifica Espécie(s) mais préximacs)
ITS Eugenia florida 0,055029 0,000000 Eugenia paracatuana
Eugenia involucrata 0,005155 0,038453 Eugenia petaloidea
Eugenia monticola 0,000000 0,026685 Eugenia petaloidea
Eugenia paracatuana 0,037460 0,000000 Eugenia florida
Eugenia petaloidea 0,021942 0,026685 Eugenia monticola
Eugenia stipitata 0,000000 0,047966 Mpyrcia rufipes
Eugenia uniflora 0,010241 0,036809 Eugenia petaloidea
Myrceugenia alpigena 0,005130 0,005119 Myrceugenia myrcioides
Myrceugenia myrcioides 0,017275 0,005119 Myrceugenia alpigena
Myrceugenia ovata 0,024361 0,006840 Myrceugenia myrcioides
Myrcia amazonica 0,026881 0,028809 Mpyrcia guianensis, Myrcia variabilis
Mpyrcia citrifolia 0,022661 0,008621 Mpyrcia guianensis, Myrcia rufipes, Myrcia variabilis
Mpyrcia guianensis 0,015414 0,000000 Mpyrcia rufipes, Myrcia variabilis
Myrcia multiflora 0,012051 0,011996 Mpyrcia variabilis
Mpyrcia rufipes 0,003419 0,000000 Mpyrcia guianensis, Myrcia variabilis
Mpyrcia splendens 0,030103 0,024345 Mpyrcia variabilis

Mpyrcia variabilis 0,003390 0,000000 Mpyrcia guianensis, Myrcia rufipes
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Mareador Espécie Maior distz‘fncia Menor distzjlncia Espécie(s) mais proximas)
intraespecifica interespecifica
ITS Mpyrcianthes fragrans 0,003581 0,038660 Mpyrcia guianensis
Mpyrcianthes pungens 0,010347 0,034299 Myrceugenia ovata
Mpyrciaria floribunda 0,039068 0,025991 Mpyrcia rufipes
Myrrhinium atropurpureum 0,005193 0,028064 Psidium cattleyanum
Pimenta dioica 0,000000 0,043966 Pimenta racemosa
Pimenta racemosa 0,031259 0,043966 Pimenta dioica
Plinia cauliflora 0,006811 0,026011 Mpyrcia guianensis, Myrcia variabilis
Psidium australe 0,001695 0,040239 Psidium macahense
Psidium cattleyanum 0,015467 0,019168 Psidium laruotteanum
Psidium guajava 0,020929 0,040286 Psidium australe
Psidium laruotteanum 0,017160 0,006923 Psidium rufum
Psidium macahense 0,003396 0,019009 Psidium rufum

Psidium rufum 0,001703 0,006923 Psidium laruotteanum
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APENDICE D - TAXAS DE ERRO CUMULATIVO (EM N° DE INDIVIDUOS)
CALCULADAS PARA DIFERENTES LIMITES DE CORTE PELO PACOTE SPIDER
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* Nota: limites de corte em intervalos de 0,001 unidades de distancia genética (0,1%). As setas em vermelho
indicam os valores de limite otimizados, enquanto as barras em cinza claro representam identificagdes com erros
do tipo falso positivo (quando ha auséncia de um correspondente coespecifico dentro do limite). J& as barras em
cinza escuro simbolizam identificagdes com erros do tipo falso negativo (onde sequéncias pertencentes a outras
espécies se encontram dentro do limite).
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APENDICE E - FILOGENIAS GERADAS POR INFERENCIA BAYESIANA*
(continua)

Euni10 MG718959
Euniol KMOB5110

matK 0'95' D_BQ, 1 Eunios AM4BI986
Eunios GU135006
Eunio3 KMOB5173
0.95 Euni02 KM065113
Eunio4 KM0OB5203

1 ——— Emon06 Ja588483

0.97 I L——— Emonos Jasssass
Emon04 KJ012591
EinvaT
0.95, 0.99, 1 y—f: Einv05
[—‘: EinvO6
Einv08
0.99 ——— Pcat0i KMOE5073
x, 0.49, 0.80 [ b Peatn3 Av490014

—— Peatd? GU135031
Prat02 KMOB5132

Pgua03 JQ0243987

Pgua08 JQ588509

Pgual7 JQ588510

E Pgual6 JQ588512
Pgua10JQ588508

0.96, 0.97, 1 | g Pguat 1 OLE90131
Pgua09 JQ588511

Pgua05 GU135087
Bsal03 AM4BIITI

1 [ Bsal0l JNEE1034

|_: Bsal04 AY521531
Bsal02 JNEG1035

Pdio0! KMOB5289
Pdio02 KMOB5298

0.99 Pdio03 AMAZ0011
Prac01 AMA90012

0.52, 0.45, 0.89 = Prac0s KI012715
L Fraco2ave2isas

Mspi10 Q588492

1 l_: Mspi12 JQ586493
| Mspi11 JQ588494
L 0.67,0.76, 1 T Mflo05 MG 18859

: MMlo04 MG718987
MMl006 MG718720

0.98 fMama01 JN091304
0.42, x, 0.56 l—g Mamaos MG713057
1 fMama02 JN091305

Mama03 JN091306

Peau04 OL690122

0.96, 0.91, 1 - Prau02 KMO66264

— R

Praud AM490007

Mspl13 JO588489
MspIOB JA586498
MspI07 JO588499
Mspl14 JQ588430
Mspl15 JO588491

Mspl09 JQ585495
4|E Emona7 JO588482
Emon08 Ja588481

Mspl02 AMAZ0006
Mava03 JN661019
Mova02 JNBE1017
Mmyr01 JNEE1014
Mmyro3 JNB61012
Malp01 JNGE0991
Malp03 JN660990
1 Malp02 JN6E0992
Mmyro2 AM490000
Mmyr04 MGT18712
Mova06 JNG61037
Mova05 JN6E1020
Mova04d JNGB1021

0.001

* Nota: os clados coloridos denotam espécies que tiveram todos os seus individuos agrupados de forma
exclusiva, e cada cor esta associada a um género distinto. Trés valores de suporte para cada um desses clados
encontram-se dispostos sobre os ramos, simbolizando, respectivamente, o bootstrap do neighbor-joining e da
maxima verossimilhanga, além da probabilidade posterior (PP). Valores em vermelho representam suportes
insatisfatorios (bootstrap < 0,70 e PP < 0,95), enquanto o “x” indica que o agrupamento ndo foi recuperado no
método de reconstrugdo filogenética correspondente. Valores de PP iguais ou superiores a 0,95 também foram
inclusos nos demais ramos da filogenia. Para maiores esclarecimentos acerca dos acronimos utilizados nas
pontas da arvore, consulte o Apéndice B.
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MpUN03 MH446059
MTa02 MHA4B045
Mfrali KI4BSTO5
14204 WMHE2 1999
hfrah3 MN295154
MpUND2 KJ4RITOR
Mpun01 AMABSBET
Einv03 MF354293
Einv01 JQ033333
Einv02 Kx789284
Einv0d KJ469665
Ebre03 JQ033338
Ebre01 KJ453653
Ebre02 MNBBT7368
Efio0d KJ4RIATT
Ef002 Q033340
Epar01 MH448057
Epar02 MH445068
Epar03 MF954297
Euni07 JQ033327
Euni0s AMA89828
Euniog MN295133
Euni0g GU135338
Eunit1 MHE21900
Efio01 AM483830
Emon02 MF3542395
Emon01 MH446064
Emon03 MN285112
Emon04 KJ426730
Epet02 MH341170
Epet05 MH341166
EpetD1 MH341169
Epet03 MH341167
Epet04 MH341168
Esti0 KJ4689694
Esti03 MN295129
Esti02 MF954301
Plar01 MF954277
Pmac03 MIK310535
Pcat0s MN295176
Paus03 M2682333
Pmac01 MZ682343
Plard4 MZ682342
Pmac04 MIK310536
Pruid3 MiK310541
Pruf02 MK310540
Pmac02 Mk310534
Pruf01 MK041285
Plar03 MZ682341
Matr02 MH7 13602
Matr03 MH713603
Matr0l MF954400
Peatds MZes2345
Pcat10 MK310545
Pratd4 M2682337
Pgual1 OL312278
Pguab4 MN235177
Pqua0s GU135421
Pguaid HGI53647
Pquan MK041282
Peatd3 AM4B28TE
Paus02 MZB52346
Paus1 MZ682332
Mava01 AMA89852
Movall7 K¢522595
Mova08 K¢522594
Pdiold MN295165
Paia0s OL312147
Pdiol3 AMABIET4
Pracn3 MN295167
Pracos MN295171
Prachi AMABIETS
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